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1 . INTRODUCCION

Buena parte de las decisiones médicas se basan en los resultados de los test diagndsticos que se realizan
en los laboratorios clinicos y esas decisiones influyen en el diagnéstico y en el manejo de los pacientes.
Es por ello que los productos sanitarios para diagnéstico in vitro (PSDIV) han de ser correctamente
evaluados. Esas evaluaciones estan sujetas a requerimientos, del mismo modo que lo estan los farmacos
u otros productos sanitarios destinados a mejorar la salud de los pacientes. Por estos motivos, se entien-
de la necesidad y la importancia de llevar a cabo estudios de evaluacion de los PSDIV a fin de obtener
resultados fiables y exactos que aseguren una calidad 6ptima para el cuidado de los pacientes, ademas
de conservar y adecuar los recursos sanitarios.

La necesidad de una correcta evaluaciéon de los PSDIV se ha demostrado ahora mas que nunca en la
actual pandemia causada por el SARS-CoV-2. Los test diagnosticos se deben evaluar atendiendo a su in-
tencion de uso, en diferentes poblaciones diana y teniendo en cuenta la prevalencia de la enfermedad. He-
mos podido comprobar en tiempo real como los parametros analiticos y clinicos de los PSDIV empleados
en el diagnostico de SARS-CoV-2 pueden ir modificandose en funcidn de los tipos de muestra empleados,
los dias desde el inicio de sintomas o las modificaciones genéticas de las diferentes variantes del virus,
entre otros. De esta manera se pone en evidencia que la evaluacion de los PSDIV ha de ser un proceso
continuo, y no unicamente circunscrito al momento del lanzamiento al mercado.

El 5 de abril de 2017, el Parlamento Europeo publicé un nuevo Reglamento sobre productos sanitarios de
diagnéstico in vitro: (RE) 2017/746. El objetivo de este RE es establecer un marco normativo sélido, trans-
parente, previsible y sostenible para los PSDIV que garantice un elevado nivel de seguridad y de protec-
cion de la salud, apoyando al mismo tiempo la innovacion. Ademas, busca establecer altos estandares de
calidad y seguridad para los PSDIV garantizando, entre otras cosas, que los datos generados en estudios
de rendimiento sean fiables y sélidos y que la seguridad de los sujetos que participan en los estudios de
rendimiento esté protegida (1).

El objetivo del presente procedimiento es proporcionar informacién util y practica que sirva de guia para
llevar a cabo investigaciones que busquen evaluar el rendimiento de los PSDIV en diferentes etapas del
desarrollo de los mismos. La intencién, sin embargo, no es realizar una guia pormenorizada de cémo
hacer una evaluacién de un PSDIV para presentar datos a un organismo internacional y obtener marcado
FDA (EE.UU.) o CE (Europa), ni obtener permisos de comercializacion, sino facilitar su evaluacion en un
contexto clinico alineado con el nuevo RE 2017/746. En este procedimiento, el documento cientifico se
estructura fundamentalmente en dos apartados. En el primero de ellos, tipos de evaluaciones, se des-
criben cuatro fases de evaluacion de un PSDIV, que abarcan la validez cientifica, el rendimiento analitico,
el rendimiento clinico y los efectos en el paciente o en el sistema. Se establecen los fundamentos tedricos
y los parametros posibles de evaluar en cada fase. En el segundo apartado, estudios de evaluacion de
PSDIV, se toman como ejemplo diferentes tipos de PSDIV, para que de un modo concreto se repasen los
posibles estudios de evaluacion del rendimiento que se pueden realizar sobre un test diagndstico. Los tres
documentos técnicos de este procedimiento recogen una sistematica que sirve de ejemplo para realizar
estudios de rendimiento analitico y clinico de un PSDIV, asi como la evaluacion de un sistema de determi-
nacién de sensibilidad antibiotica.

En procedimientos previos de la SEIMC ya se han abordado aspectos relacionados sobre la evaluacion
de PSDIV. En el Procedimiento numero 48, se aborda la validacién y verificacion analitica de los métodos
microbioldgicos (2), y en el Procedimiento numero 64, se trata la evaluacion econdémica de las pruebas
diagnosticas en Microbiologia Clinica. Este tipo de evaluacion esta enmarcado en la fase cuatro de eva-
luacion del presente procedimiento, sobre los efectos de los PSDIV en el paciente o en el sistema vy, por
este motivo, no profundizaremos en este aspecto en el presente documento (3).
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2 . CONCEPTOS BASICOS Y DOCUMENTOS DE INTERES

¢ Producto sanitario (PS): cualquier instrumento, dispositivo, equipo, programa informatico, material u otro
articulo, incluidos los programas informaticos, necesarios para su buen funcionamiento, destinado por el
fabricante a ser utilizado en seres humanos con fines de:

o Diagnostico, prevencion, control, tratamiento o alivio de una enfermedad.

o Diagnostico, control, tratamiento, alivio o compensacion de una lesion o de una deficiencia.

o Investigacion, sustitucién o modificacion de la anatomia o de un proceso fisiolégico.

o Regulacién de la concepcion.
Y que no ejerza la accion principal que se desee obtener en el interior o en la superficie del cuerpo humano
por medios farmacoldgicos, inmunologicos ni metabdlicos, pero a cuya funcidon puedan contribuir tales
mecanismos.

e Producto sanitario para diagnéstico in vitro (PSDIV): cualquier producto sanitario que se utiliza para
analizar muestras procedentes del cuerpo humano sin entrar en contacto con él con el fin de proporcionar
informacion:

o Proceso fisioldgico o patologico

o Deficiencias fisicas o mentales congénitas

o Predisposicion a una dolencia o enfermedad

o Determinar la seguridad y compatibilidad con posibles receptores

o Predecir la respuesta o reaccion al tratamiento

o Supervisar las medidas terapéuticas.
Los recipientes para muestras se consideraran también PSDIV.

e Evaluacion del rendimiento de un PSDIV: proceso mediante el cual se evaluan y analizan los datos de
funcionamiento de un PSDIV.
e Evaluacion del rendimiento analitico: estudios realizados para establecer o confirmar la capacidad
de un PSDIV para detectar o medir un analito en particular.
e Evaluacion del rendimiento clinico: estudios realizados para establecer o confirmar la capacidad
de un PSDIV para generar resultados que se correlacionen con una condicion fisica o estado fisioldgico
particular de acuerdo con la poblacién objeto y el usuario previsto.

e Reglamento (UE) 2017/746: Nuevo Reglamento Europeo del 5 de abril de 2017 sobre los productos sani-
tarios para diagndstico in vitro y por el que se derogan la Directiva 98/79/CE y la Decisién 2010/227/UE de
la Comision. Su funcion es establecer un marco normativo sélido, transparente, previsible y sostenible para
los PSDIV que garantice un elevado nivel de seguridad y de proteccion de la salud, apoyando al mismo
tiempo la innovacion. Para ello establece normas elevadas de calidad y seguridad sobre los PSDIV, para
garantizar, entre otras cosas, que los datos generados en estudios del funcionamiento clinico sean fiables
y sélidos y que se proteja la seguridad de los sujetos que participen en estos estudios (1).
o https://eur-lex.europa.eu/legal-content/ES/TXT/HTML/?uri=CELEX:32017R0746&from=es

« Requisitos éticos y validacion por el Comité de Etica. El Comité tiene como misién garantizar el respe-
to a la dignidad, integridad e identidad del ser humano en lo que se refiere a la investigacion con humanos,
con muestras bioldgicas o con datos de origen humano, asi como promover un comportamiento ético en la
investigacion. Sus funciones principales son:

1. Emitir informes sobre proyectos o trabajos de investigacion que impliquen a seres humanos, sus
muestras o sus datos personales atendiendo tanto a aspectos metodoldgicos, éticos como legales,
asi como velar durante su desarrollo por el cumplimiento de los diferentes aspectos éticos y las bue-
nas practicas de investigacion.

2. Evaluar la cualificacion del investigador principal y la del equipo investigador, asi como la factibili-
dad del proyecto.

3. Velar por el cumplimiento de procedimientos que permitan asegurar la trazabilidad de las muestras de
origen humano, sin perjuicio de lo dispuesto en la legislacion de proteccion de datos de caracter personal.

3 ]
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Todo proyecto de investigacion que implique a seres humanos, sus muestras o sus datos personales debe-
ra ser evaluado por un comité ético. Los documentos basicos a presentar al comité para la evaluacion de
un proyecto de investigacion, sin perjuicio de las peculiaridades del comité de cada centro de investigacion
biomédica, son:

1. Nombre del investigador principal, del promotor, de los investigadores colaboradores y titulo del
proyecto,

2. Curriculum vitae del investigador principal.

3. Memoria cientifica.

4. Memoria econdmica

5. Hoja de consentimiento informado del paciente.

e Documentos de interés relativos al Comité Etico:
e Declaracion de Helsinki de la AMM — Principios éticos para las investigaciones médicas en seres hu-
manos.
o https://lwww.wma.net/es/policies-post/declaracion-de-helsinki-de-la-amme-principios-eticos-para-las-
investigaciones-medicas-en-seres-humanos/
e International Ethical Guidelines for Health-related Research Involving Humans.
o ISBN: 978-92-9036088-9
e Ley 14/2007, de 3 Julio, de investigacion biomédica.
o https://www.boe.es/eli/es/I/2007/07/03/14
e Real Decreto 1716/2011, de 18 de noviembre, por el que se establecen los requisitos basicos de au-
torizacion y funcionamiento de los biobancos con fines de investigacion biomédica y del tratamiento de
las muestras biologicas de origen humano, y se regula el funcionamiento y organizacion del Registro
Nacional de Biobancos para investigacién biomédica.

e Normas ISO: estandares con reconocimiento internacional que tienen como objetivo establecer unos
niveles de homogeneidad en relacion con la gestidn, prestacion de servicios y desarrollo de productos en
la industria. En la elaboracién de este procedimiento se han empleado:

oSO 5725-2:2019 Accuracy (trueness and precision) of measurement methods and results.

oSO 20776-2:2021 Susceptibility testing of infectious agents and evaluation of performance of anti-

microbial susceptibility test devices.

olSO 15189

e Documentos CLSI: Clinical and Laboratory Standards Institute.
o EP05-A3: Evaluation of Precision of Quantitative Measurement Procedures.
o EP06-A: Evaluation of the Linearity of Quantitative Measurement Procedures.
o EPO7-A2: Interference Testing in Clinical Chemistry.
o EP09-A3: Measurement Procedure Comparison and Bias Estimation Using Patient Samples.
o EP17-A2: Evaluation of Detection Capability for Clinical Laboratory Measurement Procedures.
oM100: Performance Standards for Antimicrobial Susceptibility Testing.

eTechnical Guidance Series (TGS): documentacion elaborada por la Organizacion Mundial de la Salud
(OMS) con el objetivo de proporcionar informacion clara a los fabricantes de PSDIV que desean obtener
una precalificacion de su producto diagnostico.

o https://extranet.who.int/pqweb/vitro-diagnostics/technical-guidance-series.

eTechnical Specifications Series (TSS): documentacién elaborada por la OMS. Los

TSS establecen criterios de evaluacion del rendimiento para un tipo de PSDIV en concre-

to. Cada documento proporciona informacion sobre requisitos minimos que debe cum-

plir un fabricante para garantizar que el PSDIV es seguro y tiene un rendimiento o&ptimo.
o https://extranet.who.int/pgweb/vitro-diagnostics/technical-specifications-series.
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e The International Medical Device Regulators Forum (IMDRF). Anteriormente denominado Glo-
bal Harmonization Task Force (GHTF): es un grupo internacional de representantes de autoridades re-
gulatorias de dispositivos médicos y asociaciones comerciales que proporcionan documentos de guia
no vinculantes para las agencias reguladoras. Tiene como objetivo acelerar la armonizacion y conver-
gencia internacional de la regulacion de los productos sanitarios. El grupo cinco de trabajo de la GHTF
elaboré documentacion relacionada sobre la evaluacion del rendimiento analitico y clinico de PSDIV.

o  https://www.imdrf.org/documents/ghtf-final-documents/ghtf-study-group-5-clinical-safetyperformance.

e Guia STARD: The Standards for Reporting of Diagnostic accuracy studies. Iniciativa que pretende
mejorar la calidad de los articulos e informes de los estudios de rendimiento de los PSDIV. Compren-
de un listado de elementos que un articulo/informe debe incluir con el objetivo de permitir a los revi-
sores y lectores detectar posibles sesgos de un estudio y evaluar su generalizacién y aplicabilidad de
los resultados. También propone incluir un diagrama de flujo que esquematice el disefio del estu-
dio. De esta manera, visualmente se entiende el modo de reclutamiento de los pacientes, el orden de
realizacion de los test diagndsticos o el numero de pacientes sometidos al test en evaluacion (4).

e Good clinical laboratory practice (GCLP). Guias de Buenas Practicas de Laboratorio. Estas guias es-
tan disponibles en la web de la OMS.
o https://www.who.int/tdr/publications/documents/gclp-web.pdf.

e Cursos de formacion gratuitos sobre Buenas Practicas de Laboratorio.
o https://globalhealthtrainingcentre.tghn.org/good-clinical-laboratory-practice-course/

e Enlaces de internet para calculos de parametros de evaluacion de test diagnosticos:
o Calculo de valores de sensibilidad, especificidad, valores predictivos, precision, exactitud, etc.

[ https://onlineconfusionmatrix.com/
[ https://www.medcalc.org/calc/diagnostic_test.php
o Calculo del coeficiente kappa
[ https://idostatistics.com/cohen-kappa-free-calculator/#risultati
[ https://www.bioestadistica.uma.es/analisis/kappa/

[ https://www.graphpad.com/quickcalcs/kappa1/
o Calculo de likelihood ratio y probabilidad post-prueba
[ http://araw.mede.uic.edu/cgi-bin/testcalc.pl

3 . TIPOS DE EVALUACIONES

Para poder comercializar un PSDIV debe realizarse previamente la evaluacion de las caracteristicas del
funcionamiento y la seguridad en las condiciones normales del uso previsto del producto, tal y como se
recoge en el articulo 56 del RE 2017/246. La evaluacion del funcionamiento seguira un procedimiento
definido metodoldégicamente adecuado (plan de evaluacion del funcionamiento) que permita demostrar
(de conformidad con el articulo 56 y la parte A del anexo XllI del RE anterior) a) la validez cientifica, b) el
funcionamiento analitico (rendimiento analitico o validez técnica) y c) el funcionamiento o rendimiento
clinico. Los datos y conclusiones extraidos de esta evaluacién constituiran la evidencia clinica de ese pro-
ducto. Ademas, la evaluacion del funcionamiento y su documentacion se actualizaran durante todo el ciclo
de vida del producto con datos obtenidos del plan de seguimiento del funcionamiento post-comercializaciéon
establecido por el fabricante (1).

Hasta la publicacion del RE 2017/246 y de otras guias de armonizacion internacionales no existia un
consenso de cuales debian ser las fases de evaluacion de un test. Se han propuesto distintos esquemas
jerarquicos de evaluacion de pruebas in vitro, de manera similar al modelo de 4-5 fases que se emplea
para la evaluacion clinica de nuevos farmacos (5). En la figura 1 se resumen las fases de evaluacion de los
PSDIV y los parametros que se investigan en cada uno de ellos.
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Figura 1. Fases de evaluacién del rendimiento analitico y clinico de un PSDIV. Elaborado con yEd 3.21.

Pregunta que ‘
entes y parametros
debe responder Fuentes y parametro
Fase 4 ¢ Mejoré el paciente Mortalidad, Dias de estancia hospitalana
Impacto clinico ylecnndmlco. tras Ia realizacion del Afios de vida ajustados por calidad
test diagndstico? Impacto econdmico
Fase 3. ¢Cuél es el rendimiento Sensibilidad, Especificidad, Valores predictivos
Rendimiento clinico real del test cuando Odds ratio diagnéstica, Efectividad diagnéstica
se emplea en su uso previsto? Concordancia, Cociente de verosimilitud, Curvas ROC
Fase 2: 1 Cémo se comporta Sensibilidad y especificidad analiticas, Limites de deteccion y cuantificacion
Rendimiento analitico el fest en condiciones Veracidad (sesgo), Exactitud, Linearidad de los parametros, Valor de corte
ideales y controladas? Precision (Reproducibilidad y repetibilidad), Determinacidn de sensibilidad antibidtica
Fase 1: ¢ Es el analito capaz Prueba de concepto
Validez cientifica de diferenciar entre Revision literatura
dos grupos de pacientes? Consenso de expertos

Aunque en la mayoria de evaluaciones de un producto diagndstico presentadas en fases, los estudios de
validez cientifica (fase 1) preceden a los del resto de fases, no es infrecuente que los estudios de fase 2
se combinen con fase 1 o incluso los de fase 3. Del mismo modo, puede ocurrir que los tipos de estudio o
disefios empleados en una de las fases se utilicen en otras (por ejemplo, en un estudio de validez cientifica
se emplea un esquema de casos-controles, que también se puede emplear en el de rendimiento analitico
o en el de rendimiento clinico) o que las muestras/pacientes incluidos en un estudio de fase 1, se empleen
también en la fase 2 o fase 3 de desarrollo de ese PSDIV.

A continuacion, se describen los aspectos principales de cada una de las cuatro fases de la evaluacion y
desarrollo de un PSDIV, indicando en cada etapa qué preguntas deben responderse y los disefios de estu-
dio mas adecuados para responderlas. En gran parte, la informacion para elaborar este procedimiento se
ha obtenido de documentos del CLSI, normas ISO, documentos de la OMS, entre otros. En algunos aspec-
tos, no es posible abarcar la totalidad de los posibles modos de evaluacion de los test diagnodsticos, pues
existen documentos exclusivos para cada parametro del rendimiento diagnostico (por ejemplo, linealidad,
calculos de precision, capacidad de deteccion, etc.), que l6gicamente exceden el propdsito y el alcance del
presente procedimiento.

3.1.

Los estudios en esta fase tratan de demostrar la validez cientifica de un analito, es decir, la asociacién de
un analito (test diagndstico) con un estado clinico o fisiolégico. La pregunta que se trata de resolver en esta
fase de evaluacion es: “¢ es capaz el test diagnéstico de diferenciar entre dos grupos de pacientes?”.
Esta asociacion justifica el desarrollo y produccién de un test diagnostico, pues viene a demostrar que de-
sempefia su funcién de manera Optima y segura.

El RE 2017/246 establece que la validez cientifica se demostrara basandose en una de las fuentes siguien-
tes 0 en una combinacion de estas:

e Informacion pertinente sobre la validez cientifica de productos que midan el mismo analito o marcador
e Literatura cientifica (revisada por pares)
e Opiniones o posiciones de consenso de expertos procedentes de asociaciones profesionales pertinentes

e Resultados de estudios de prueba de concepto
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e Resultados de estudios del funcionamiento clinico

Por tanto, no es necesario comprobar la validez cientifica de un PSDIV si la asociacion del anali-
to con el estado clinico o fisiologico de interés ya estd demostrada previamente. Podemos tomar
como ejemplo la deteccion de galactomanano en muestras de lavado broncoalveolar como crite-
rio para diferenciar a los pacientes con probable aspergilosis invasiva. En la literatura hay informacion
pertinente sobre su validez, revisada por pares y su empleo se recomienda en guias clinicas de trat-
amiento y diagnodstico. De este modo, si un fabricante tiene una propuesta de un nuevo test diag-
nostico para la deteccion de galactomanano, debera justificar mediante una revision sistemati-
ca los datos disponibles y su finalidad prevista. No sera necesario demostrar nuevamente su utilidad.

Si, por el contrario, esta asociacion no esta demostrada, o se quiere emplear el analito/test diagnostico
para otro uso diferente, si que sera necesario demostrarla. El tipo de estudio que se puede aplicar en
esta fase es el estudio de casos-controles, en el que se elige un grupo de personas con un estado clini-
co o fisiologico de interés (casos) y se compara con un grupo que no lo tenga (controles). Los controles
pueden ser sujetos sanos, tomados de la poblacidon general, o pueden ser personas con un diagnoéstico
alternativo que produce sintomas y signos similares a los del estado clinico o fisiolégico de interés. Este
tipo de evaluacion se puede realizar también partiendo de muestras almacenadas en los laboratorios (por
ejemplo, muestras de sangre, suero u orinas) y accediendo a las historias clinicas de los pacientes para
establecer los grupos de estudio. En el caso de que el test diagnodstico ofrezca resultados continuos (por
ejemplo, procalcitonina, numero de neutrofilos totales, etc.), la validez se comprueba si el valor medio de los
resultados del test es diferente entre los casos con el estado clinico o fisiolégico de interés, respecto a los
que no lo tienen. En cambio, si el test diagnostico es categorico (por ejemplo, antigeno de SARS-CoV-2),
la validez se comprueba si el porcentaje de positivos o negativos es diferente entre ambos grupos (6).

En la figura 2 se muestran dos posibles disefios de estudio de casos-controles para una evaluacion de
un test diagndstico en su etapa inicial. En ambos se parte de dos grupos de estudio diferenciados. En la
parte izquierda se emplea como grupo control sujetos sanos, y en la parte derecha se emplea un gru-
po de sujetos con un diagnéstico alternativo, que produce clinica similar al grupo definido como casos.

Figura 2. Ejemplo esquema de estudio de casos-controles para un estudio de validez cientifica de un PS-
DIV. Elaborado con yEd 3.21.

Sospecha Sospecha Diagndstico
- Sanos L .
clinica clinica alternativo

Controles con

Controles diagnéstico

alternativo

Resultado Resultado Resultado Resultado

sanos

Se debe tener presente que, en esta fase de evaluacion, se busca responder a la pregunta de si un anali-
to o un test diagndstico en cuestion es capaz de diferenciar entre dos grupos de pacientes. Por ello, es
frecuente que la seleccidon de los pacientes o muestras esté sujeta a importantes sesgos. Puede ocurrir
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que solo se hayan incluido pacientes muy graves como casos, o sujetos sanos como controles, lo que no
representa a la realidad y produce resultados satisfactorios para el test diagndstico. Aun con esta impor-
tante limitacion, este tipo de estudios son fundamentales en el proceso de desarrollo de los PSDIV. Una
falta de asociacién entre el analito con el estado clinico o fisiolégico de interés en esta fase de evalu-
acioén, con mucha probabilidad va a significar que no va a ser util si se emplea en la practica clinica.

Un ejemplo de estudio para demostrar la validez cientifica de un analito es el siguiente trabajo en el
que se relacionan niveles de biomarcadores con la presencia de infeccion periprotésica. En el estudio
se incluyeron 31 pacientes con infeccion periprotésica aguda, 51 con infeccion cronica y 139 con aflo-
jamiento aséptico como grupo de control. El objetivo del estudio es demostrar que hay diferencias sig-
nificativas entre los niveles de biomarcadores en los casos de infeccidn respecto a los controles. Los
autores encuentran que hay valores significativamente diferentes de los biomarcadores globulina, rel-
acion albumina/globulina y fibrinégeno en los casos de infeccién. También comprueban la utilidad de
los marcadores al obtener una elevada area bajo la curva mediante curvas ROC. De esta manera com-
prueban que los tres son biomarcadores prometedores en el diagndstico de la infeccion protésica (7).

En otro ejemplo, esta vez sobre infeccion del sistema nervioso central, se busca relacionar los niveles de
proteina de union a la vitamina D en muestras de liquido cefalorraquideo, con la presencia de infeccion. En
el estudio se incluyeron 90 casos con infeccion y 212 sin infeccion. Se comprueba que la concentracion de
proteina de unioén a la vitamina D aumenta significativamente en el grupo de infeccion. Ademas, también se

obtiene un buen valor predictivo mediante analisis de curvas ROC (8).

3.2. FASE 2: RENDIMIENTO ANALITICO

Una vez que se ha demostrado que un test es capaz de distinguir a los pacientes con una determinada
condicion de los que no la tienen, es necesario verificar que no se trata de resultados aislados. Los estudios
de rendimiento analitico o funcionamiento analitico (como se denomina en el RE 2017/246) tienen como ob-
jetivo evaluar la capacidad de un PSDIV para detectar/medir un determinado analito, es decir, estiman las
propiedades intrinsecas del PSDIV. Este tipo de estudios tienen que ser capaces de responder a la pregunta
“é.como se comporta este test diagnéstico en condiciones ideales y controladas?”.

Los PSDIV deben disefarse y fabricarse de manera que las caracteristicas de funcionamiento respalden
el uso previsto, basandose en métodos cientificos y técnicos adecuados. Concretamente, el disefio debera
abordar la sensibilidad y la especificidad analiticas, la veracidad (sesgo), la exactitud (resultante de la ve-
racidad y la precision), la precision (repetibilidad y reproducibilidad), el control de las interferencias (endo-
genas y exogenas) relevantes conocidas, los limites de deteccion y cuantificacion, el rango de medida,
linealidad, valor de corte asi como el tipo y manipulacion adecuada de las muestras (1). La evaluacion de las
caracteristicas de rendimiento analitico (y también clinico) debe realizarse de acuerdo a una serie de nor-
mas o recomendaciones internacionales. Ejemplo de ello son los documentos del CLSI EP05-A3 y EP09-A3
en los que se detallan las recomendaciones para la evaluacion de la precision y estimacion del sesgo de
los procedimientos de medicidn cuantitativa. Estas caracteristicas de funcionamiento deberan mantenerse
durante la vida util del PSDIV tal y como indique el fabricante. Ademas, siempre que sea posible, los valores
expresados numéricamente deberian estar en unidades comunmente aceptadas y estandarizadas, y enten-
didas por los usuarios del dispositivo.

A continuacion, se detallan los parametros analiticos que debe incluir la evaluacidn analitica y se aborda en
un apartado independiente por su particularidad, la evaluacion de un sistema de determinacién de sensibi-
lidad antibidtica.

3.2.1. Tipos de muestras que se pueden incluir en una evaluacién de rendimiento analitico

El tipo y numero de muestras necesarias para este tipo de estudios va a depender de las caracteristicas del
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PSDIV, de su intencién de uso y de la caracteristica analitica que se quiera evaluar (por ejemplo, reproduc-
ibilidad, especificidad o rango lineal, etc.). De manera general existen tres tipos de muestras que pueden
emplearse en la evaluacién de un test diagnéstico:

e Muestras clinicas bien caracterizadas y anonimizadas.

e Muestras artificiales (spiked samples) en las que se afade el analito que se desea medir a una matriz
idéntica a la de las muestras problema.

e Paneles de muestras de referencia.

Las muestras incluidas deben representar todos los posibles estados clinicos del paciente y todo el rango
de medida del analito, siendo especialmente importante la inclusion de muestras que permitan demostrar
el rendimiento del test en sus limites. Es recomendable que las muestras empleadas en la evaluacion sean
de la misma matriz que se pretende utilizar con la prueba (por ejemplo, suero, plasma o sangre total) y que
representen a distintos grupos demograficos.

En la practica, las muestras de baja reactividad (cercanas al valor de corte), de gran valor para comprobar
los limites de rendimiento, pueden ser dificiles de obtener o escasas. En estos casos, es interesante la
inclusion de muestras artificiales (por ejemplo, muestras negativas, en la matriz correspondiente, en las
que se afade exdgenamente una pequefa cantidad del analito de interés para obtener una muestra de baja
reactividad, o diluciones de una muestra de alta concentracion) en los estudios de rendimiento analitico,
siempre que el enfoque tenga una amplia justificacion cientifica.

Como ejemplo practico, si quisiéramos evaluar el rendimiento analitico de un test para el diagndstico rapido
de malaria basado en la deteccion de antigenos de Plasmodium spp. en sangre, deberiamos poder dem-
ostrar la equivalencia entre distintos tipos de muestra (sangre, suero, plasma) y de anticoagulante emplea-
do. Para ello deberiamos probar el test en al menos 25 muestras positivas para Plasmodium spp. y en 25
muestras negativas para cada tipo de muestra y anticoagulante. La equivalencia deberia determinarse para
cada especie de Plasmodium. Si no existiera equivalencia entre los tipos de muestra, deberia caracterizarse
el impacto que pudiera tener en el rendimiento de la prueba, por ejemplo, calculando la sensibilidad analiti-
ca en suero/plasma y en sangre total. Esto puede lograrse comparando series de diluciones de muestras
positivas emparejadas de pacientes (sangre total frente a suero/plasma extraidas del mismo paciente a la
vez) o determinandolo como parte de un estudio de rendimiento clinico (9).

3.2.2. Sensibilidad y especificidad analiticas

La sensibilidad analitica se refiere a la minima cantidad o concentracién de sustancia que es capaz de
detectar el test diagnostico. Se establece determinando la minima concentracion para la cual la probabilidad
de deteccién es = 95%. El término coincide con el limite de deteccion (LOD). Un LOD bajo, indica una
mayor sensibilidad analitica. Para el calculo de este valor se emplean estandares de referencia. Si no exis-
ten estandares de referencia para el analito de medida, el LOD se calcula a partir de diluciones seriadas de
muestras que han resultado positivas por un método de referencia. En el caso de que el PSDIV se pueda
emplear en diferentes tipos de muestras, el LOD se tiene que calcular para cada uno de los tipos (por ejem-
plo, deteccién de ARN del VHC en plasma con EDTA o en sangre completa). En el caso de los test diag-
nosticos cuantitativos (por ejemplo, carga viral de VHB) se establece también el limite de cuantificacion.
Son las concentraciones inferiores y superiores en las que la precision y la veracidad estan dentro de los
criterios especificados. Para su calculo se emplea material biolégico de referencia. EI documento del CLSI
EP17-A2 proporciona informacion detallada para llevar a cabo una evaluacién de la capacidad de deteccién
de un procedimiento analitico.

Como ejemplo practico, vamos a calcular el LOD de una técnica de PCR para un microorganismo cualqui-
era del que no se dispone de un estandar de referencia. Se debe partir de una muestra con una cantidad
conocida del analito de medida. En este caso la sensibilidad analitica se expresa en niumero de copias por
reaccion (Tabla 1).
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e Paso 1: Primero se establece un LOD provisional. Se realizan diluciones seriadas 1:10 a partir de una
cantidad de 1000 copias por reaccion (muy probablemente por encima del LOD), hasta 1 copia por reaccién
(probablemente por debajo del LOD). Se realizan entre 3 - 5 réplicas.

o En este punto ya sabemos que el LOD se encuentra al menos entre 10 (tasa de deteccion, 33%) y
100 copias por reaccion (tasa de deteccion, 100%. Este sera el LOD provisional).

e Paso 2: Se realizan diluciones seriadas 1:2 a partir de 100 (LOD provisional) copias por reaccién hasta
1,563 copias por reaccion. Se realizan al menos 20 réplicas de cada dilucion para obtener una estimacion
mas precisa del LOD. Para obtener una positividad = 95%, se debe detectar el microorganismo en al menos
19/20 réplicas de cada dilucion.

o En este ejemplo, el LOD es 12,5 copias por reaccion. Pues se obtiene una tasa de deteccion = 95%.

Tabla 1. Ejemplo de calculo del limite de deteccién (LOD)

Paso 1: LOD provisional

Microorganismo,
copias por reaccion

Tasa de deteccion

Microorganismo,

1000 3/3

100 3 /3 (LOD provisional)
10 13
1 0/3

Paso 2: LOD definitivo

Tasa de deteccion

copias por reaccion

100 20/20
50 20/20
25 20/20
12,5 20/20
6,25 7120
3,125 1/20
1,563 0/20

La especificidad analitica se refiere a la capacidad de un test diagndstico para detectar solo el analito
para el que fue disefiado en presencia de otras sustancias/agentes en la muestra. Para esto, se llevan a
cabo estudios de interferencia. En ellos se busca determinar los posibles resultados falsos (negativos y
positivos) que puede producir el test diagndstico por la presencia de sustancias o condiciones que inter-
fieran en la medicion de las muestras. Estas sustancias interferentes pueden ser endogenas, presentes
en una muestra en condiciones fisioldgicas, o patoldgicas (por ejemplo, hemoglobina, lipidos, factor reu-
matoide, etc.); o exdgenas, que se refieren a sustancias ajenas al organismo (por ejemplo, farmacos y sus
metabolitos, etanol, cafeina, etc.). En los estudios de interferencia se incluyen al menos cinco muestras
de cinco sujetos diferentes con la posible sustancia interferente. La prueba de interferencia se realiza en
muestras positivas y negativas para el analito objetivo del test diagndstico, sin y con adicion de la sustan-
cia interferente en cantidades fisiolégicamente relevantes. El objetivo es determinar cualquier variaciéon
del resultado en las muestras con la posible sustancia interferente, respecto a las que no lo tienen. En la
tabla 2 se muestra un ejemplo de estudio de interferencia de sustancias enddgenas.
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Tabla 2. Ejemplo de estudio de interferencia de sustancias endégenas

Resultado PSDIV en evaluacion

Muestras Muestra sin Muestra con Muestra con Muestra con

interferente interferente 1 interferente 2 interferente 3
(xx g/mL) (x/’mmol)

n° 1 (valor) (valor) (valor) (valor)

n°2 (valor) (valor) (valor) (valor)

n°3 (valor) (valor) (valor) (valor)

n° 4 (valor) (valor) (valor) (valor)

n°5 (valor) (valor) (valor) (valor)

Notas al procedimiento:

Los estudios de interferencia deben realizarse con muestras con y sin el analito de interés. En las
muestras con el analito de interés, su concentracion tiene que ser cercana al limite de deteccion.
Cuando se evalian sustancias enddgenas, se emplean cantidades mas altas de las que se
encuentran en sujetos sanos o condiciones normales. Si no se obtienen muestras con niveles
apropiados de una sustancia enddgena interferente, se pueden afiadir de manera exdgena.
Cuando se evallan sustancias exdgenas, se debe emplear una cantidad al menos tres veces
superior al nivel maximo en plasma.

Modificado de: Technical Guidance Series for WHO Prequalification — Diagnostic Assessment:
Principles of performance studies (10)

Se realizan también estudios de reactividad cruzada. Estos consisten en comprobar que no se produzca
reactividad cruzada con otros agentes infecciosos presentes en la muestra, tanto viricos, como bacterianos,
parasitarios o fungicos. Generalmente se comprueba la posible reactividad cruzada con microorganismos
que produzcan sintomatologia similar o que formen parte de la microbiota presente en la muestra. En oca-
siones también se comprueba la reactividad debido a las vacunaciones recientes. Se deben incluir entre tres
y cinco muestras con cada uno de los posibles agentes interferentes, y realizar la medicion por triplicado. En
la tabla 3 se muestra un ejemplo de evaluacién de reactividad cruzada para una RT-PCR de SARS-CoV-2.

Tabla 3. Ejemplo de estudio de reactividad cruzada en una RT-PCR de SARS-CoV-2

Virus N° muestras ‘ PSDIV evaluado Test de referencia
testadas
Coronavirus humano 229 5 (valor) (valor)
Coronavirus humano 0C43 4 (valor) (valor)
Coronavirus humano HKU1 4 (valor) (valor)
Coronavirus humano NL63 3 (valor) (valor)
SARS-CoV-1 5 (valor) (valor)
MERS-CoV 4 (valor) (valor)

Notas al procedimiento:

Se deben emplear muestras con una concentracion elevada de microorganismos. Si no hay muestras
clinicas con el patdgeno de interés, se pueden preparar de manera artificial. La cantidad para un virus
debe ser como minimo de 105 UFP/mL, y de 10 UFC/mL para bacterias.

Es necesario analizar diferentes tipos de sustancias interferentes en funcion del tipo de test diagndstico.
Como ejemplo, en la tabla 4 se recogen las sustancias enddégenas, exdégenas y los agentes de reactividad
cruzada que se deben incluir en un estudio de interferencia de una prueba rapida para el diagnostico de VIH
0 en una prueba de cuantificacion de carga viral de VHB. Si se demuestra que hay interferentes o reacciones
cruzadas para las que se observa una variacion de resultado, se debe hacer constancia en la evaluacién del
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PSDIV como una limitacién del rendimiento y, ademas, el fabricante lo tiene que incluir en las instrucciones
de uso. Por ultimo, los resultados de cada interferente estudiado se comunicaran por separado y no como
un agregado del numero total de muestras analizadas en el estudio de interferencia. Se puede consultar el

documento del CLSI EP07-A2 para informacion detallada sobre los estudios de interferencia.

Tabla 4. Estudios de interferencia y reactividad cruzada

Sustancias endégenas

Sustancias exégenas

Reactividad cruzada

Prueba | Receptores de mdltiples | Antimicrobianos: Virus: Hepatitis (A, B, C),
rapida transfusiones. antimalaricos, antirretrovirales | citomegalovirus, Epstein—Barr, varicela-
VIH Embarazadas. o antituberculosos. zoster, fiebre amarilla, influenza Ay B,
Hemoglobina, lipidos, Farmacos comunes: encefalitis por garrapatas, HTLV I y Il
bilirrubina. paracetamol o aspirina. Bacterias/parasitos: Plasmodium spp.,
Inmunoglobulinas Leishmania spp., Trypanosoma brucei,
elevadas. Etanol, cafeina Mycobacterium tuberculosis.
Receptor de vacuna de la gripe.
Seropositividad VIH inducida por
vacunas.
Carga Hemoglobina, lipidos, Antimicrobianos: antivirales Virus: VIH 1y 2; Hepatitis (A, C, D), BK,
viral bilirrubina, albumina. frente a VHB, antirretrovirales, | citomegalovirus, Epstein—Barr, varicela-
DNA Inmunoglobulinas antimalaricos, antituberculosos | zoster, herpes simplex 1y 2, HTLV I y I,
VHB elevadas. parvovirus B19.
Enzimas hepaticas Farmacos cominmente Bacterias/parasitos/hongos:
elevadas: ALT, AST, usados en la region de uso del | Plasmodium spp., Leishmania spp.,
GGT. test diagndstico. Trypanosoma cruzi, Trypanosoma brucei,
Cirrosis alcohdlica. Staphylococcus aureus, Staphylococcus
Enfermedades Bioldgicos que aumentan epidermidis, Propionibacterium acnes,
autoinmunes: factor acidos nucleicos circulantes. Neisseria gonorrhoeae, Candida albicans.
reumatoide, lupus
eritematoso sistémico.

Modificado de: WHO Technical Specification Series (11, 12)

3.2.3. Veracidad (sesgo)

La veracidad es la concordancia entre la media de un gran numero (infinito) de resultados, obtenidos
mediante un método de prueba o test en evaluacion, con el valor de referencia verdadero o aceptado
como correcto. La medida de la veracidad de una medicién se ve afectada por el error sistematico y se
aplica, tanto en ensayos cuali como cuantitativos, cuando se dispone de un estandar o método de refe-
rencia (MR) (Figura 3). Puesto que no es posible realizar un numero infinito de mediciones, de manera
practica, la evaluacion de la veracidad se expresa cuantitativamente en términos de sesgo/desviacion.

El sesgo puede deberse al propio método, al/los laboratorios donde se realice el test o a defectos en el
disefo del estudio que conduzcan a conclusiones que no reflejan adecuadamente la verdad sobre el ren-
dimiento de un PSDIV. Los sesgos mas frecuentes que pueden producirse en la evaluacion de un test son:

a) Sesgo de composicion del espectro: se produce cuando se emplean muestras que no son represen-
tativas de la poblaciéon diana o del uso previsto del test. Este tipo de sesgo puede reducirse empleando
muestras con concentraciones de analito que representen todos los estadios de una enfermedad/condi-
cién y con una adecuada diversidad demografica asi como incluyendo muestras que contengan sustan-
cias que puedan interferir potencialmente.

b) Sesgo de muestreo: ocurre cuando se analizan muy pocas muestras.

c) Sesgo de seleccion: se produce cuando se evita introducir muestras que puedan ser problematicas
(por ejemplo, muestras con titulo bajo del analito)

d) Sesgo de analisis: tiene lugar cuando el método de caracterizacion es insuficiente/deficiente al no
permitir determinar el verdadero estado de un analito en una muestra incluida en un panel de prueba.
Este sesgo puede minimizarse empleando estandares de referencia adecuados o un algoritmo de pruebas
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validado para todas las muestras de un estudio. El fabricante tiene la obligacion de garantizar que el estan-
dar de referencia elegido esté validado y que la validacion se lleve a cabo en un laboratorio competente;
por ejemplo, uno que trabaje de acuerdo con la norma ISO 15189 o equivalente.

e) Sesgo de revision, de observador o de informacion: ocurre cuando el profesional encargado de realizar
el test/prueba conoce el resultado de una prueba anterior o el estado clinico del paciente del que proviene.
Como ejemplo podemos tomar una inmunocromatografia para detectar la presencia de un antigeno de
la capside de un virus. Si el operador/técnico sabe que la muestra es positiva o proviene de un paciente
infectado, puede tender a interpretarla como positiva, aun si el resultado es un positivo débil. Este tipo de
sesgo puede minimizarse asignando coédigos a las muestras y aleatorizando el orden en que se testan.
Es importante garantizar que los técnicos que realicen las pruebas registren los resultados con el mayor
detalle posible. Por ejemplo, para una prueba rapida cualitativa (que proporciona resultados de: "positivo",
"negativo" o "indeterminado"), deben registrarse al menos resultados semicualitativos (por ejemplo, la in-
tensidad de las bandas calificadas como -, +, ++, +++, ++++). Los resultados registrados de este modo son
importantes para la validez del estudio, ya que permiten comprender mejor los cambios en el rendimiento
del PSDIV (por ejemplo, la degradacion de la sefal a lo largo del tiempo).

De manera practica, el sesgo se calcula comparando la media de los resultados (X) del método candidato/
en evaluacion con un valor de referencia adecuado (Xref) mediante uno de los siguientes enfoques: a)
analisis de muestras de referencia, b) experimentales y de recuperacion utilizando muestras adicionadas
y ¢) comparacion mediante resultados obtenidos por otro método. Ademas, los estudios para evaluar el
sesgo tienen que cubrir el alcance del método y pueden precisar el analisis de distintos tipos de muestra
y/o diferentes niveles de analito. El sesgo puede expresarse en términos absolutos (b=X-Xref), en térmi-
nos relativos en porcentaje (b(%)=X-Xref/Xref x100) o como recuperacion relativa (recuperacién aparente)
R (%)=X/Xref x100. Si no existe un material de referencia adecuado, pueden emplearse estudios de
recuperacion, que son aquellos en los que se adiciona una cantidad conocida de analito a una determi-
nada matriz para poder dar una indicacion de sesgo probable. En ocasiones los fabricantes de un determi-
nado PSDIV pueden tener interés en demostrar que el test/método en evaluacion proporciona resultados
equivalentes a los de un método existente. En este caso el objetivo es establecer que no hay un sesgo
significativo en relacion con los resultados generados por el método existente (aunque este pudiera estar
por si mismo sesgado). Para ello pueden emplearse muestras de referencia o muestras de ensayo tipicas
ya que el método alternativo proporcionara el valor de referencia, lo que permite poner a prueba el método
en muestras ‘reales’ que sean representativas de las que el laboratorio encontrara de manera rutinaria.

Un ejemplo de calculo del sesgo se presenta en el apartado 4.3 de este procedimiento, en los estudios de
evaluacion de sistemas de determinacion de sensibilidad antibiética.

Figura 3. Relacion entre los errores que se producen durante una medicion y los parametros analiticos
veracidad, precision y exactitud. Elaborado con yEd 3.21.

Error sistematico VERACIDAD SESGO
A J
Error total @ INCERTIDUMBRE
A

Medidas de dispersiéon
Error aleatorio en condiciones
especificadas
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3.2.4. Precision (reproducibilidad y repetibilidad)

La precision de un test diagndstico hace referencia a la concordancia entre los resultados obtenidos al
aplicar el mismo test repetidas veces y en las mismas condiciones establecidas. La variabilidad en los
resultados de una medicion puede deberse al operador, al equipo y la calibracion empleada, al entorno en
que se encuentra el PSDIV (temperatura, humedad, contaminacion, etc.), o al tiempo transcurrido entre
determinaciones, entre otros. Por este motivo la precision abarca dos conceptos:

a) Repetibilidad: hace referencia a la variacién que se observa en una medicién sobre una misma mues-
tra, cuando el mismo operador emplea el test diagndstico repetidamente, en las mismas condiciones y
mismo lugar.

b) Reproducibilidad: se refiere a la variacion que se observa cuando diferentes operadores emplean el
mismo test diagndstico en el mismo o diferente lugar.

Generalmente la variabilidad entre las mediciones realizadas por diferentes operadores y/o con equipos
diferentes suele ser mayor que la variabilidad entre las mediciones realizadas en un corto intervalo de
tiempo por un mismo operador con el mismo equipo.

La precision depende de los errores aleatorios (inherentes a todo proceso de medicion) del test diagnos-
tico y se evalua valorando la dispersion entre varias mediciones realizadas sobre las mismas muestras
(Figura 3). De manera practica se evalua mediante el coeficiente de variaciéon (CV), que es el cociente
entre la desviacion de las mediciones y el valor medio de éstas expresado en porcentaje. La precision
depende generalmente de la concentracién de analito por lo que debe determinarse en una serie de con-
centraciones del intervalo de interés. La evaluacion de la precision se lleva a cabo realizando mediciones
repetidas en muestras representativas (en términos de matriz y concentracion del analito, homogeneidad
y estabilidad) pero no necesitan el empleo de muestras de referencia. El numero minimo especificado
de repeticiones suele estar comprendido entre 6-15 para cada muestra empleada. Las réplicas también
tienen que ser independientes, incluso los pasos de preparacion de las muestras deben repetirse. Los en-
sayos de reproducibilidad deben incluir las estimaciones de variabilidad entre dias, series, lugares, lotes,
operadores e instrumentos (precision intermedia). Para los test con resultados cualitativos o dicotdmicos,
la precisidon se puede expresar como la concordancia interobservador o entre observadores y puede
estimarse empleando el coeficiente kappa de Cohen (apartado 3.3.2.).

El numero y tipo de muestras, laboratorios y condiciones para realizar la evaluacion de la precision de
un método de medida se especifican en la norma ISO 5725-2. Las tablas 5 y 6 son dos propuestas de
presentacién de los resultados de un ensayo de precision expresada como repetibilidad (tabla 5) y repro-
ducibilidad (tabla 6).

Tabla 5. Ejemplo de tabla de recogida de datos de un ensayo de precision (repetibilidad)

Panel QC N° de Coeficiente
réplicas de variacion
del test

Control Negativo (valor) (valor) (valor) (valor)
QC-1 (Positivo titulo bajo) (valor) (valor) (valor) (valor)
QC-2 (Positivo titulo (valor) (valor) (valor) (valor)
intermedio)

QC-3 (Positivo titulo alto) (valor) (valor) (valor) (valor)
Modificado de: Technical Guidance Series for WHO Prequalification — Diagnostic Assessment:
Principles of performance studies (10)
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Tabla 6. Ejemplo de tabla de recogida de datos de un ensayo de precision (reproducibilidad) empleando
el control de calidad positivo bajo (QC-1) de un panel de referencia.

Resultados para el N° de Coeficiente de
QC-1 (positivo bajo) réplicas del : variacion intra-
test condicién (%CV)

Reproducibilidad global (valor) (valor) (valor) (valor)
Inter-dia (valor) (valor) (valor) (valor)
Inter-operador (valor) (valor) (valor) (valor)
Inter-lote (valor) (valor) (valor) (valor)
Inter-equipos (valor) (valor) (valor) (valor)
Modificado de: Technical Guidance Series for WHO Prequalification — Diagnostic Assessment:
Principles of performance studies (10)

Un ejemplo de estimacion de la precision se presenta en el estudio multicéntrico de evaluacion del rendi-
miento analitico del ensayo Alinity m VHC (Abbot) para la deteccion y cuantificacion de ARN de VHC. En
este estudio se emplearon 406 muestras de suero y 1401 de plasma de pacientes con hepatitis crénica
por VHC procedentes de 9 centros sanitarios distintos. La precisidon se establecio en cuatro sitios de estu-
dio utilizando un panel no comercial, compuesto por diferentes concentraciones (comprendidas 1,00-2,00
log10 Ul/ mL) de ARN del VHC (para cada genotipo de ARN del VHC 1a, 1b y 3a) y generado por dilucién
de las muestras clinicas positivas en plasma humano normal. La reproducibilidad se caracterizdé por un
coeficiente de variacién del 4,3% para el control positivo bajo y del 1,7% para el control positivo alto en
los tres lotes de controles del VHC utilizados durante el estudio (Tabla 7) (13).

Tabla 7. Ejemplo de estimacion de la precision en el estudio multicéntrico de evaluacion del rendimiento
analitico del ensayo Alinity-m VHC.

Genotipo/ ARN VHC N° de Media del
control diana (Log1o réplicas ARN VHC
Ul/ml) medido
(Log1o Ul/ml)
Precision GT 1a-1 2,00 58 2,05 0,17 8,1
GT 1a-2 1,40 54 1,38 0,16 11,9
GT 1b-1 2,00 56 2,23 0,15 6,6
GT 1b-2 1,40 59 1,54 0,21 13,5
GT 3a-1 2,00 56 2,24 0,17 7,5
GT 3a-2 1,40 56 1,65 0,16 9,8
Reproduci- CPB 2,71-2,81 215 2,70 0,12 4,3
bilidad CPA 6,02-6,23 215 6,06 0,11 1,7
SD: desviacion estandar; CV: coeficiente de variacion; GT: genotipo, CPB: control positivo bajo; CPA: control
positivo alto
*CPB y CPA, el rango refleja las distintas concentraciones dianas de los lotes de control empleados durante el
estudio.
Modificado de: Chevaliez y cols (2020) (13).

3.2.5. Exactitud (resultante de la veracidad y la precision)
La exactitud es una medida de la proximidad de un unico resultado con un valor de referencia o aceptado

como correcto. Ademas, este parametro esta relacionado con la incertidumbre de una medicidn ya que la
desviacion respecto al valor de referencia se debe a la suma del error aleatorio y sistematico. Por lo tanto,
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esta medida tiene componentes tanto de la veracidad como de la precision del test empleado (figura 3).

Los experimentos de exactitud deben realizarse en distintos laboratorios coordinados por un panel de
expertos establecido especificamente para este propodsito. Para medir esta caracteristica del test es nece-
sario disponer de a) un estandar de referencia, b) muestras artificiales (matriz a la que se le adiciona una
cantidad conocida del analito a medir), o c) un método reconocido como exacto y empleado como método
de referencia frente al que comprobar si existen diferencias estadisticamente significativas.

Para este tipo de evaluaciones se recomienda el empleo de, al menos, cinco muestras distintas que seran
enviadas desde un laboratorio central (que coordine el envio a todos los laboratorios implicados en la
evaluacion/ validacién) que garantice que las muestras que se envian a todos los laboratorios son idénti-
cas y que permanezcan invariables durante el transporte y los diferentes intervalos de tiempo que pueden
transcurrir antes de la utilizacion del PSDIV durante la evaluaciéon. Desde un punto de vista estadistico,
para estimar la exactitud de un método de medicién se asume que cada resultado del test para una deter-
minada muestra es la suma de tres componentes:

Y = m+B+e

* m es la media general (expectativa)
* B es el componente de sesgo del laboratorio en condiciones de repetibilidad
* e es el error aleatorio que se produce en cada medicidon en condiciones de repetibilidad

Para una informacién pormenorizada de los ensayos para evaluar la exactitud de una técnica diagndstica
recomendamos la consulta del documento ISO-5725.

3.2.6. Rango de medida

El rango de medida o intervalo de trabajo representa el rango de concentraciones de analito que
puede ser detectado directamente por el test diagndstico de manera fiable, sin necesidad de dilucion o
concentracion previa. El extremo inferior del rango de medida viene definido por el limite de cuantificacion
(LOQ) y el superior por el valor/valores a partir de los cuales se observan anomalias significativas en la
sensibilidad analitica. Dentro del intervalo de trabajo puede existir un intervalo de respuesta lineal, en el
que el valor del test tiene una relacion lineal con la concentracion de analito (apartado 3.2.7.).

Para calcular el intervalo de trabajo de una prueba cuantitativa son necesarias muestras con concentra-
ciones conocidas (que cubran todo el rango de interés) y blancos de muestra. Se recomienda incluir patro-
nes de calibracidn cuyas concentraciones sean = 10-20% del rango esperado y cuyas concentraciones se
distribuyan uniformemente a lo largo de este rango. Los valores del analito medido por el test diagndstico
(por ejemplo, niveles de IgG frente a CMV) se representan graficamente (eje Y) frente a los valores de
concentraciones conocidas de las muestras (eje X) (curva de calibracion). La evaluacién del intervalo de
trabajo se realizara visualmente, mediante estadistica de regresion lineal y el grafico de residuales del
modelo elegido.

El rango de medida debe calcularse para cada tipo de muestra ya que las interferencias producidas por
componentes de la muestra pueden dar lugar a la obtencion de respuestas no lineales. Ademas, el test
diagnostico puede tener distinta capacidad de deteccién del analito problema en funcion de la matriz de
muestra. Un ejemplo de la importancia del tipo de muestra lo tenemos en el trabajo de Hildenbrand y cols.
en el que evaluan la utilidad clinica de la prueba AmpliPrep/COBAS® de Roche TagMan® CMYV para la
cuantificacién de carga viral de CMV en muestras no plasmaticas (BAL, LCR y orina). Para determinar el
rango de medicion en cada una de las tres matrices no plasmaticas se introdujeron artificialmente con-
centraciones conocidas (2,48-5,48 log10) de CMV en un panel de muestras clinicas de BAL, LCR u orina
negativa para CMV. La carga viral de CMV se determind por triplicado para cada muestra, en dos o tres
determinaciones independientes. Al comparar la carga viral esperada con la observada (COBAS®) encon-
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traron diferencias inferiores a 0,5 log para todos los niveles de carga viral y biomatrices, y obtuvieron un
coeficiente de correlacion cercano a uno, indicando un ajuste muy bueno en ese intervalo de trabajo (14).

3.2.7. Linealidad de los parametros

La linealidad o intervalo lineal de una prueba es el rango de valores pertenecientes al intervalo de tra-
bajo, en los que el resultado/valor de la prueba tiene una relacion lineal (directamente proporcional) con
la concentracion de analito. En el documento EP06 del CLSI se especifican las recomendaciones para
disefar, analizar e interpretar los estudios de linealidad de los procedimientos de medicién cuantitativa.
Es de utilidad tanto para fabricantes como para agencias reguladoras que supervisan a los fabricantes de
PSDIV o a laboratorios de uso final.

De manera simplificada, para evaluar la linealidad de una prueba se emplean una serie de muestras de
concentracion conocida o diluciones de muestras muy concentradas en el analito problema. Las medi-
ciones o los valores obtenidos por el test en evaluacion se comparan con los valores asignados y se re-
presentan graficamente. Se calcula la ecuacion de la recta para los valores obtenidos y el coeficiente de
correlacion. La grafica resultante debera ser lineal, con un coeficiente de correlacion superior a 0,99. El
coeficiente de correlacion permite estimar la relacidon entre dos mediciones y si los valores experimentales
siguen una funcion lineal.

Para la evaluacion pueden usarse disoluciones patron con cuatro o cinco concentraciones distintas de
analito. Siempre que sea posible se utilizara material de referencia certificado, calibradores con valo-
res asignados y en su defecto podran usarse muestras anonimizadas de pacientes cuya concentracion
se conozca, siempre que representen concentraciones altas y bajas. Se recomienda hacer tres-cuatro
réplicas de medicion para cada concentracion y emplear como valor final la media aritmética de esas
mediciones.

En el trabajo de Nam y cols. (2021), llevan a cabo la evaluacion del rendimiento analitico del sistema Alini-
ty i para la deteccion de distintos analitos entre los que se encuentran IgG frente a CMV, Toxoplasma spp.
y Rubeola o anticuerpos anti HBs. Entre las caracteristicas de rendimiento evaluan el rango de trabajo
y rango lineal de cada prueba encontrando rangos lineales con muy buenos coeficientes de correlacion
(>0,99), como se observa en la figura 4. (15).

Figura 4.- Intervalos de trabajo y rangos de linealidad para las pruebas de deteccién de anticuerpos anti-
HBs, IgG de CMV, IgG frente Toxoplasma spp. e IgG frente a Rubéola del equipo Alinity i (Abott) (Modifi-
cado de: Nam y cols. 2021) (15).

Observed Recovery
Analyte Test range linear range Slope Intercept [2 (%)
Anti-HBs 20-1000.0 2.26-870.74 1012 -5636 0998  956-103.3
(mlU/mL)
CMV IgG 11-250 14-2369 1010 0.312 0999 978-1035
(AU/mL)
Toxoplasma 0.2-200 0-171.8 0.983 0.781 0995  93.8-1059
1gG (IU/mL)
Rubellar 1gG 0.5-500 0.4-500 1027 5.402 0992 100-1099
(IU/mL)
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3.2.8. Valor de corte (cUT-OFF)

Para aquellos PSDIV cuyo resultado sea una variable continua (por ejemplo, sefal respecto cut off (S/
Co), carga viral de un virus o concentracién de un analito en sangre) suele ser necesario, durante las
fases de evaluacion 2 y 3, establecer un valor de corte o umbral que permita transformar ese resultado
en una variable categodrica (positivo/negativo, reactivo/no reactivo, enfermo/sano), en relacién con el es-
tandar de referencia. Por tanto, el valor de corte o cut-off es el umbral por encima del cual el resultado
del test diagndstico se considera positivo, y por debajo del cual, se considera negativo. La eleccién del
valor de corte es un punto clave en el desarrollo de un test diagnostico ya que la sensibilidad y la espe-
cificidad del mismo variaran con él.

Para analizar las compensaciones entre la sensibilidad y la especificidad en todos los valores de corte
posibles suele emplearse una herramienta matematica denominada “Curva ROC” (Receiver Operating
Characteristic). La curva ROC se construye al representar graficamente la sensibilidad de una prueba
diagnostica (eje Y) frente a los resultados falsos positivos (7- especificidad; eje X) que adoptan valores
comprendidos entre 0 y 1 (0-100 %). De esta manera cada punto representa la probabilidad de diagnosti-
car correctamente a sanos y enfermos. Para seleccionar el valor de corte que proporciona la sensibilidad
y la especificidad mas alta conjuntamente puede emplearse el indice J de Youden (J=S+ E -7). Este
estadistico adquiere valores comprendidos entre -1 y 1 y esta definido para todos los puntos de una
curva ROC. El valor de corte 6ptimo sera aquel con un mayor indice J, que se corresponde graficamente
con el punto de la curva ROC mas cercano al angulo superior izquierdo (valor 1,0 correspondiente a S
y E del 100%) (Figura 5). Un PSDIV que tenga una baja efectividad diagndstica, tendra un indice de
Youden préoximo a cero, mientras que un PSDIV perfecto tendria un indice de Youden de 1. La principal
desventaja de emplear este indice es que no es sensible a cambios en sensibilidad (S) y especificidad
(E). De esta forma un PSDIV A, conuna S de 0,9y E de 0,4 y otro PSDIV B, conuna Sde 0,6 y E de 0,7
tendrian el mismo indice de Youden (0,3). Por lo tanto, no debe emplearse como un indice aislado a la
hora de evaluar un PSDIV.

Figura 5. Curva ROC vy area bajo la curva.

Mejor punto de corte

(>Sensibilidad y < Falsos Positivos)

Area bajo la Curva
1 (AUC)

Sensibilidad
010203040506 0708009 1

0,1 0,2 0,3 0,4 0,5 0,6 0,7 0,8 0,9 1
(1-Especificidad)

Ala hora de interpretar una curva ROC es importante también el concepto area bajo la curva (area under
the curve, AUC). El AUC representa la probabilidad de que la prueba clasifique correctamente a un par
de individuos, sano y enfermo, seleccionados al azar. Los valores del AUC oscilan entre 0,5 (representa
el azar) y 1, considerandose la prueba mas discriminativa cuanto mas se acerque a un AUC de 1. Ge-
neralmente se considera que las pruebas cuyas curvas ROC tengan AUC >0,9 son muy discriminativas,
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entre 0,7-0,9 moderadamente discriminativas y 0,5-0,7 con bajo poder discriminativo (16). Por tanto, la
capacidad discriminatoria de una prueba disminuye al disminuir el AUC de la curva ROC. Cuando la curva
coincide con la diagonal (AUC=0,5) la prueba no tiene capacidad discriminatoria y valores por debajo de
0,5 aparecen cuando existe una clasificacion incorrecta de sanos y enfermos. EIAUC, por ser un estimador
muestral de un parametro poblacional se debe informar siempre junto con su IC 95 %.

Las curvas ROC, ademas de ser utiles en la eleccion de un valor de corte, se emplean en la evaluacion de
la capacidad discriminativa de una prueba diagndstica (capacidad para discriminar sanos de enfermos) y
en la comparacion de la capacidad discriminativa de 2 o mas test diagnodsticos cuyos resultados se expre-
san como escalas continuas.

Como ejemplo de empleo de curvas ROC para elegir un valor de corte, en el estudio de Ortiz de la Tabla
y cols. (2018) evaluan la precision diagnostica del inmunoensayo quimioluminiscente (CLIA) automatizado
(VirClia®) para la deteccion de IgG e IgM frente a Mycoplasma pneumoniae en pacientes con neumonia
adquirida en la comunidad (NAC). Para ello miden los niveles de anticuerpos IgG e IgM en sueros de fase
aguda y convaleciente de 137 pacientes con NAC mediante ELISA cuantitativo y esta técnica CLIA. Cons-
truyeron curvas ROC con los cocientes de IgG e IgM en fase convaleciente y aguda (C/A) para cada téc-
nica observando que los resultados eran comparables. Ademas, emplean estas curvas ROC para calcular
el valor de corte 6ptimo del cociente C/A para cada tipo de Ig. En concreto, para el CLIA, el mejor cociente
C/A para IgG fue de 2,6 (S: 94,9%; E: 99,9%), y para IgM de 1,4 (S: 65,8%; E: 100%) (17).

3.2.9. Estudios de evaluaciéon de métodos de determinacion de sensibilidad antibiética

Las pruebas de determinacion de sensibilidad antibiética in vitro (AST) se realizan a partir de microorganis-
mos aislados de un foco infeccioso, sobre todo cuando pertenecen a especies que puedan ser resistentes
a los antibioticos empleados mas frecuentemente. Este tipo de pruebas son ademas muy Uutiles en los es-
tudios de vigilancia epidemiolégica y en la comercializacion de nuevos antibioticos a la hora de comparar
su actividad intrinseca con la de otro antibiético existente. Generalmente se utilizan técnicas basadas en
procesos de dilucion que tienen como objetivo determinar las concentraciones minimas inhibitorias o CMI
(concentracion mas baja de un agente antimicrobiano (mg/L) que previene la aparicion de colonias visibles
de un microorganismo bajo unas condiciones determinadas in vitro). Estas técnicas de dilucion pueden
realizarse en caldo o en agar, siendo las primeras las mas empleadas, especialmente la que se realiza en
micropocillos de placas de microtiter (microdilucion).

3.2.9.1. Recomendaciones de la ASM. Tradicionalmente, la evaluaciéon de un nuevo sistema para la de-
terminacion de sensibilidad antibidtica se ha realizado siguiendo las recomendaciones de documentos de
consenso como el Cumitech 31 A de la ASM (American Society for Microbiology). De acuerdo con este
procedimiento, la evaluacion debe permitir la deteccion de errores categoéricos, es decir aquellos debidos
a discrepancias en la categorizacion de aislados como sensibles, intermedios o resistentes entre los mé-
todos en evaluacion o entre el método en evaluacion y el método de referencia. Para la evaluacion de un
nuevo sistema de AST recomendaban utilizar como técnica de referencia la microdilucién y, aunque la
técnica de difusidon con disco podria emplearse, no se recomendaba al no permitir el calculo del acuerdo
esencial. La evaluacion de un nuevo sistema de AST puede realizarse empleando un método de referencia
o sin él.

A) Evaluacion empleando un método de referencia. Cuando se evalua un nuevo sistema de AST usan-
do como comparador un método de referencia, se recomienda ensayar al menos cien aislados por panel
y que, al menos la mitad de ellos, sean resistentes a algun antibidtico. Para cuantificar el acuerdo y las
discrepancias entre ambos sistemas se calculan los siguientes parametros/indices:
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- Acuerdo esencial (EA): numero de acuerdos (CMI) £ 1 dilucion doble entre el nuevo test y el de referen-
cia.

n?de acuerdos + 1 diluciéon

AE x100

n? total de microorganismos

- Acuerdo categorico (CA): acuerdo en los resultados interpretados (S/I/R) entre el nuevo sistema de
AST y el método de referencia empleando criterios de interpretacion CLSI.

CA = n? de acuerdos (S,1,R)
" n2 total de microorganismos

El AE y el AC pueden calcularse para todos los microorganismos y antibiéticos de manera combinada o de
manera individual para cada antibi6tico.

- Errores muy graves (VME): discrepancias originadas cuando el método de prueba categoriza como sen-
sible a un aislado que es resistente por el método de referencia. Clinicamente son los errores mas graves
y solo pueden detectarse incluyendo microorganismos resistentes a cada antibidtico.

n2de discrepancias VME

VME = n? total de microorganismos R por método x100

actual verificado por método de referencia

Los VME deben determinarse empleando al menos 35 aislados resistentes.

- Errores graves (ME): discrepancias originadas cuando el método de prueba categoriza como resistente
a un aislado que es sensible por el método de referencia. Este tipo de errores se detectan analizando uni-
camente los microorganismos sensibles a cada antibidtico.

n? de discrepancias ME
ME = —; - - 7 x100
n? total de microorganismos S por método

actual verificado por método de referencia

- Errores menores (MinE): discrepancias originadas cuando el método de prueba categoriza como inter-
medio a un aislado que segun el método de referencia es sensible o resistente y viceversa. Puede cal-
cularse para todos los microorganismos y antibiéticos de manera combinada o de manera individual para
cada antibiotico.

n® de discrepancias MinE

ME x100

n? total de microorganismos

Para el calculo de ME y MinE deben emplearse al menos 100 aislados.

En la tabla 8 se esquematizan los principales parametros que deben calcularse en la evaluacion de un
sistema de AST y sus valores recomendados segun la ASM.
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Tabla 8. Parametros que deben evaluarse en un sistema de AST.

. . . s . . Valor
Parametro Método en evaluacion Método de referencia
recomendado

Acuerdo esencial (EA) Acuerdo en CMI % 1 dilucién /n total aislados >90%
(combinados)

Acuerdo categérico (CA) | Acuerdo en categoria (S/I/R) /n total de aislados

Errores muy graves (VME) S R <3%
Errores graves (ME) R S <3%
| S/R

<7% (combinados
S/R I ME+MinE)

Errores menores (MinE)

Si los limites recomendables para estos parametros se sobrepasan para cualquier antibidtico, el test de
prueba debe considerarse no verificado y retirarse para ese uso o llevar a cabo medidas correctivas junto
con el fabricante para tratar de solventar las discrepancias. Tras las acciones correctivas el sistema de
prueba revisado debe utilizarse en paralelo con el método de referencia en al menos 20 aislados.

B) Evaluacion sin método de referencia. En este tipo de evaluacion, mas habitual en laboratorios con
recursos limitados, se comparan los resultados del test de prueba con el método en uso en el laboratorio.
Los criterios que debe cumplir este nuevo test son idénticos a los definidos cuando se emplea un método
de referencia, salvo que el método de prueba puede no ser incorrecto cuando existen discrepancias entre
ambos sistemas. En este caso se pueden calcular el acuerdo esencial (acuerdo CMI + 1 dilucion) y ca-
tegoérico (acuerdo en resultados interpretados, S/I/R entre ambos sistemas), la tasa de errores mayores
(un sistema categoriza como S y el otro como R), tasa de errores menores (un sistema da un resultado
Iy el otro S 0 R) pero no el porcentaje de errores muy graves al no poderse asumir que los resultados del
test en uso fueran los correctos.

De manera general se recomienda que los ME sean <5 % (< 10 % de manera combinada ME y MIinE) y
que el acuerdo esencial y categorico sean igual o superiores al 90%.

La utilizacion de los criterios de la ASM se ha empleado en numerosos trabajos de investigacion utilizando
criterios de interpretacion tanto del CLSI como del EUCAST. Sin embargo, con el cambio de concepto de
la categoria | (sensibilidad con exposicién aumentada) el calculo de errores menores no tendria sentido.

3.2.9.2. Recomendaciones ISO 20776-2. Este documento establece los criterios de evaluacion de los
sistemas para estudio de la sensibilidad antibiética utilizando como comparador el método estandar de mi-
crodilucién en caldo (ISO 20776-1:2019). Para ello deben emplearse cultivos puros de bacterias aerobias,
que crezcan facilmente overnight y que puedan crecer en pocillos de placas de microdilucion con medio
Mueller-Hinton (volumenes < 200). Una de las principales diferencias de esta norma con la previa (ISO
20776-2:2007) y con las recomendaciones de la ASM es que no contempla el calculo de parametros que
precisan la interpretacion del valor de CMI (categorizacion de un aislado como S, |, R). Es decir, desapare-
cen el acuerdo categorico y los errores graves, muy graves y menores. Con este cambio se pretende evitar
que el rendimiento tenga que ser reevaluado cada vez que cambien los puntos de corte y de esta forma se
tengan en cuenta Unicamente parametros asociados al funcionamiento del ensayo y no a la interpretacion
de resultados.

En esta norma se recogen también las especificaciones para la evaluacion de sistemas de determinacion
de sensibilidad antibidtica cualitativos, que no se detallan en este procedimiento.
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Metodologia

Método de prueba: tiene que permitir la determinacion de la CMI y que ofrezca al menos un rango de 4
diluciones dobles consecutivas y que permita la determinacion del EA.

Método de referencia: para la evaluacién debe emplearse un método de referencia (descrito en ISO 20776-
1) que se utilizara de manera simultanea al sistema de prueba en todos los lugares de evaluacién o en
un unico sitio para todos los aislados incluidos en el estudio. Si el sistema de referencia y de prueba se
utilizan en el mismo sitio, deben utilizar el mismo dia con el mismo inéculo.

Seleccion de aislados y preparacion de indculo: deben incluirse al menos 300 aislados clinicos (al menos
100/sitio: 25 aislados contemporaneos y 75 de stock) que representen el mayor numero de géneros y
especies posible. Es recomendable que los aislados no estén relacionados y que representen distintos
grados de sensibilidad a los distintos antibiéticos. Estos aislados pueden ser de stock (aquellos recupe-
rados de una muestra clinica que se ha guardado o que pertenece a una coleccion) o aislados contem-
poraneos (aquellos de muestras clinicas recuperados en los seis meses previos y que apenas se han
subcultivado). Cuando sea posible se ensayaran al menos 25 aislados cuya CMI se encuentre en escala.
La estandarizacion del indculo para el test de prueba se llevara a cabo siguiendo las instrucciones de uso
del fabricante.

Control de calidad: deben incluirse aislados de control de calidad y testarse cada dia que se utilice el test
de prueba. Las CMIs de estos aislados deben estar incluidas en los rangos descritos en CLSI M100 o en
el documento de control de calidad del EUCAST.

Reproducibilidad: se comprobara ensayando un minimo de diez aislados por triplicado durante al menos
tres dias en cada laboratorio que participe en la evaluacion. El nUmero de aislados en escala debe indi-
carse en el informe final.

Solucién de discrepancias: se considera un resultado discrepante cuando la CMI de un microorganismo
por el método de prueba se encuentre fuera del EA (x 2 diluciones superior o inferior a la del método de
referencia). Si la discrepancia se debe a un error técnico (contaminacion, condiciones de incubacion in-
adecuadas, error del propio sistema...) puede solventarse repitiendo tanto el método de prueba como el de
referencia y reemplazando el nuevo resultado por el problematico. No obstante, cuando las discrepancias
no se deban a errores técnicos, tienen que resolverse re-testando por triplicado o duplicado (si se incluye
la medida discrepante) en una sola vez el/los aislados problematicos. Debe calcularse la moda y resolver
si existe un acuerdo esencial con las nuevas determinaciones. La interpretacion final de los resultados ob-
tenidos por el método de prueba y el de referencia se basara en la comparacion de la moda o la mediana
de tres réplicas de ambos métodos (tabla 9).

Tabla 9. Interpretacién de resultados adicionales para la solucién de discrepancias. (Modificado de la nor-
ma 1SO 20776-2)

CMI (mg/L)

Método de prueba Método de referencia EA de
Aislado | | icial | Repeticion | M2/ | nicial | Repeticion | Moda/Mediana | Medias/
Mediana medianas
A 1 1,2,2 2 4 2,44 4 Si
B 1 1,2,4 2 4 2,44 4 Si
C 8 2,24 2 1 1,2,4 2 Si
D 1 1,1,2 1 4 2,44 4 No
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Criterios de aceptacion y analisis de datos

Para la evaluacion deben calcularse el acuerdo esencial (%, de la misma manera que recomienda la ASM)
y el sesgo. El EA debe ser superior o igual al 90% y presentarse ademas de forma separada para mi-
croorganismos grampositivos, gramnegativos fermentadores y gramnegativos no fermentadores. El sesgo
tiene que ser < +/- 30 % y en caso de que se exceda ese porcentaje y no se resuelvan las discrepancias
mediante el re-ensayo por triplicado, debera anadirse un comentario en el etiquetado del test. Se reco-
mienda llevar a cabo un analisis minucioso de las discrepancias para determinar si afectan solo a un tipo
de microorganismos o si tienen que incluirse como una limitacion del test de prueba (ver PNT-ERAC-03).
Las CMIs de las cepas de control de calidad deben estar en rango en al menos un 95% de los resultados
de todos los laboratorios que participan en la evaluacién durante el periodo de estudio.

Los resultados de reproducibilidad del test de prueba deben estar dentro del rango de £ 1 dilucién de la
moda/mediana y no ser superiores a tres diluciones dobles para un antibiotico determinado en 295% de
los resultados.

Una vez finalizada la evaluacion es necesario redactar un informe en el que se incluyan las caracteristicas
de rendimiento del sistema en prueba para cada grupo/género de microorganismos y cada antimicrobiano.
El rendimiento de la prueba debe calcularse para cada antimicrobiano y deben nombrarse los laboratorios
que han participado en la evaluacion.

3.3. FASE 3: RENDIMIENTO CLINICO

Los estudios de rendimiento clinico de un test diagndstico tienen como objetivo evaluar si dicho test es
capaz de lograr la finalidad prevista que afirma el fabricante cuando se emplea en la poblacién de uso
a la que va destinado. Se trataria de responder a la siguiente pregunta: “¢ cual es el rendimiento real del
test cuando se usa segun lo previsto?”. En este caso, las muestras quizas no sean tan perfectas como
las empleadas para los estudios de validez analitica.

3.3.1. Inputs

Es importante pensar y organizar correctamente estos estudios antes de comenzar. Los estudios en esta
fase deben definir claramente los aspectos que se describen a continuacion.

o Test diagnoéstico evaluado. Puede ser una prueba, la misma prueba que se repite en diferentes momen-
tos, o incluso una combinacion de diferentes pruebas, como una prueba con menor especificidad seguida
de una prueba con mayor especificidad en los inicialmente positivos. Idealmente, lo que se evaluara sera
el algoritmo completo. Se debera aportar la siguiente informacion cuando proceda:

oNombre completo del test y del fabricante. Puede ser una evaluacion de una Unica prueba o una
comparaciéon de varios test. Es importante también indicar la versién de la prueba y de las instruc-
ciones de uso del fabricante. Si participan varios centros en el estudio, todos deberan usar la misma
version. Si hubiera cambios a lo largo del estudio, seria necesaria una validacion para demostrar que
el rendimiento clinico no se ve afectado.

oTipo de muestras (sangre, suero, plasma, frotis nasofaringeo, biopsia cutanea, etc.), protocolo de
recogida (limpieza y desinfeccion previa de la zona, horario concreto, tipo de recipiente, etc.) y con-
diciones de manipulacion (en cabinas de bioseguridad, en la cama del paciente, etc.), transporte
(a temperatura ambiente, refrigerada, etc.) y almacenamiento (temperatura ambiente, refrigeracion,
congelacién, con o sin estabilizantes, duracion de la estabilidad, etc.). Se deben describir también
los criterios de aceptacion y rechazo de las muestras. Hay que tener en cuenta que los resultados
obtenidos en la evaluacion con un determinado tipo de muestra, no son extrapolables a otros tipos
de muestra, sino que debe ser también evaluado en otros tipos de muestra.
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oDiana del ensayo: ADN, ARN, antigeno, IgG, IgM, etc. Se debe indicar claramente la diana del test o
hacer referencia a las instrucciones del proveedor. Para las pruebas de biologia molecular, se debera
indicar la region diana del genoma donde se uniran los primers; para las pruebas de antigeno, el anti-
geno especifico que va a detectarse; para las pruebas seroldgicas, las proteinas a las que se dirige el
anticuerpo, el tipo de inmunoglobulinas detectadas (IgA, 1gG, IgM, totales), asi como si son anticuerpos
neutralizantes o no neutralizantes.

o Fundamento de método: PCR, RT-PCR, fluorescencia, inmunocromatografia, etc.

o Plataforma necesaria para su uso y requisitos previos (extraccion de acidos nucleicos, inactivacion
por calor, centrifugacion, etc.).

o Resultados de la evaluacion analitica del método. Los indicadores clave de rendimiento analitico de
las pruebas utilizadas deben ser conocidos antes de comenzar la evaluacién clinica (ver punto 3.2.).

o Interpretacion de los resultados. Debe definirse la interpretacion para los resultados positivos, ne-
gativos e indeterminados. Preferiblemente, los puntos de corte se seleccionan a priori, por ejemplo,
basandose en las indicaciones del fabricante, o en estudios previos. Debe interpretarse sin conoci-
miento del estandar de referencia, a menos que el resultado de la prueba no requiera de ningun juicio
(subjetividad) por el intérprete. Si no existen datos previos para determinar los puntos de corte, habra
que establecerlos con los datos del estudio, pero se requiere una validacion externa del punto de corte
optimo en una poblacion seleccionada y representativa para evitar sesgos.

o Se debe describir también qué hacer con los resultados invalidos o indeterminados, asi como
reportar estos casos.

e Intencion de uso. Antes de empezar la evaluacion de una prueba, los investigadores deben definir para
qué va a usarse y qué lugar ocupa el test evaluado en el algoritmo que ya existe en torno al problema para
el que va a usarse:

o Diagndstico.

o Cribaje.

o Monitorizacion.

o Prondstico.

o Respuesta al tratamiento.

o Estudiar el estado inmune.

o Estratificacion del estado de la enfermedad.

o Seleccion de pacientes para una determinada terapia o tratamiento.

o Etc.

e Poblacion objetivo. Los estudios deben realizarse en individuos seleccionados dentro de la poblacion en
la que se utilizara la prueba, segun el uso previsto. Para realizar la evaluacion se debe definir el método de
inclusién de los participantes en el estudio, incluyendo criterios de inclusion y exclusion, con el objetivo de
reclutar participantes representativos de la poblacion objetivo. Idealmente, si el uso previsto de la prueba
es en un entorno sanitario, se deberian incluir individuos consecutivos de la poblacién objetivo sin previo
conocimiento de si los individuos tienen la condicién a estudio o no. Para estudios en los que el uso previsto
de prueba es tomar decisiones de salud publica, se puede usar una muestra aleatoria representativa de la
poblacion objetivo. Los estudios que incluyen individuos con una enfermedad conocida y controles sanos
introducen un sesgo de seleccion y efectos relacionados con el espectro clinico de la enfermedad. Es impor-
tante también indicar el periodo de tiempo durante el que se reclutaron los pacientes.

e Requerimientos. Cada tipo de prueba tiene diferentes requisitos en términos de equipamiento y otros
recursos necesarios, experiencia del operador, tipos de muestras, almacenamiento de muestras y tiempo
de respuesta.

e Prevalencia del problema en la comunidad.

e Lugar de realizacion del test. El tipo de centro sanitario, como laboratorios de referencia, centros de sa-
lud, autotest, etc., asi como la ubicacién geografica, con diferentes patologias endémicas, caracteristicas
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climaticas, variabilidad genética de los individuos o desarrollo socioeconémico del lugar.

e Test de referencia. Se trata del mejor método disponible para establecer la presencia o ausencia de la
condicién o caracteristica de interés. Puede ser una sola prueba o método, o una combinacién de métodos y
técnicas, incluido el seguimiento clinico. Debe evitarse el uso de test diagndsticos in house, siempre y cuando
no estén perfectamente validados. El estandar de referencia debe separar claramente individuos que tienen la
condicion a estudio de aquellos que no; por ejemplo, aquellos que tienen o han tenido la infeccion de aquellos
que no tienen o no han tenido la infeccidn, o aquellos que son infecciosos de aquellos que no son infeccio-
sos. Independientemente del uso previsto, en estudios de rendimiento clinico, la interpretacion de la prueba o
pruebas a estudio y de la prueba estandar de referencia debe realizarse sin conocer los resultados de la otra
prueba (o pruebas). La exactitud de la prueba a estudio se calcula asumiendo que el estandar de referencia
es 100% exacto. Si esto no es cierto, las estimaciones de precision del nuevo método podran verse afectadas.
Por ello, hay que tener en cuenta las limitaciones del test de referencia a la hora de interpretar los resultados.
Todas las muestras deben probarse utilizando tanto la prueba en investigacion como la prueba de referencia.
En general, la prueba a estudio y la de referencia deben realizarse lo mas cerca posible en el tiempo vy, si es
posible y aplica, sobre la misma muestra. En cualquier caso, debe recogerse la fecha de la toma de muestra
y del analisis. Fidalgo y cols. (2021), evaluaron un sistema semi-automatico basado en PCR a tiempo real
para el diagndstico de infecciones gastrointestinales. En este estudio no se analizaron las mismas muestras,
sino dos periodos de tiempo diferentes: entre 2013-2018 las muestras fueron procesadas con los métodos
estandar y a partir de 2019, desde su implementacion en el laboratorio, con el sistema semi-automatico (18).

En el caso de que no haya un estandar de referencia, la clasificacion de los sujetos del estudio se realizara en
algunos casos en base a informacién sobre el riesgo de exposicion, otras pruebas (biomarcadores, pruebas
de imagen, etc.), respuesta al tratamiento y resultados clinicos en el seguimiento. En ocasiones, para test
muy novedosos, puede ser que no se disponga de un estandar de referencia o que éste ofrezca una menor
sensibilidad, en este caso resulta valido usar referencias combinadas. Otra posibilidad, en ausencia de un
estandar de referencia, es aportar el resultado del rendimiento del test como una proporcién o porcentaje de
concordancia positiva o negativa (PPA o NPA) con respecto a su comparador (19).

Debe desarrollarse un protocolo que recoja todo lo anterior, ademas de los objetivos y el disefio del estudio.
Ademas, es importante indicar donde se va a realizar el estudio (laboratorio de hospital, laboratorio del fa-
bricante, cama del enfermo, etc.), asi como quién lo va a llevar a cabo (profesional de laboratorio, personal
ajeno al laboratorio, etc.).

e Tamafio muestral. El tamafo de la muestra debe ser el numero de individuos incluido en el estudio,
no el numero de muestras testadas. Si se incluye mas de una prueba en algunos individuos incluidos en
el estudio, la prueba repetida no debe incluirse en las estimaciones de sensibilidad y especificidad. Sin
embargo, si que pueden incluirse varias muestras del mismo individuo para el calculo de la sensibilidad
y especificidad cuando se realice el estudio a lo largo del tiempo. Cuando se repita una prueba, se debe
informar el motivo de la repeticion y notificarse. Si se esta analizando mas de una prueba en todos los indi-
viduos, el tamafo de la muestra sigue siendo el numero de individuos incluidos en el estudio. En el caso de
baja prevalencia de la condicion a estudio, hay disefios de estudios alternativos que pueden aplicarse (20).

e Tipos de muestras. Deben incluirse muestras clinicas obtenidas de la poblacién objeto de uso del test
diagndstico, tanto que presenten la condicion a estudio como de controles. Seran muestras preferente-
mente consecutivas. Puede tratarse de muestras que se recogen especificamente para realizar el estudio
o0 muestras que estan ya almacenadas. En este caso, deberan indicarse las condiciones y el tiempo que
han estado almacenadas. Sera necesario indicar también, si una vez terminado el estudio, las muestras se
guardaran en un biobanco por ejemplo o se destruiran.

e Aspectos éticos. Los derechos, seguridad y bienestar de los participantes del estudio deben protegerse.
El estudio debera generar informacion nueva y los beneficios para la salud deberan superar los riesgos. La
confidencialidad de los datos de los pacientes debe ser respetada y se debe solicitar el consentimiento infor-

o)
29 eimc



DOCUMENTO CIENTIFICO

mado (incluyendo objetivos de estudio, derechos y riesgos de los participantes, e informacién de contacto)
antes de la recogida de muestras y datos personales, asi como la aprobacion del comité de ética pertinente.

3.3.2 Analisis y presentacion de los resultados. Outputs.

Los informes de evaluacion clinica deben seguir las directrices STARD (tabla 10) e incluir un diagrama de
flujo como el propuesto en este procedimiento, adaptado a cada estudio, para informar sobre el nimero de
personas incluidas en el estudio, el numero de individuos excluidos, el numero de personas incluidas cuyas
muestras no fueron analizadas, y el numero de individuos que tenian muestras analizadas pero que no se
incluyeron en el estudio por otros motivos (no se realizd la prueba de referencia, tuvo resultados invalidos o
indeterminados, etc.) (Figura 6) (4).

Tabla 10. Lista de elementos esenciales a incluir al comunicar los resultados de estudios de precision diagndstica.

Seccioén y Elemento ‘ Potenciales problemas
tema

Titulo o resumen

Identificacion como estudio de precision
diagndstica utilizando

al menos una medida de precision
(sensibilidad, especificidad, valores
predictivos o AUC).

Resultados de precision diagndstica informados, pero no incluidos como objetivo del
estudio.

Resumen

Resumen estructurado del disefo del
estudio, métodos, resultados,
y conclusiones.

El disefo del estudio no esta claro o no se incluyen todos los apartados.

Introduccion

Antecedentes cientificos y clinicos, incluido
el uso previsto, diana y qué lugar ocupa la
prueba a estudio.

Falta de claridad sobre el uso previsto.

Objetivos del estudio e hipotesis.

No indicar si el objetivo del estudio es establecer la validez cientifica, el rendimiento
clinico o la precisiéon diagndstica. No indicar si el rendimiento clinico es un objetivo de
estudio.

Métodos
Disefo del Indicar si la recopilacion de datos fue antes No indicar cuando se recopilaron los datos. Reclutar pacientes en estudios basados en
estudio de la realizacion de la prueba a estudio y el los resultados de las pruebas.
estandar de referencia
(estudio prospectivo) o después (estudio
retrospectivo).
Participantes Criterios de inclusion. No informar o registrar los sintomas u otras caracteristicas utilizadas para incluir a los

pacientes en el estudio. No informar el tiempo transcurrido entre la realizaciéon de las
pruebas y aspectos clinicos clave.

Doénde y cuando se seleccionan los
participantes.

No dejar claro qué departamentos del hospital estaban involucrados. Uso de muestras
enviadas para pruebas de laboratorio de rutina, pero sin declarar su origen y fecha de
envio.

Los participantes formaron un grupo
consecutivo, aleatorio o de conveniencia.

No definir un criterio claro o ir cambiando a lo largo del estudio.

Pruebas Prueba en estudio, con suficiente detalle
para permitir la replicacion.

No indicar el tipo de muestra y/o las condiciones de recogida y conservacién. No indicar
quién obtuvo la muestra o quién realizé e interpretd la prueba.
No indicar la version.

Prueba de referencia, con suficiente detalle
para permitir la replicacion.

El estandar de referencia a menudo se informa con detalles insuficientes para permitir la
replicacion, o a menudo usando métodos internos no publicados con resultados
analiticos y clinicos poco claros.

Justificacion de la eleccion de la prueba de
referencia (si existen alternativas).

A veces es dificil seleccionar la referencia, sobre todo si no existe una y hay que tener
en cuenta diferentes criterios para diagnosticar la condicion a estudio.

Definicion y justificacion de los valores limite
para determinar la positividad de las pruebas
o las categorias de resultados, distinguiendo
lo preespecificado de lo exploratorio.

No indicar si se han usado los puntos de corte preespecificados u otros. El umbral de
positividad y cémo se determiné a menudo no esta reportado.

Indicar si la informacién clinica y los
resultados del estandar de referencia
estaban disponibles para quien realizé o
interpretd la prueba a estudio.

Informacion disponible para los evaluadores de la prueba a estudio no reportada. No es
posible determinar qué prueba se realizé primero (y por tanto si fue un estudio ciego).

Andlisis Métodos para estimar o comparar medidas
de precision diagnostica.

Rara vez se explica el calculo de la sensibilidad y la especificidad, asi como la forma en
que se
se definen las categorias de aquellos con y sin la condicién objetivo.

Como se manejaron los resultados
indeterminados de la prueba a estudio y de
la prueba de referencia.

A menudo no se informa. Diagramas de flujo que demuestran que los resultados
indeterminados no se incluyeron.

Como se manejaron los resultados ausentes
de la prueba a estudio y de la prueba de
referencia.

Raramente reportado; los estudios a menudo sélo informan pruebas positivas y
negativas, con
resultados de pruebas fallidas o ausentes excluidas o no documentadas.

Cualquier analisis de variabilidad en la
precision diagndstica, distinguiendo lo
preespecificado de lo exploratorio.

Normalmente no se incluye.

Tamarfo muestral y como se calculd.

Descripcion limitada del calculo de tamafio muestral.

Resultados

Participantes Flujo de participantes, incluyendo un
diagrama.

Pocos estudios incluyen un diagrama con el flujo de participantes, tiempos, asi como
resultados indeterminados y faltantes.

Caracteristicas demograficas y clinicas de
los participantes del estudio.

A veces no se reporta esta informacién o es muy limitada.
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Tabla 10 continuacion. Lista de elementos esenciales a incluir al comunicar los resultados de estudios de precision
diagnostica.

Distribucion de la gravedad de la enfermedad en
los participantes con la condicién a estudio.

Rara vez se proporcionan definiciones y distribuciones de gravedad. La prevalencia de
la condicién a menudo no se informa.

Distribucion de diagnésticos alternativos en los
participantes con la condicién a estudio.

Los diagnoésticos alternativos a veces pueden ser parte del estandar de referencia. Un
diagnostico alternativo no tiene por qué excluir la condicién de estudio.

Intervalo de tiempo e intervenciones clinicas entre
la realizacion de la prueba de referencia y la
prueba a estudio.

Por lo general, esto no es un problema, ya que la prueba en estudio y el estandar de
referencia se realizan al mismo tiempo, por ejemplo, utilizando las muestras o muestras
pareadas.

Pruebas | Tabla con los resultados cruzados de la prueba a Esta tabla a veces no se incluye, sino que directamente se muestran los valores de S, E,
estudio y los resultados del estandar de referencia. | VPP, VPN, etc.
Estimaciones de la exactitud diagndstica y su A veces no se informan los intervalos de confianza.
precision
(intervalos de confianza del 95%).
Cualquier evento adverso por realizar la prueba a A veces no se informan los problemas en la realizacién de las pruebas o derivados de
estudio o el estandar de referencia. Dificultades en | ello.
su realizacion.
Discusion

Limitaciones del estudio, incluidas las fuentes
potenciales de sesgo, la incertidumbre estadistica
y la generalizabilidad.

Asumir que se obtendran los mismos resultados observados en un laboratorio de
referencia o en un entorno clinico con pacientes con una alta prevalencia de la condicién
a estudio en otros

entornos clinicos.

Implicaciones para la practica, incluido el uso
previsto
y el papel clinico de la prueba a estudio.

Rara vez se explica el papel de la prueba a estudio, aunque a veces se puede
deducir del disefio del estudio. Exagerar las implicaciones de los resultados en términos
de importancia para la practica o suponiendo generalizabilidad a otros entornos.

Otra informacién

Numero y nombre de registro del estudio.

Raramente reportado. Estudios de rendimiento clinico a menudo no registrados
previamente.

Dénde se puede acceder al protocolo completo del
estudio.

Raramente reportado.

Fuentes de financiacion y otro tipo de apoyo; papel
de los financiadores.

Adaptado de la guia STARD 2015 (21)

Figura 6. Propuesta de diagrama de flujo de los participantes para un estudio de evaluacion del rendimiento
clinico de un PSDIV. (Modificado de la guia STARD 2015) (21).

Potenciales participantes (N =)

¥
Participantes incluidos (N =)

Participantes excluidos (N =)
Motivo 1 (N =)
Motivo 2 (N =)

Sin prueba en evaluacién (N =)
Motivo 1 (N =)
Motivo 2 (N =)

Participantes con prueba en evaluacién realizada (N =)

Prueba en evaluacién positiva (N =)

Sin prueba de referencia (N =)
Motivo 1 (N =)
Motivo 2 (N =)

Prueba en evaluacién negativa (N =)

Prueba en evaluacién indeterminada (N =)

Sin prueba de referencia (N =)
Motivo 1 (N =)
Motivo 2 (N =)

Sin prueba de referencia (N =)
Motivo 1 (N =)
Motivo 2 (N =)

Prueba de referencia (N =) Prueba de referencia (N =) Prueba de referencia (N =)

Diagndstico final
Condicién a estudio presente (N =)
Condicion a estudio ausente (N=)

Mo concluyente (N =)

Condicién a estudio presente (N =)
Condicion a estudio ausente (N=)

Diagndstico final Diagndstico final
Condicién a estudio presente (N =)
Condicion a estudio ausente (N=)

Mo concluyente (N =)

Mo concluyente (N =)
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La representacion de los resultados del estudio en forma de tabla en la que se crucen los resultados de la
prueba a estudio y los de la prueba de referencia es muy util y facilita la lectura. Cualquier dato que falte
o resultado indeterminado para cualquiera de las pruebas se debe informar y no excluir de los resultados.
Todos los calculos deben ir acompafados de los correspondientes intervalos de confianza, teniendo en
cuenta el tamano muestral y empleando los métodos estadisticos adecuados. En caso de resultados dis-
cordantes, debe indicarse cual es el procedimiento para la resolucion de estos casos.

El rendimiento clinico puede expresarse de varias formas, tal como se describe a continuacion.
Resultados individuales

Se debe informar el numero de participantes con resultados verdadero positivo, falso positivo, verdadero
negativo y falso negativo, y no sélo las estimaciones de precision derivadas, que se describiran a continua-

cion. Estos resultados se pueden presentar en una tabla de 2x2 que muestre el nUmero de participantes
individuales cuyas pruebas de referencia y evaluada coincidieron y no coincidieron (Tablas 11 y 12).

Tabla 11. Tabla de contingencia en un estudio de rendimiento clinico en el que se compara un PSDIV con

el estandar de referencia.

Positiva Negativa
Estandar de Positiva Verdadero positivo (VP) Falso negativo (FN)
referencia Negativa Falso positivo (FP) Verdadero negativo (VN)

Tabla 12. Tabla de contingencia en un estudio de rendimiento clinico en el que se comparan dos PSDIV

entre si.
. PsDvVA |
Positiva Negativa
Positiva Concordantes Discordantes
PSDIVB Negativa Discordantes Concordantes

Sensibilidad (S) y especificidad (E) diagnosticas

La sensibilidad es el porcentaje de individuos que presentan la condicién de interés y que obtienen un
resultado de la prueba positivo. Representa la capacidad de la prueba para identificar correctamente a un
individuo con dicha condicion. Por su parte, la especificidad es el porcentaje de individuos que no presen-
tan la condicién de interés y que obtienen un resultado de la prueba negativo. En este caso representa
la capacidad de la prueba para identificar correctamente a un individuo que no presenta dicha condicion.
Son caracteristicas inherentes a la prueba. Para el calculo de la S y E, se emplean las siguientes formulas:

S = VP/(VP+FN) E = VN/(FP+VN)

Odds ratio diagnéstica (ORD)

La odds ratio diagnéstica (ORD) es la razén de la odds de que el enfermo dé positivo (proporcion entre
verdaderos positivos y falsos negativos: VP/FN) con respecto a la odds de dar positivo estando sano (co-
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ciente entre falsos positivos (FP) y verdaderos negativos (VN): FP/VN). Depende de la S y E, vy, por tanto,
no depende de la prevalencia de la enfermedad. Para el calculo de la ORD, se emplea la siguiente formula:

ORD = (VP/FN)/(FP+VN)

El valor nulo es el uno, indicando que la prueba no tiene capacidad discriminatoria entre sanos y enfermos.
Un valor mayor de uno indica capacidad discriminatoria, que sera mayor cuanto mayor sea el valor. Por ulti-
mo, valores entre cero y uno indican que la prueba no solo no discrimina bien entre enfermos y sanos, sino
que los clasifica de forma errénea y nos da mas valores negativos entre los enfermos que entre los sanos.

Valor predictivo positivo (VPP) y negativo (VPN)

El VPP indica el porcentaje de individuos con una prueba positiva que presentan la condicion de interés (fia-
bilidad de un resultado positivo), mientras que el VPN indica el porcentaje de individuos con prueba negativa
que no presentan dicha condicion (fiabilidad de un resultado negativo). Para el calculo de los VPP y VPN,
se emplean las siguientes férmulas:

VPP = VP/(VP+FP) VPN = VN/(FN+VN)

Como ejemplo, en la siguiente imagen (Figura 7) se muestran los resultados individuales, asi como la sen-
sibilidad, especificidad, VPP y VPP, con sus correspondientes intervalos de confianza, de cuatro pruebas
para el diagnostico rapido del VIH en campo (22).

Figura 7. Resumen de sensibilidades, especificidades, valores predictivos positivos y valores predictivos
negativos de las pruebas rapidas de VIH en comparacion con las del algoritmo de referencia (EIA mas Mul-
tispot). TP: true positive; FP, false positive; TN, true negative; FN, false negative. (Modificado de Juarez y
co0ls.2016) (22).

Result (n)" Predictive value (%)°
Test Tota® TP FP N FN  Sensitivity, (% [95% CI])  Specificity (% [95%CI]) ~ Positive  Negative
Determine 1,503 465 0 1,037 1 99.8 (98.81-99.99) 100.0 (99.64-100) 100.0 9.9
Uni-Gold 1,508 467 0 1,039 1 99.8 (98.47-99.95) 100.0 (99.65-100) 100.0 9.8
SD Bioline 1,509 468 0 1,040 1 99.8 (98.82-99.99) 100.0 (99.65-100) 100.0 9.9
INSTI 1,505 467 2 1,035 1 99.8 (98.82-99.99) 99.8 (98.30-99.98) 9.6 9.9

Los VPP y VPN varian segun la prevalencia de la condicién en la poblacion a estudio (probabilidad pre-
prueba). La prevalencia de una condicion se considera como la probabilidad del individuo de presentar
esa condicion en su entorno y contexto clinico particular. Se recomienda realizar un calculo de estos
valores teniendo en cuenta diferentes prevalencias de la condicion a estudio en la poblacion (Figura 8).
En la siguiente web (https://www.fda.gov/medical-devices/coronavirus-disease-2019-covid-19-emergency-
use-authorizations-medical-devices/eua-authorized-serology-test-performance) la FAD recoge los valores
predictivos positivo y negativo de diferentes pruebas serolégicas de COVID-19 segun la prevalencia en
poblacién objetivo, ya que esta ha ido cambiando y cambia continuamente. Volviendo al ejemplo anterior,
si los test rapidos se fueran a usar en un entorno con una prevalencia mas elevada o, por el contrario, mas
baja de VIH, seria necesario realizar una nueva evaluacion.
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Figura 8. Valor predictivo positivo y negativo de un PSDIV segun la probabilidad pre-prueba. Elaborado
con yEd 3.21. Modificado de Doust y cols. (2021) (23).

PROBABILIDAD PRE-PRUEBA= 1%

PROBABILIDAD PRE-PRUEBA= 10%

Sensibilidad 80%
Especificidad 99%

179 resultados positivos

99 falsos positivos
80 verdaderos positivos

9821 resultados negativos

20 falsos negativos
9801 verdaderos positivos

890 resultados positivos

90 falsos positivos
800 verdaderos positivos

9110 resultados negativos

200 falsos negativos
8910 verdaderos positivos

VVP =45%:VPN> 99% VVP =90%;VPN 98%

Efectividad diagnéstica (indice de exactitud, diagnostic accuracy)

Otra medida global del rendimiento clinico es la efectividad diagndstica, que se expresa como la propor-
cion de sujetos clasificados correctamente (VP+VN) entre el total de sujetos (VP+VN+FP+FN). Esta con-
dicionada por la prevalencia. Para una misma S y E, la efectividad diagndstica sera mayor cuanto menor
sea la prevalencia.

indice de Youden

El indice de Youden se puede emplear para evaluar el poder discriminativo de un PSDIV y también para
comparar varios PSDIV. Para el calculo del indice de Youden, se emplea la siguiente férmula:

indice de Youden = (S + E) - 1

Coeficiente kappa de Cohen

El coeficiente kappa es una medida del acuerdo entre dos PSDIV que clasifican cada uno de los
elementos en categorias mutuamente excluyentes, empleando una matriz 2x2. Incorpora en su férmula
una correccion que excluye la concordancia debida exclusivamente al azar. Para la evaluacion de
concordancia de tres o mas categorias (por ejemplo, datos asociados a positivo, negativo e
indeterminado) se emplea el coeficiente kappa de Fleiss, que emplea matrices nxm. El coeficiente
kappa se interpreta de Ila siguiente manera (ver pagina 9 de este documento; https://
www.graphpad.com/quickcalcs/kappai/):

indice kappa ‘ Concordancia
<0,20 Pobre
0,21-0,40 Débil
0,41-0,60 Moderada
0,61-0,80 Buena
0,81-1 Muy buena
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Cociente o razéon de verosimilitud (/ikelihood ratio, LR)

El cociente de verosimilitud es la razén entre la posibilidad de observar un resultado en los pacientes con
la condicién a estudio entra la posibilidad de ese resultado en pacientes sin la condicion. Dicho de otra
manera, es la probabilidad de tener la enfermedad en oposicidn a no tenerla, teniendo un resultado del test
positivo y la probabilidad de no tener la enfermedad en oposicion a tenerla, teniendo un resultado del test
negativo. Existen cocientes de probabilidad para test con resultado positivo (cociente de probabilidad posi-
tivo, CPP; o likelihood ratio positivo, LR+) y negativo (cociente de probabilidad negativo, CPN; o likelihood
ratio negativo, LR-).

CPP CPN
Calculo SI(1-E)
Excelente >10 <0,1
Buena 5-10 0,1-0,2
Interpretacion Regular 5-2 02-0,5
Inutil <2 0,5-1

Es una herramienta de gran utilidad para la toma de decisiones clinicas frente a la solicitud de algun test
diagnostico, ya que son valores inherentes a este e independientes de la prevalencia de la enfermedad, al
igual que ocurre con la S y la E. Se puede usar para analizar pruebas con resultados dicotdmicos, en los
que solo es posible determinar presencia o ausencia de enfermedad (negativo o positivo), o bien con resul-
tados categoricos, por ejemplo, mediante examenes que tienen categorias de gravedad (leve, moderada o
severa).

Cuando se solicita una prueba de laboratorio, la probabilidad de confirmar el diagndstico puede ser previa,
antes de solicitar la prueba, o posterior, después de recibir el resultado. Una prueba para resultar util debera
tener excelentes valores de S y E. Sin embargo, el grado de confianza que genera la prueba nunca es total
porque siempre hay un grado de incertidumbre. La utilidad de una prueba viene determinada por la disminu-
cion en el grado de incertidumbre presente antes y después de que esta sea realizada.

El nomograma de Fagan permite calcular la probabilidad post-prueba una vez que se conoce la probabilidad
pre-prueba (prevalencia) y la razén de verosimilitud. Tiene tres columnas: la primera es la probabilidad de
tener la enfermedad antes de aplicar la prueba (prevalencia), la segunda es la razén de verosimilitud y la
tercera la probabilidad post-prueba. Con una regla se traza una linea entre la probabilidad pre-prueba y la
razon de verosimilitud. La prolongacién de esta linea corta en la tercera columna la probabilidad de tener la
enfermedad en funcion del resultado de la prueba (figura 9) (24, 25).

En el trabajo de Abarca y cols. (2013) se determina la utilidad diagnéstica de la IgM anti-Bartonella hen-
selae para el diagndstico de la enfermedad por arafiazo de gato, utilizando como estandar de referencia
(recomendado por el CDC) la determinacion de IgG mediante inmunofluorescencia. En este trabajo no sélo
calcularon la S, E, VPP y VPN, sino que también calcularon los LR y la probabilidad post-test mediante el
nomograma de Fagan. En 37 pacientes con IgG anti-B. henselae positiva, la IgM fue positiva en 16 y nega-
tiva en 21; en 71 pacientes con IgG negativa, la IgM fue negativa en 69 y positiva en 2. Por consiguiente,
la IgM present6 S 43%, E 97%, VPP 88%, VPN 77%, LR(+) 15y LR(-) 0,58. Por todo ello, concluyen que
una IgM positiva apoya el diagnéstico de enfermedad por arafiazo de gato, pero una negativa no permite
descartarlo. Por tanto, la IgG debe seguir considerandose como el estandar de oro para el diagndstico de
infecciones por B. henselae (26).
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Figura 9. Nomograma de Fagan utilizado para el calculo de la probabilidad post-test con el LR+ (azul) y
LR- (rojo). La prevalencia en la muestra era de 34,3%, punto que se marca como probabilidad pre-test en el
nomograma y desde el cual se traza una linea (azul) que cruza el LR+ obtenido (15) con lo que se obtiene
una probabilidad post-test de 89% y una linea (roja) que cruza el LR— obtenido (0,58) con lo que se obtiene
una probabilidad post-test de 23% (IC95% 19-29). (Modificado de Abarca y cols. 2013) (26).
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AUC (Area bajo la curva, area under a curve) y curvas ROC (Receiver Operating Characteristic)

La curva ROC se utiliza de forma general para estudiar la capacidad de una prueba para discriminar a los
individuos que presentan la condicién (verdaderos positivos) de aquellas que se considera que presentan
la condicion de forma errénea (falsos positivos). La curva ROC se utiliza también para determinar el mejor
punto de corte de una prueba (mayor cantidad de verdaderos positivos con menor cantidad de falsos posi-
tivos), y finalmente para comparar la eficiencia de dos o mas pruebas, a través de sus areas bajo la curva
(AUC, del inglés Area Under a Curve). (Ver apartado 3.2.8.).

En un trabajo en el que se evalua rendimiento diagnodstico de la lipocalina-2 en liquido sinovial para discrimi-
nar infeccion protésica de fracaso aséptico del implante encuentran que el punto de corte 6ptimo para una
maxima sensibilidad (86,3%) y especificidad (77,2%) para discriminar fallo aséptico vs infeccion fue de 152
ng/mL, lo que produjo un AUC de 0,92 (IC 95%: 0,84-0,99). El rendimiento diagndstico de la lipocalina-2 fue
significativamente superior al del recuento de leucocitos (p=0,011) (Figura 10) (27).

Figura 10. AUC para todas las concentraciones de lipocalina-2 en comparacion con AUC para el recuento de
leucocitos en liquido sinovial para discriminar entre infeccion y fallo aséptico. (Con permiso de los autores:

Vergara A y cols. 2019) (27).
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Evaluacion del rendimiento clinico de un PSDIV sin estandar de referencia

En la practica, puede ocurrir que no se aplique el estandar de referencia a todos los participantes del
estudio, bien porque es muy caro, o invasivo, o los pacientes no dan su consentimiento o los médicos
decidieron no realizarla a algunos pacientes por razones médicas. También puede ocurrir que el estandar
de referencia no sea muy preciso o directamente que no exista un estandar de referencia. En estos ca-
s0s, no se podran calcular los indicadores mencionados hasta ahora, sino que habra que recurrir a otros
métodos. En la revision sistematica de Umemneku Chikere y cols (2019), se recogen diferentes métodos
para evaluar el rendimiento clinico de una prueba en estos supuestos (28).

Otros resultados

Se pueden obtener otros datos que pueden ser Utiles para determinar qué impacto puede tener el resul-
tado de la prueba en la atencion clinica y cdmo de viable y sencillo puede resultar su implementacion en
la rutina, como por ejemplo:

e Tiempo desde que se toma una muestra hasta que se obtiene el resultado de la prueba. En el trabajo
de Munrés y cols. (2021) se compararon dos técnicas (PCR estandar y PCR rapida) para la deteccion de
Chlamydia trachomatis y Neisseria gonorrhoeae en mujeres con sospecha de enfermedad inflamatoria
pélvica. La concordancia entre las dos técnicas fue del 100%, pero los resultados con la PCR rapida se
obtuvieron mucho antes (2 vs. 24 horas) y su uso fue mucho mas sencillo, lo que apoya su uso en centros
donde la técnica estandar no esta disponible (29).

o Dificultad en la interpretacion de los resultados.

e Tasa de resultados invalidos. Debe informarse el numero de resultados indeterminados e invalidos
(cuando la prueba no devuelve ningun resultado). ¢ Hay un nimero excesivo de pruebas no validas? ;A
qué se debe? ;Prueba, operador o muestras?

e Impacto del resultado de la prueba en la toma de decisiones clinicas (Apartado 3.4.)

3.4.

Una vez establecidas las caracteristicas analiticas del dispositivo en evaluacion resta estudiar las impli-
caciones del resultado del test tanto en el paciente como en la sociedad. Por tanto, la ultima etapa en el
proceso de evaluacioén consiste en investigar la medida en que los resultados del test modifican el razona-
miento diagndstico o la toma de decisiones asistenciales y en ultima instancia su impacto en la situacion
clinica del paciente. El disefio adecuado para alcanzar una relacion de causalidad que permita evaluar
adecuadamente el efecto de un test en la salud o calidad de vida del paciente es el ensayo clinico con-
trolado aleatorizado (RCT, del inglés randomized controlled trial). Otra cuestion es si efectivamente un
test diagnodstico debe considerarse médicamente Util aun cuando su resultado no tiene un efecto clinica-
mente evaluable o no produce ningun cambio en la actitud clinica del médico responsable, por ejemplo,
un test destinado al diagndstico de una patologia no tratable o no prevenible (5).

Una ultima etapa en el proceso de evaluaciéon de los resultados en el paciente o el sistema supondria
la evaluacion econémica de la implantacion del dispositivo. Las evaluaciones econémicas se pue-
den llevar a término atendiendo a cdmo se computan los gastos de una intervencion determinada y sus
consecuencias, ya sea en variables monetarias, variables clinicas, o variables de utilidad como los afos
de vida ganados ajustados por calidad. Atendiendo a esto se clasifican en estudios de minimizacién de
costes, coste eficacia, coste utilidad o coste beneficio. El procedimiento de la SEIMC numero 64 ya reviso
profundamente todos estos aspectos por lo que no nos extenderemos mas aqui (3).

Los ensayos clinicos de manera genérica se pueden clasificar en dos tipos. El ensayo clinico propiamente
dicho o estudios de intervencion, en los que nos centraremos a continuacién, y los estudios observacio-
nales. Estos ultimos se caracterizan porque los pacientes no son asignados a una intervencién especifica
por parte del investigador, aunque si pueden recibir intervenciones (medicamentos, test diagndsticos,
etc.) de acuerdo con las practicas clinicas asistenciales. Los estudios observacionales se clasifican en
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estudios transversales (cross-sectional studies) y longitudinales:
¢ Estudios transversales: aquellos que comparan diferentes grupos de poblaciéon o muestras en un Unico
momento temporal.
o Permiten el estudio de diferentes variables en un momento determinado de tiempo.
o No tienen en consideracion todo aquello que paso antes o lo que pasara después.
e Estudios longitudinales:
o En estos se recopilan datos de los individuos durante un periodo prolongado de tiempo.
o Permiten establecer la secuencia temporal de los diferentes eventos ocurridos en los individuos, lo
que permite establecer relaciones causa-efecto.
o En contrapartida permiten el estudio de una uUnica variable y son mas costosos.

3.4.1 Ensayo clinico controlado y aleatorizado

De acuerdo con el National Institutes of Health (NIH) un ensayo clinico es un estudio de investigacion en el
cual uno o mas humanos son asignados a una o mas intervenciones para evaluar el efecto de éstas en los
resultados médicos o conductuales de los individuos. ElI RCT (randomized clinical trial) es el gold standard
para demostrar asociaciones causa-efecto en intervenciones médicas, farmacolégicas o diagndsticas. La
asignacion aleatoria de los individuos a uno u otro brazo del ensayo, preferiblemente en una asignacion
ciega para el clinico y el paciente, aporta la base para la cuantificacion del efecto de la intervencién con
una interpretacion causal y es la base de la medicina basada en la evidencia (30).

Los ensayos clinicos se pueden clasificar en cinco grandes tipos con base en su finalidad:

¢ |. Ensayos de prevencion que investigan como prevenir una determinada patologia o su recurrencia.

e |I- Ensayos de screening destinados a detectar ciertas enfermedades o su recurrencia.

e |lI- Ensayos de diagnéstico, los cuales examinan pruebas o procedimientos para el diagnostico de enfer-
medades concretas.

¢ V- Ensayos de tratamiento que comparan tratamientos en evaluacion con aquellos establecidos. Inclu-
yen tanto farmacos como dispositivos o procedimientos.

e V- Ensayos de calidad de vida, los cuales investigan terapias o intervenciones para mejorar el confort o
la calidad de vida de pacientes con patologias cronicas.

Otra posible clasificacion de los ensayos clinicos es como fijos o adaptativos dependiendo de si el disefio
del estudio permite cambios a medida que se van acumulando datos del ensayo. (https://www.nih.gov/
health-information/nih-clinical-research-trials-you/basics).

3.4.2. Consideraciones generales para ensayos clinicos de PSDIV

Por su idiosincrasia en los ensayos clinicos que evaluan PSDIV hay diferentes aspectos a resaltar, como
son: su intencion de uso, el disefio del ensayo, asi como el comparador utilizado o test de referencia.

Intencion de uso: atiende a diferentes aspectos tales como el propdsito clinico del test, el tipo de prueba,
el criterio evaluado, el tipo de muestra, lugar anatémico de toma de muestra y procedimiento para su obten-
cién o la poblacion diana. Todos estos son aspectos a tener en consideracion para disefar el experimento,
de manera que el ensayo clinico se adecue tanto como sea posible a la practica real del test evaluado.
(Ver apartado 3.3.1.).

Diseio del estudio: de manera general los RCT se pueden clasificar atendiendo al método elegido para
la inclusion de los pacientes (aleatoria o secuencial), al nUmero de grupos en el ensayo y el método de
comparacion entre grupos, (disefios paralelos o pareados) y al tipo de comparador.

e Método de inclusién de individuos:
Un ensayo clinico prospectivo debe incluir pacientes, atendiendo a unos criterios de inclusion y exclusion
preestablecidos. La inclusién de pacientes al ensayo puede atender a dos modelos:
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e Pacientes consecutivos: se incluye a todos los pacientes que cumplan los criterios de inclusion a me-
dida que se presentan hasta alcanzar el tamafo muestral requerido. Este suele ser el método de eleccién
para la evaluacion de test de cribado con una elevada sensibilidad.

e Pacientes aleatorizados: mediante este método se incluyen de manera aleatoria a diferentes pacien-
tes siempre y cuando cumplan estos criterios, ya sea de manera global o por clusteres de poblacion,
siguiendo una distribucion homogénea en cada cluster, proporcional al tamafio de cada uno de ellos en la
poblacion general o mixta, con una proporcion fija en todos ellos y una variable dependiendo del grado de
representacion de cada grupo en la poblacién a estudio. Este ultimo método evita fendmenos de sobre- o
infrarrepresentacion de clusteres poco frecuentes.

e Disefio de los brazos de analisis:
Un RCT puede evaluar un unico test, sin el uso de un comprador de referencia, para evaluar una carac-
teristica funcional del test, por ejemplo, su capacidad prondstica, con entre otros, uno de los siguientes
modelos (31):

e Modelo general para evaluar el valor prondstico de una técnica analitica (Figura 11): Particular-
mente util cuando ademas de evaluar la concordancia entre el resultado del test y su valor real es ne-
cesario conocer su asociacion con la gravedad o el pronéstico de una patologia determinada, como por
ejemplo el modelo que se expone a continuacion:

Figura 11. Modelo general para evaluar el valor pronéstico de una técnica analitica. Elaborado con yEd 3.21.

Diarrea Nosocomial Seguimiento
sin intervencién > Resultado

Diarrea Nosocomial

Otros ejemplos bibliograficos: Lewis y cols. (1997) (32).

e Modelo simple con el procedimiento analitico al inicio del ensayo clinico (Figura 12):

e Establece el valor pronéstico del test en cada brazo

e Evallia qué opcidn terapéutica es mas efectiva en los dos brazos de tratamiento, por tanto, en todos los
pacientes incluidos en el ensayo.

e Permite evaluar las opciones terapéuticas en pacientes con idéntico resultado en el test y la capacidad
del test para predecir el tipo de respuesta a los diferentes brazos de tratamiento.

Figura 12. Modelo simple con el procedimiento analitico al inicio del ensayo clinico. Elaborado con yEd 3.21.

Tratamiento = Resultado

Uretritis

Placebo = Resultado

Otros ejemplos bibliograficos: Sargent y cols (2005) (33).
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e Modelo en el cual el resultado del test se utiliza como criterio de inclusion al ensayo:

« Unicamente los pacientes con resultado positivo se incluyen en el grupo de intervencion.

e Permite evaluar el efecto de tu intervencion en pacientes con un test positivo.
e Mejora aspectos éticos respecto al modelo anterior.

Figura 13. Modelo en el que el resultado del test se utiliza como criterio de inclusidn al ensayo. Elaborado

con yEd 3.21.
Mantener
tratamlento antiblético | > Resultado
Desescalar
Insuficiencia respiratoria tratamiento antibiético — Resultado
en paciente con
intubacion orotraqueal
Mantener
! iratamiento antiblético [ > Resultado

Otros ejemplos bibliograficos: Coté y cols. (1995) (34).

e Modelo en el que se aleatoriza a los pacientes a realizarse o no el test (Figura 14):

e En este tipo de ensayo se aleatoriza a los pacientes a la realizacion o no del test.

e El modelo evalua tanto el efecto del test como del tratamiento, pero no se puede diferenciar uno de otro.

Figura 14. Modelo en el que se aleatoriza a los pacientes a realizarse o no el test

Mantener
4 — -

tratamiento antibiético Resultado
Luminex
respiratorio
_h Desescalar
ingreso en BC B ratamiento antibistico ] Resultado
Mantener
tratamiento antibistico | Resultado

Otros ejemplos: Geijerstam y cols. (2006) (35).

Cuando se compara el rendimiento de dos métodos entre si, existen dos disefios generales: El disefio

paralelo y el de grupos pareados (19).

e Modelo de grupos paralelos: este modelo se caracteriza por la asignacion aleatoria de cada paciente
a uno de los dos grupos de andlisis, pero no a ambos. Este método es util para evaluar test invasivos o
cuando no sea factible realizar mas de un analisis por individuo. En contrapartida requiere de tamafios
muestrales grandes para que ambos grupos, si la distribucién es aleatoria, estén balanceados en todo

el espectro de posibilidades de la poblacion diana.

e Modelo de grupos pareados: por este método, cada individuo es evaluado por ambas pruebas, tanto
con el método en evaluacion cuanto con el test de referencia. Estos disefios son estadisticamente mas
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eficientes debido a que se evita la variabilidad adicional que aporta el hecho de tener dos grupos diferen-
ciados propio del disefio paralelo. Permite ademas evaluar la influencia de caracteristicas individuales de
los individuos con uno y otro test. Es el modelo mas habitual

Comparacion secuencial o simultanea:

Si se evalua mas de un test, la comparacién de éstos con su estandar puede ser secuencial, seguida una
de otra o simultanea; esta ultima vertiente posibilita la comparacion directa de ambos test de estudio con su
referencia en una misma poblacién y resulta mas econémica y mas rapida. Por el contrario, puede dificul-
tar la interpretacion independiente de los resultados, dificultar el disefio del estudio, ya sea por la toma de
muestra, la aleatorizacidon o el enmascaramiento. Ademas, puede resultar éticamente cuestionable la toma
de varias muestras a un mismo paciente.

Test de referencia:

La evaluacion del rendimiento analitico de un test diagndstico se basa en la comparacién con un test de
referencia. La eleccion de un test de referencia adecuado es crucial para la legitimidad de la prueba. (Ver
apartado 3.3.1.)

3.4.3. Barreras especificas asociadas a los ensayos clinicos de PSDIV

Existen diferentes aspectos que pueden influir negativamente en la consecucion de ensayos clinicos para
test diagnosticos debido a las caracteristicas especificas de este tipo de evaluaciones. A destacar: el mo-
mento de la evaluacién del test, la aceptabilidad, el enmascaramiento, el grupo comparador, la curva de
aprendizaje, entre otros sesgos (36).

e Momento de la evaluacion: la planificacion y desarrollo de un ensayo clinico a menudo abarca varios
meses o incluso afios. Sin embargo, los dispositivos biomédicos, a menudo sufren cambios de disefio
durante los primeros meses tras la introduccion en el mercado, lo cual puede mermar la utilidad de los
resultados del ensayo.

e Aceptabilidad: dificulta la aleatorizacion de los individuos y por tanto la validez del ensayo. Este pro-
blema deriva de las preferencias de los pacientes por elegir un brazo concreto del ensayo (una técnica o
proceso diagnostico en particular respecto al otro).

¢ Enmascaramiento: es un proceso fundamental en los ensayos clinicos; atendiendo a las caracteristicas
de este tipo de ensayos en particular, el enmascaramiento puede ser dificil o imposible, tanto por razones
practicas como por razones éticas.

e Eleccion del grupo comparador: el grupo control es un aspecto fundamental en el ensayo clinico. A me-
nudo, no existe un gold standard con el que comparar o éste no es factible, por las complicaciones técnicas
o por tratarse de técnicas alejadas de la practica asistencial. También existe la posibilidad de que existan
varios métodos de comparacion reales en la practica clinica, lo cual hace necesaria la eleccion del ensayo
a utilizar en cada grupo y su justificacion.

e Curva de aprendizaje: siempre y cuando la experiencia del operador o el facultativo puedan afectar al
resultado de la técnica.

e Otros sesgos:
o Sesgo temporal: el momento en el que se realiza la prueba puede ser un factor de confusion, dan-
do a entender que los que se realizan la prueba de manera temprana tienen por ejemplo una mayor
supervivencia que aquellos que se realizan la prueba de manera tardia por este sesgo temporal aun
siendo la supervivencia independiente del resultado del test.
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o Sesgo de verificaciéon: cuando el test de referencia unicamente se aplica al subgrupo de pacientes
con resultados positivos en el test en investigacion se puede producir este sesgo de verificacion.
oSesgo de progresion/regresion de la enfermedad: cuando los resultados del test en evaluacion
y el de referencia no se evaluan simultdneamente puede ocurrir que el estado clinico del paciente no
sea el mismo y por tanto se produzca este tipo de sesgo.

3.4.4. Factores que pueden afectar a la validez externa de un ensayo clinico
Entre los diferentes factores que pueden restar validez externa a un ensayo clinico de PSDIV destacan los
resumidos en la tabla 13.

Tabla 13. Factores que pueden afectar a la validez externa de un ensayo clinico

Entorno Centro de salud, entorno hospitalario, etc.

Seleccion de clinicos

Seleccion de hospitales

Seleccién de pacientes Criterios de inclusion y exclusion

Métodos de diagnéstico pre-aleatorizacion
Ratio

Proporcién de pacientes que declinan el ensayo

Caracteristicas de aleatorizacion Caracteristicas basales

Grupos raciales

Comorbilidades

Diferencias entre el ensayo y la practica clinica | Tiempos de intervencion y resultados

Exclusidén de ciertas intervenciones en el grupo control

Resultados medidos y seguimiento Frecuencia de seguimiento

Duracién del seguimiento

Relevancia clinica de los marcadores subrogados elegidos

(Modificado de Rothwell y cols. 2006) (37)

3.4.5. Control de calidad y monitorizacion

Los ensayos deben incorporar un control de calidad que atienda a todo el proceso analitico y documental
de acuerdo con las buenas practicas de laboratorio clinico (GCLP) y supervisado por una persona externa
al equipo de investigacion. Las GCLP son un estandar internacional de calidad que surge de la unién de
las GCP (buenas practicas clinicas) que aborda el disefio, metodologia y reporte de datos en los ensayos
clinicos y los GLP (buenas practicas de laboratorio) que ofrece un sistema de calidad para los procesos
organizativos y las condiciones en las que se planifican, realizan, supervisan, registran, archivan y notifican
los estudios de laboratorio no clinicos. Su objetivo es proporcionar un marco unificado para el analisis de
muestras con el fin de dar credibilidad a los datos generados y facilitar la aceptacion de los datos por las
autoridades reguladoras de todo el mundo.

Estos controles de calidad comprenden tres aspectos fundamentales:

e Control de calidad del estudio: fundamentalmente se refiere a la generacién de procedimientos nor-
malizados de trabajo que recogen detalladamente todos los aspectos del estudio a desarrollar.

e Monitor externo: control independiente de calidad llevado a cabo por un evaluador externo.

e Mejora de calidad del estudio: pautas para la identificacion de puntos criticos, errores y procesos
para su correccion.
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Para una informacion mas detallada recomendamos consultar el documento de la OMS sobre GCLP (Ver
apartado 2 de este procedimiento).

3.4.6. Aspectos fundamentales a considerar para el desarrollo de un ensayo clinico para la evalua-
cion de un PSDIV.

A modo de resumen y de manera esquematica describimos a continuacion los aspectos fundamentales a
considerar para el desarrollo de un ensayo clinico para la evaluacién de dispositivos de diagndstico in vitro
(38):

1.Definir la poblacién a estudio para el test en evaluacion
2.Desarrollo metodoldgico del reclutamiento de pacientes:
a.Quién reclutara a los individuos
b.Criterios de inclusion y exclusién
c.Quién respondera a los pacientes las cuestiones relacionadas con el estudio
d.Como se pedira el consentimiento informado
3.Disefio de los medios para la consecucién del estudio
a.Seleccion de datos necesarios para el estudio
b.Caracteristicas y tipo de cuestionarios (sencillez, preguntas estructuradas, respuestas predefinidas,
lenguaje asequible, diferenciacion entre respuestas omitidas y no aplicables)
4 .Desarrollo de un estudio piloto
a.Permitira evaluar lo medios de recogida de datos
b. Evaluacion de la prevalencia real en la poblacion estudiada para el calculo del tamafio muestra
5. Calculo del tamafo muestral
6.Desarrollo de un plan logistico (obtencién, transporte, numeracion y conservacion de las muestras)
7.Definir el método de enmascaramiento del resultado del test de referencia al analizar la muestra me-
diante el método en evaluacion
8.Definir un plan de control de calidad
a.Para garantizar la competencia en ambos test, el de referencia y el test en evaluacion
b.Garantizar la calidad en la recogida y almacenamiento de datos
9.Disefio del modelo de recogida almacenamiento y analisis estadistico de los datos
10.Método para garantizar la confidencialidad de los datos
11.Definir un plan para asegurar que el estudio reune los requisitos de calidad necesarios, asi como un
método para la validacion externa del mismo
12.Requisitos éticos y validacion por el comité de ética pertinente
13.Definir los métodos para la difusién de resultados.

4. ESTUDIOS DE EVALUACION DE PSDIV

En este apartado se revisan estudios publicados sobre evaluacion del rendimiento analitico y clinico de
diferentes tipos de PSDIV. Se toman como ejemplo: i) estudios de evaluacién de test rapidos de detec-
cion de antigenos, ii) estudios de evaluaciéon de técnicas de LAMP (Loop-mediated Isothermal Am-
plification), y iii) estudios de evaluacién de métodos de determinacion de sensibilidad antibiética. El
propdsito de este apartado, es proporcionar por medio de ejemplos de trabajos previos, ideas de disefo de
estudios de evaluacion de PSDIV. Los ejemplos se han agrupado siguiendo la propuesta de 4 fases diferen-
ciadas en la evaluacion de un test diagnostico.
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4.1. ESTUDIOS DE EVALUACION DE TEST RAPIDOS DE DETECCION DE ANTIGENOS

Tabla 14. Ejemplos de estudios fase 2 de evaluacion de test rapidos de deteccidén de antigenos.

(0] JT=11\V/o)

Estandar de Diseio estudio

Muestras

Parametro

Resultado

referencia incluidas analizado

Rendimiento | NA De sensibilidad analitica Se generé una LOD Limite de deteccion: 1.15 x 102 TCD50/mi (36)
analitico muestra artificial

mediante un virus

inactivado a una

concentracion de

4.6 x 10° TCIDso/ml,

se hicieron

diluciones seriadas

y se analizé por

triplicado.

RT-PCR Ensayo prospectivo 865 muestras (36)
multicéntrico que analiz6 nasofaringeas. Sensibilidad | Sensibilidad relativa: 98.32% (1C95% 94,06- 99,81)
muestras nasofaringeas Especificidad | Especificidad relativa: 99.60% (1C95% 98,8-99,92)
tanto de individuos Exactitud Exactitud: 99.42% (1C95% 98,66- 99,81)
sintomaticos como de
asintomaticos

RT-PCR Estudio retrospectivo de 32 microorganismos | Especificidad | RSV Tipo A: 5,5x107 PFU/mL (36)
reactividad cruzada con analitica y RSV Tipo B: 2,8%x105 TCID50/mL
distintos organismos reactividad Influenza A H1N1: 1x10% PFU/mL
Las muestras positivas por cruzada Influenza A H3N2: 1x10% PFU/mL
PCR-RT para los diferentes Influenza A H5N1: 1x10% PFU/mL
organismos resultaron Rhinovirus: 1x108 PFU/mL
negativas cuando se Adenovirus: 5%107% TCID50/mL
analizaron con la prueba Adenovirus: 2,8x108 TCID50/mL
rédpida de antigenos.
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Objetivo

Estandar de

Diseno estudio

Muestras

Tabla 15. Ejemplos de estudios fase 3 de evaluacion de test rapidos de deteccion de antigenos.

Parametro

DOCUMENTO CIENTIFICO

Resultado

referencia incluidas analizado
Inmunocromatografia | RT-PCR Ensayo prospectivo | 256 individuos que | VPP, VPNy | Con una prevalencia del 15%: (39)
de malaria en paises monocéntrico con retornaban de concordancia | VPP: 89,8% en P. falciparumy 88,4% en P. no-
no endémicos enmascaramiento paises endémicos falciparum.
para el resultado de | con sospecha de VPN: 97,7% en P. falciparum'y 93,8% en P. no-
la PCR. malaria falciparum.
Coeficiente kappa: 0,99 P. falciparum y 0,94
Aldolasa panmalarica
Evaluacion de RT-PCR Estudio prospectivo. | 412 pacientes Sensibilidad | Sensibilidad: 79,6% (95%CI 67,0-88,8) (40)
campo de la utilidad sintomaticos Especificidad | Especificidad: 100% (95%CI 98,7-100)
de test para el Valores Coeficiente kappa: 0,87 (95%CI 0,79-0,94)
diagndstico de la predictivos Prevalencia del 5%:
infeccion por COVID- Coeficiente VPN: 99% (95%CI 97,4-99,6)
19 en pacientes kappa Curva ROC: RT-PCR CT <25 y SARS-CoV-2 RNA
sintomaticos Curva ROC loads >5,9 log10 copias/ml discriminan entre

PCR+/AG+ y PCR+/AG- con una especificidad y
sensibilidad del 100%.

Objetivo

Estandar de
referencia

Diseio estudio

Muestras
incluidas

Tabla 16. Ejemplos de estudios fase 4 de evaluacién de test rapidos de deteccion de antigenos.

Parametro
analizado

Resultado

Capacidad predictiva
de riesgo de
exacerbacién de
EPOC de la prueba
de antigeno de
galactomanano en
suero.

Criterios
clinicos

Estudio
observacional
retrospectivo

191 pacientes

Riesgo de
exacerbacion
de EPOP

Antigeno de galactomanano en suero >0,7 se
asocio a mayor incidencia de exacerbacién aguda
de EPOC.

P =0.0039, Gray’s test (hazard ratio, 2,162; 95% IC

1,26-3,69; P = 0,005)

(41)
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4.2. ESTUDIOS DE EVALUACION DE TECNICAS LAMP
Ejemplo Fase 1

La amplificacion mediada por bucle (LAMP, del inglés loop-mediated isothermal amplification) es una forma
de amplificacion rapida de acidos nucleicos que tiene varias ventajas frente a las técnicas de diagndstico
molecular tradicionales, como la PCR, incluida la rapidez, la cantidad de equipo necesario y la tolerancia a
los fluidos bioldgicos (lo que facilita el analisis directo del material clinico, sin necesidad de extraccién de
los AANN). Actualmente existen multiples aplicaciones de esta tecnologia en el diagndéstico microbiolégico.
Por ejemplo, en esta revision (42), justifican el uso de esta tecnologia para el diagndstico de la meningitis
bacteriana.

En este trabajo (43), evaluan en concreto una LAMP para la deteccion precoz en nifios de meningitis menin-
gococica invasiva a partir de frotis nasofaringeos. Obtienen muy buenos resultados, pero entre sus limitacio-
nes ya comentan que estos resultados son validos para su poblacidn, pero que habria que analizar la vali-
dez clinica de este método en otras poblaciones, adolescentes y adultos, ya que la proporcién de portadores
asintomaticos en esas poblaciones es superior, lo que supondria mas falsos positivos (menor especificidad).
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Tabla 17. Ejemplos de estudios fase 2 de evaluacién técnicas LAMP.

Objetivo

Estandar de
referencia

Diseno
estudio

Muestras incluidas

Parametro
analizado

DOCUMENTO CIENTIFICO

Resultado

47

Identificar los LBA, BASy AT LBA: 102 UFC/mL para S. aureus, E. coli, P.| (44)
principales procesados en rutina 'y aeruginosa y K. pneumoniae y 10* UFC/mL para S.
microorganismos conservados a -80°C. maltophilia 'y A. baumannii.
causantes de LBA negativas inoculadas | Limite deteccién | BAS/AT: 102 UFC/mL para P. aeruginosa, K.
neumonia Cultivo Casos- con microorganismos pneumoniae y A. baumannii, 103 UFC/mL para E.
intrahospitalaria controles diana de la LAMP a coli,y 10* UFC/mL para S. aureus 'y S. maltophilia.
directamente en estudio y diluciones de
muestras respiratorias muestras positivas de BAS | Reactividad No hubo reacciones cruzadas.

y AT. cruzada

El uso de EDTA como anticoagulante resulté (45)

Sangre periférica de 23 adecuado, aunque no se recomendaba para LAMP,
Deteccion de ADN de pacientes con Chagas y debido a que el EDTA compite por el manganeso
Trypanosoma cruzien | PCR Casos- 10 controles Interferencia con el pirofosfato generado una vez iniciada la
sangre humana. cuantitativa controles reaccion. Por el contrario, en sangre heparinizada,

la sensibilidad fue un orden inferior.

Ocho réplicas de Ver tabla 8 del articulo. (46)

muestras. Repetibilidad 100% de las réplicas fueron detectadas para cada
Deteccion de SARS- RT-PCR a muestra por los tres operadores (CV <10%).
CoV-2 tiempo real

Ocho réplicas de las Ver tabla 8 y 9 del articulo. 100% de las réplicas

muestras en dos fueron detectadas para cada muestra por los tres

plataformas y con tres Reproducibilidad | operadores y en las dos plataformas (CV <10% en

operadores diferentes. ambos casos).
Abreviaturas: LBA, Muestras de lavado broncoalveolar; BAS, muestras de broncoaspirados; AT, muestras de aspirados traqueales (AT); CV, Coeficiente de variacion.
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Tabla 18. Ejemplos de estudios fase 3 de evaluacién técnicas LAMP.

DOCUMENTO CIENTIFICO

Objetivo Estandar de Diseino Muestras incluidas = Parametro Resultado
referencia estudio analizado
Identificar los Resultados Ver tablas 1y 3 del articulo (44)
principales individuales
microorganismos S (IC 95%) BAL: 86,3 (73,7-94,3); BAS/AT: 94,6 (86,7-98,5)
causantes de E (IC 95%) BAL: 100 (59-100); BAS/AT: 100 (66,4—100)
neumonia Cultivo Casos- 58 LBA VPP (IC 95%) BAL: 100 (89-100); BAS/AT: 100 (93,5-100)
intrahospitalaria controles 83 BAS/AT VPN (IC 95%) BAL: 50 (33,5-66,6); BAS/AT: 69,2 (46,5-85,4)
directamente en Accuracy (IC 95%) BAL: 87,9 (76,7-95); BAS/AT: 95,2 (88,1-98,7)
muestras respiratorias. Coeficiente kappa BAL: 70,9 (51,5-90,2); BAS/AT: (89,7 80-99,5)
(IC 95%)
LR+ (IC 95%) A partir de ARN: 103,39 (14,69-727,57)
Muestra directa: 23,57% (5,93—-93,68) (46)
LR- (IC 95%) A partir de ARN: 0,03 (0,01-0,10)
Muestra directa: 0,34 (0,22-0,50)
A partir de ARN: 196 | Tiempo obtencién | Todas las muestras con un Ct <30 se detectaron en
resultado 16 minutos o menos.
Deteccion de SARS- RT-PCR a Casos- Muestra directa: 119 | Probabilidad pre-test Paciente sintomatico sin contacto de riesgo: 0,19
CoV-2 tiempo real controles (19%).
Paciente asintomatico con contacto de riesgo: 0,12
(12%).
Probabilidad pre-test Paciente sintomatico sin contacto de riesgo: RT-
LAMP positiva 0,81 (81%); RT-LAMP negativa 0,07
(7%).
Paciente asintomatico con contacto de riesgo: RT-
LAMP negativa 0,05 (5%).
Deteccion precoz en Cultivo y Casos- 260 frotis naso- Flujo de pacientes Figura 15 (43)
nifios de meningitis PCR controles faringeos incluidos
meningocdcica
invasiva a partir de
frotis nasofaringeos.
Abreviaturas: LBA, Muestras de lavado broncoalveolar; BAS, muestras de broncoaspirados; AT, muestras de aspirados traqueales (AT); LR, Likelihood ratio.
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Figura 15. Ejemplo de flujo de pacientes incluidos en la evaluacion del rendimiento clinico de una LAMP. (Modificado de Waterfield y cols. 2020) (43).

Potentially eligible

participants
N= 304
Didn't meet inclusion criteria N=4
— Consent declined N=1
Language barrier N=2
Missed N=18
Eligible Patients
N= 280
— No index test N=17
Included in Analysis
N= 263
\ 4
Index test positive Index test invalid Index test negative
N= 14 N=3 N= 246
No reference standard No reference standard
= =7
(All discharged without (Al discharged without
treatment) treatment)
v
Referenc_e standard Reference standard o/ R
N= 14 N= 2 N= 239
v
Final diagnosis Reference standard Reference standard
MD=5 MD=0 MD=0

Y
eimc

49



Tabla 19. Ejemplos de estudios fase 4 de evaluacién de técnicas LAMP.

Objetivo

Estandar de Diseno

referencia

estudio

Muestras
incluidas

Parametro
analizado

DOCUMENTO CIENTIFICO

Resultado

Evaluar coste-efectividad del Coste La realizacién de la LAMP para el diagnostico de | (47)
diagnéstico de tuberculosis tuberculosis fue la opcion més barata.
utilizando pruebas moleculares Modelo
en la poblacion general Microscopia | Markov NA Afos de vida La realizacion de la LAMP para el diagnoéstico de
tailandesa con sospecha de y cultivo. ganados tuberculosis fue la opcién con mas afios de vida
tuberculosis pulmonar. ajustados por ganados ajustados por calidad.
calidad
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4.3. ESTUDIOS DE EVALUACION DE METODOS DE DETERMINACION DE SENSIBILIDAD ANTIBIOTICA

Tabla 20. Ejemplos de estudios que evaluan el rendimiento de distintos sistemas para el estudio de la sensibilidad a antimicrobianos en distintas especies bac-
terianas o fungicas.

Objetivo Estandar de Muestras incluidas Criterios de Resultado
referencia interpretacion
empleados
Evaluar el rendimiento del Phoenix | Microdilucién N= 303 aislados clinicos unicos de | CLSI M100 Phoenix-MD: DD-MD:
NMIC-413 y la difusién con disco en caldo Enterobacterales (195 R a CBP;
para la determinacion de 108 S a CBP) EAy CA>93 % CA>93%
sensibilidad antibiética a Aislados QC: ME <1,75% ME <3%
ertapenem, imipenem y -K. pneumoniae BAA 1705 (blakpc- VME= 0 MinE <5%
meropenem, en Enterobacterales 2) MinE <5% para los tres CBP
sensibles y resistentes a -E. coli ATCC 2452 (blanpm-1) para los tres CBP
carbapenémicos -K. pneumoniae ATCC 700603
-E. coli ATCC 25922
Comparar los resultados de MD Microdilucién N= 15 aislados de Nocardia spp. CLSI M24 MD+RSZ-MD MD+OD-MD (49)
con MD-resazurina y MD-lectura en caldo (10 resistentes (R) a ciprofloxacino - —
por espectrofotometria para el y 4 R a minociclina) waclno. 5
estudio de sensibilidad antibiética (N. brasiliensis n=8; EA-90,7% EA- 89,4%
en Nocardia spp. N. farcinica n= 2; CA: 73,7% CA: 75%
N. beijingensis n=2; VME: 0,85% VME: 3,79%
N. oftitidiscaviarum n=2; ME: 4,24% ME: 1,52%
N . _ ' MinE: 21,2% MinE: 19,7%
. asteroides n=1)
Amikacina:
EA: 90,8% EA: 99,2%
CA: 100% CA: 100%
Minociclina:
EA: 80% EA: 93,8%
CA:85,6% CA:87,7%
VME y ME: 0% VME y ME:0%
MinE:14,4% MinE: 12,3%
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Tabla 20 continuacion. Ejemplos de estudios que evaluan el rendimiento de distintos sistemas para el estudio de la sensibilidad a antimicrobianos en distintas
especies bacterianas o fungicas.

Objetivo

Estandar de
referencia

Muestras incluidas

Criterios de
interpretacion
empleados

Resultado

Evaluar la precision de tres Microdilucion | N= 185 aislados clinicos de EUCAST-2018 Resultados globales para (50)
sistemas comerciales de en caldo bacilos gramnegativos S<2mg/L Enterobacterales y BGNNF:
microdilucién (Sensititre, UMIC, (Enterobacterales y BNNF) R >2 mg/L MD-Sensititre
MicroScan) para el estudio de n=52 S a colistina CA: 97,8%
sensibilidad a colistina en bacilos n=19 R intrinseca a colistina VME: 3%
gramnegativos. n=114 R adquirida a colistina ME: 0%
MD-UMIC
CA: 91,9%
VME: 11,3 %
ME: 0%
MD-MicroScan
CA: 91,9% (64,1% BNNF solos)
VME: 0,8%
ME: 3,1% (Enterobacterales)
ME: 65% (BNNF)
Evaluar el rendimiento del Microdilucion | N= 78 aislados clinicos (mayoria | CLSI (M27-A2) Anidulafungina/Anfotericina B (51)
sistema de determinacion de en caldo respiratorios) de Aspergillus spp. EA: 99%/100%
sensibilidad antifungica n=46 A. fumigatus (9 no wild-type CA: 100%/96%
MIRONAUT-AM para Aspergillus para itraconazol) Voriconazol/ltraconazol
spp. frente al sistema de n=14 A. flavus EA: 90%/87%
microdilucion n= 10 A. terreus CA: 97%/99%
n= 10 A. nidulans
Determinar la fiabilidad del Microdilucién | N= 614 Candida spp. CLSI (M27-A2) Anfotericina B (52)
sistema YSO01 Vitek 2 para el en caldo n=10 Criptococcus neoformans CA: 99,5%
estudio de sensibilidad a la n=1 Geotrichum spp. Fluconazol
anfotericina B, fluconazol y Aislados QC: CA: 92%
voriconazol en aislados clinicos C. krusei (ATCC 6258) (C. glabrata CA: 51,4%,
de levaduras. C. parapsilosis (ATCC 22019) C. krusei CA: 53,3%)
Voriconazol:
CA: 98,2%
IAbreviaturas: CBP, carbapenémicos; QC, control de calidad; ATCC, American Type Culture Collection; EA, acuerdo esencial; CA, acuerdo categoérico; VME, errores
muy graves; ME, errores graves; MinE, errores menores; DD, difusion con disco; MD, microdilucion; MD+RSZ, microdilucién con resazurina; MD+OD, microdilucién con
espectrofotometria; BNNF, bacilos gramnegativos no fermentadores; S, sensibles; R, resistentes.
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1. PROPOSITO Y ALCANCE

El propdsito del presente documento es describir el proceso de evaluacion analitica y clinica de una PCR
a tiempo real para la deteccion de Candida auris.

2. DOCUMENTOS DE CONSULTA

1. Leach L, Zhu Y, Chaturvedi S. Development and validation of a real-time PCR assay for rapid detec-
tion of Candida auris from surveillance samples. J Clin Microbiol. 2018;56(2):e01223-17. doi: 10.1128/
JCM.01223-17.

3. PROCEDIMIENTO

Se presentan como ejemplo los resultados obtenidos en el estudio de Leach L, et al, indicado anteriormen-
te.

3.1. TEST DIAGNOSTICO EVALUADO

Nombre del test y del fabricante: PCR a tiempo real casera.

Tipo de muestras: ADN extraido de la cepa de C. auris M5658, frotis y esponjas.
Diana: Gen ITS2 de C. auris.

Fundamento: PCR a tiempo real casera basada en sondas TagMan.
Plataforma: Termociclador ABI 7500 FAST.

3.2. INTENCION DE USO
Cribado de pacientes portadores de C. auris.
3.3. TIPO DE MUESTRAY USUARIOS

La prueba esta pensada para su uso en hospitales y se realiza la evaluacion tanto para frotis de pacientes
(axila-ingle, axila, ingle, fosas nasales, oido, recto y herida) como para superficies.

3.4 METODO DE REFERENCIA
El estandar de referencia empleado es el cultivo.

3.5 CONDICIONES DE REALIZACION

Cada carrera de PCR también incluye un control positivo de extraccion (C. auris M5658; 103 UFC/50 I) y
un control positivo de amplificacion (C. auris M5658; 0,02 pg/l), asi como controles negativos de extraccion
(solo reactivos) y de amplificacion (agua esterilizada libre de nucleasas). Para evitar cualquier contamina-
cion cruzada, se sigue un flujo de trabajo unidireccional manteniendo las areas de preparacion de reacti-
vos, preparacion de muestras y amplificacion/deteccién, separadas.
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3.6
Ejemplo (estudio de Leach L, et al., ver documentos de consulta):

Se analizan 623 muestras de vigilancia, incluyendo 365 frotis de pacientes y 258 esponjas ambientales.
Cada muestra se testa por duplicado.

4. ANALISIS Y PRESENTACION DE LOS RESULTADOS

4.1.

La sensibilidad analitica del ensayo se determina a partir de diluciones seriadas de una cantidad inicial conocida
de la cepa C. auris M5658. Se realizan tres extracciones de ADN independientes.

La PCR en tiempo real de C. auris fue lineal en 5 6rdenes de magnitud, y el limite de deteccién del ensayo fue
de 1 UFC C. auris / PCR utilizando 45 ciclos de PCR en los tres procesos de extraccion.

4.2.

La reproducibilidad analitica del ensayo se determina a partir de extractos con concentracion alta (10° CFU/50
ML), moderada (10® CFU/50 pL) o baja (10* CFU/50 uL) de ADN de C. auris. Los mismos extractos se analizan
por triplicado en tres dias diferentes (interensayo), asi como en el mismo dia (intraensayo).

La reproducibilidad y la especificidad también se evaluan en frotis y esponjas de vigilancia negativas testadas
previamente. Estas muestras negativas se enriquecieron al azar con 5 pL de una solucion con alta (10° CFU/50
ML), moderada (10® CFU/50 uL), o baja (102 CFU/50 uL) concentracion de C. auris. Diez alicuotas de frotis y
esponjas también se enriquecieron con una cantidad moderada (10° CFU/50 L) de otras especies de Candida.

El ensayo fue altamente reproducible, ya que produjo valores de Cycle threshold (Ct) consistentes para una
concentracion dada en tres dias diferentes de realizacion de la prueba, asi como en los replicados el mismo
dia de la prueba. El coeficiente de variacion (CV) fue inferior al 5%, lo que confirma la alta reproducibilidad del
ensayo.

Reproducibilidad interensayo:

Dia 1 Dia 2 | Dia 3 Media %
UFC/ Ct+ (03
Concentracion reac- Ct1 Ct2 Ct3 Ct1 Ct2 Ct3 ‘Ct1 ‘Ctz Ct3 ‘ DS
cion
Alta
Moderada
Baja
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Reproducibilidad intraensayo:

Concentracion UF(?/, (03 4 (03 K] Media Ct * DS % CV
reaccion

Alta

Moderada

Baja

Todas las muestras de frotis y esponjas enriquecidas con baja cantidad y una elevada cantidad de C. auris fue-
ron positivos mediante el ensayo de PCR en tiempo real, con un CV de menos del 5 %.

4.3.

La especificidad analitica del ensayo se realiza analizando aproximadamente 1 ng de ADN gendémico de un
panel de referencia y de aislados clinicos de hongos (levaduras y hongos filamentosos), bacterias, parasi-
tos y virus.

El ensayo fue altamente especifico, ya que ninguno de los otros microorganismos reaccionaron de forma
cruzada.

Todas las muestras de frotis y esponjas enriquecidas con otras especies de Candida fueron negativas.

Especificidad:

ID Cepa Microorganismo Fuente Resultado PCR
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4.4
Resultados para frotis:
No. of swabs with
indicated culture
Reaktime ToSult Sensitivity Specificity
PCR result Positive MNegative Accuracy (%) (95% Cl) (95% CI) PPV (%)
Positi\{e 46 3 98 89 99 94
Negative 6 310 (77-96) (97-100)
aCl, confidence interval; PPV, positive predictive value; NPV, negative predictive value.
Resultados para esponjas:
No. of sponges
with indicated
Realtime Culture result Sensitivity Specificity
PCR result Positive MNegative Accuracy (%) (95% Cl) (95% Cl) PPV (%) NPV (%)
Positive 32 26 100 89
Negative 1] 200 20 (89-100) (84-92) 35 100

Las areas bajo las curvas ROC para el ensayo de PCR en tiempo real fueron 0,940 para frotis y 0,978
para esponjas. El indice de Youden mostré que el valor de corte 6ptimo de positividad era Ct <37,0 y
<38,0 para frotis y esponjas, respectivamente.

5. CONCLUSIONES

El ensayo de PCR en tiempo real desarrollado detecta de forma precisa y rapida C. auris a partir de mues-
tras de vigilancia, lo que permitiria un control mas eficaz para prevenir la propagacion de este patégeno
fungico multirresistente emergente en hospitales.
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tection of Candida auris from Surveillance Samples. J Clin Microbiol. 2018 Jan 24;56(2):e01223-17. doi:
10.1128/JCM.01223-17. PMID: 29187562; PMCID: PMC5786737.
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1. PROPOSITO Y ALCANCE

El propdsito del presente procedimiento es describir el proceso seguido por el Servicio de Microbiologia para
evaluar el rendimiento clinico de una prueba rapida para la deteccion de antigeno de SARS-CoV-2 en mues-
tras de frotis oro-nasofaringeo

2. DOCUMENTOS DE CONSULTA

1. Méckel M, Corman VM, Stegemann MS, Hofmann J, Stein A, Jones TC, et al. SARS-CoV-2 antigen
rapid immunoassay for diagnosis of COVID-19 in the emergency department. Biomarkers. 2021;26:213-
220. doi:10.1080/1354750X.2021.18767

3. PROCEDIMIENTO
Se presentan como ejemplo los resultados obtenidos en el estudio de Méckel M, et al, indicado anteriormente.
3.1. TEST DIAGNOSTICO EVALUADO

Nombre del test y del fabricante: se evalla el test rapido de deteccion de antigeno de Roche SARS-CoV-2,
fabricado por SD Biosensor.

Tipo de muestras: la evaluacion se realiza empleando muestras oro-nasofaringeas. Se toman dos muestras a
cada paciente. La primera se emplea para realizar la RT-PCR. La segunda, para realizar el test de deteccién de
antigenos. La recogida de muestras la lleva a cabo personal de enfermeria del Servicio de Urgencias.

Diana: el test diagndstico se basa en la deteccion de la proteina de la nucleocapside del virus SARS-CoV-2.
Fundamento: inmunocromatografia.

Plataforma: no necesaria.

Resultados de evaluacion analitica: se pueden consultar en el insert del fabricante.

Interpretacion: la interpretacion de los resultados se basa en la lectura visual de la inmunocromatografia, si-
guiendo las indicaciones del fabricante. La lectura de la inmunocromatografia se realiza por dos sanitarios de
manera independiente. Ambos deben alcanzar un consenso en la lectura

3.2.INTENCION DE USO

El test evaluado se empleara como método diagnodstico en pacientes sintomaticos con sospecha de CO-
VID-19.

3.3 POBLACION OBJETIVO
Ejemplo (estudio de Mockel M, et al, ver documentos de consulta):

La poblacion objetivo son pacientes sintomaticos. Los pacientes se incluiran de manera consecutiva, de
acuerdo a los siguientes criterios de inclusion:

» Sintomatologia respiratoria aguda y/o pérdida del gusto u olfato.

» Contacto con un caso confirmado de COVID-19 hasta un maximo de 14 dias antes de la aparicion de cual-
quier sintoma COVID-19.

* Signos clinicos o radioloégicos de neumonia viral en el contexto de un brote en residencias o hospitales.
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Las contraindicaciones para el empleo del test de antigeno son las siguientes:
» Cribado de pacientes o personal sanitario asintomaticos.
* Cribado de personas asintomaticas que regresen de zonas de riesgo.

El periodo de tiempo durante el cual se reclutaran los pacientes sera entre el dia de mes de afo y el dia de
mes de ano.

3.4. REQUERIMIENTOS
La toma de muestra sera realizada por personal sanitario cualificado y entrenado.
3.5. PREVALENCIA DEL PROBLEMA EN LA COMUNIDAD

Debido a la cambiante situacion de pandemia, la prevalencia de SARS-CoV-2 es muy fluctuante. Este dato
se obtendra tras el estudio de evaluacién, indicandose en resultados la prevalencia en la poblacion objetivo.

3.6. LUGAR DE REALIZACION DEL TEST

El estudio se llevara a en cuatro unidades de urgencias de adultos y una unidad de urgencias pediatricas.
El test de antigeno se realizara en los servicios de urgencias.

La RT-PCR se procesara en el Servicio de Microbiologia.

3.7. TEST DE REFERENCIA

El estandar de referencia en el diagnodstico de SARS-COV-2 es la RT-PCR. En el presente estudio de eva-
luacion, se emplea la PCR de Roche Cobas SARS-CoV-2 (Penzberg, Germany) en el instrumento de Roche
Cobas 6800. Los datos de rendimiento analitico de la RT-PCR se pueden consultar en insert del fabricante.
La RT-PCR se realizara en el Servicio de Microbiologia, sin conocer el resultado del test de antigeno.

3.8. TAMANO MUESTRAL

El tamafo muestral sera el numero de pacientes incluidos durante el periodo de estudio. Se informara de
los pacientes excluidos y sus motivos.

3.9. TIPOS DE MUESTRAS

Las muestras empleadas seran frotis oro-nasofaringeos de pacientes atendidos en los Servicios de Urgen-
cias con diagnodstico de sospecha de SARS-CoV-2. Los pacientes seran incluidos de manera consecutiva
durante el periodo de estudio.

No sera necesario el almacenamiento de las muestras previo a su procesamiento. Las muestras para rea-

lizar el test de antigeno se procesaran de manera inmediata en el Servicio de Urgencias, y la muestra para
realizar la PCR, se enviara al Servicio de Microbiologia para realizar la PCR en la misma jornada de trabajo.
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Una vez procesadas, las muestras se archivaran en congeladores del Servicio de Microbiologia.

3.10 ASPECTOS ETICOS.

Se pedira la aprobacién del comité de ética.

4. ANALISIS Y PRESENTACION DE LOS RESULTADOS

4.1 DIAGRAMA DE FLUJO.

Siguiendo las directrices STARD, se incluye un diagrama de flujo para informar a las personas incluidas y
excluidas en el estudio y a las personas incluidas, pero cuyas muestras no se analizaron, o no se analizaron

tanto por el método evaluado como por el de referencia u otros motivos de exclusion.

En la figura 1 se muestran los pacientes incluidos. Son 202 pacientes pediatricos, sin pacientes excluidos. Y
271 pacientes adultos, con 10 excluidos por distintas causas. En total se incluyen 473 pacientes.

Figura 1. Diagrama de flujo estudio de evaluacion rendimiento clinico.

Consecutive routine data from rapid SARS-CoV-2 antigen testing (AGTEST) in 5 Charité ED
First patientin 12.10.2020; last patientin 24,11.2020

! 1
n=202 from pediatric ED n=281 from adult ED
[n=6 adultchaperones] [n=2 patients< 18 years]

n=10 excluded

- n=6no AGTEST results
documented

- n=1AGTEST
inconclusive

- n=2 no PCR-test

- n=1PCR test result

Mo exclusions inconclusive

N=271 patients from
adult ED included

l

| Analysis data set n= 473

(Tomado de Mockel M, et al, ver documentos de consulta)
4.2 RENDIMIENTO CLINICO
Los valores del rendimiento clinico junto con los intervalos de confianza al 95% fueron los siguientes:
En poblacion pediatrica:
e Sensibilidad: 72,0% [53,3/86,7]
e Especificidad: 99,4% [97,3/99,9]
e Valor predictivo positivo (VPP): 94,7% [78,3/99,7]

e Valor predictivo negativo (VPN): 96,2% [92,7/98,3]
e La prevalencia en esta poblacién objetivo fue: 12,4% [8,3/17,4]

e Coeficiente kappa: 0,79 [65,8/93,5]
)
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En poblacion adulta:

e Sensibilidad: 75,3% [65,8/83,4]

e Especificidad: 100% [98,4/100]

e \VPP: 100% [95,7/100]

e \VPN: 89,2% [84,5/93,9]

e La prevalencia en esta poblacion objetivo fue: 32,8% [27,4/38,6]
e Coeficiente kappa: 0,80 [72,5/88,2]

5. CONCLUSIONES

El empleo del test de deteccion de antigeno de SARS-CoV-2 es util en pacientes sintomaticos que acuden al
Servicio de Urgencias. Por ello, se recomienda su empleo para la deteccién rapida de pacientes con COVID-19,
pero no como método de cribado en personas asintomaticas. Debido a los falsos negativos del test de antigeno,
se recomienda una RT-PCR de confirmacién en esta poblacion de estudio.

6. LIMITACIONES DEL PROCEDIMIENTO

El empleo de una doble muestra, una para la realizacion del test de antigeno y otra para la realizacion de la
RT-PCR puede producir resultados discrepantes.

7.BIBLIOGRAFIA

1. Méckel M, Corman VM, Stegemann MS, et al. SARS-CoV-2 antigen rapid immunoassay for diagno-
sis of COVID-19 in the emergency department. Biomarkers. 2021;26(3):213-220. doi:10.1080/135475
0X.2021.1876769
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1. PROPOSITO Y ALCANCE

El propdsito del presente documento es definir la metodologia para la evaluaciéon del rendimiento de un
sistema de determinacion de sensibilidad antibiética utilizando como comparador el método de referencia.

2. FUNDAMENTO

Para la evaluacion de sistemas de determinacion de sensibilidad antibidtica basada en la concentracion
minima inhibitoria (CMI), la norma ISO 20776-2:2021 recomienda el calculo del acuerdo esencial (EA) y
el sesgo. EI EA permite conocer el grado de concordancia entre los resultados del método en evaluacion
y el de referencia. Ademas, los sistemas que producen algun tipo de sesgo generan resultados que de
manera sistematica se encuentran por encima o por debajo del resultado proporcionado por el método de
referencia.

3. DOCUMENTOS DE CONSULTA

1. 1SO 20776-2:2021. Clinical laboratory testing and in vitro diagnostic test systems — Susceptibility tes-
ting of infectious agents and evaluation of performance of antimicrobial susceptibility test devices — Part
2. Evaluation of performance of antimicrobial susceptibility test devices against reference broth micro-
dilution.(https://www.iso.org/standard/79377.html)

2. CLSI. Performance standards for antimicrobial susceptibility testing. 31th ed. CLSI supplement M100.
Wayne, PA: Clinical and Laboratory Standars Institute; 2021.

3.The European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing. Routine and extended internal quality
control for MIC determination and disk diffusion as recommended by EUCAST. Version 12.0, 2022. http://
www.eucast.org.

4. The European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing. Breakpoint tables for interpretation
of MICs and zone diameters. Version 12.0, 2022. (http://www.eucast.org).

4. PROCEDIMIENTO

4.1. TIPO Y NUMERO DE MUESTRAS

Incluir en la evaluaciéon al menos 300 aislados bacterianos de origen clinico: al menos 100/laboratorio parti-
cipante en la evaluacién, que representen el mayor numero de géneros y especies posible. Una distribucién

posible puede ser:

* N=25 Aislados contemporaneos: recuperados de muestras clinicas en los seis meses previos y que
apenas se hayan subcultivado.

* N=75 Aislados de stock: recuperados de una muestra clinica que se ha guardado o que pertenece a una
coleccién de archivo sin importar el tiempo transcurrido desde su aislamiento primario.

El empleo de aislados de stock permite que se incluyan microorganismos con mecanismos de resistencia cono-
cidos, poco frecuentes o pertenecientes a un género o especie que no se aisla habitualmente en el laboratorio.

Cuando sea posible se ensayaran al menos 25 aislados cuya CMI se encuentre en escala.
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4.2.

El método de referencia empleado es el de microdilucion en caldo.
4.3.

El acuerdo esencial se define como el porcentaje de CMls respecto del total de determinaciones obtenidas por
el sistema de prueba que se encuentran dentro del rango de + 1 dilucion doble respecto la CMI del sistema de
referencia. Se consideran aceptables los valores 2 90%.

Para el calculo del EA es necesario que el rango de concentraciones del sistema en evaluacion sea el mismo
o se adecue al del método de referencia. Si el sistema de referencia tiene una escala de concentraciones mas
amplia que el test de prueba, los valores de CMlIs (del método de referencia) inferiores al valor mas pequefio
informado por el test de prueba deben contabilizarse de manera combinada en la CMI mas baja que propor-
ciona el método de prueba. De igual forma, las CMIs del método de referencia que sean mayores que la CMI
mas alta proporcionada por el test de prueba deben combinarse para el calculo del EAy el sesgo.

Ejemplo: el método de prueba proporciona las CMIs <2, 4, 8, 16, 32 y >32 para un determinado antibiético
mientras que las del método de referencia se encuentran en la escala <0,5 hasta >128. En |la Tabla 1 y tabla 2
se muestra como se realizaria el ajuste de los valores del método de referencia a la escala del test de prueba
para el calculo del EA.

Tabla 1. Ejemplo de frecuencia y distribucion de CMls proporcionadas por el método de referencia

cMmI 64 | 128  >128
o]

N 44 85 |92 |48 |13 |3 8 3 1 3

aislados

Tabla 2. Ajuste de CMIs del método de referencia a la escala del método de prueba

cmI <2 \ 4 8 16 32 >32
o]
N° de 221 48 13 3 8 7
aislados

De manera practica el calculo de EA puede llevarse a cabo representando en una tabla la distribucién
de CMls de los aislados ensayados y las CMls obtenidas por el método de referencia.

Tabla 3. Ejemplo de comparacion de CMlIls, para un antibidtico y microorganismo/grupo de
microorganismos, por el método de prueba y el de referencia

<2 4 8 16 32 >32 ”

<2 154 17 0 0 0 0 171

) 4 66 30 8 1 1 0 106
Método 1 1 1 0 0 0 3
"ﬁ:ba 16 0 0 3 0 2 0 5
P 32 0 0 1 2 3 3 9
>32 0 0 0 0 2 4 6

Total 221 28 13 3 8 7 300
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A continuacion, se contabiliza el nimero de valores de CMI coincidentes, los que varian en x 1 dilucién, + 2
diluciones y + 3 diluciones. Con estos datos se calcula el acuerdo esencial expresado en porcentaje.

Tabla 4. Representacion del nimero de microorganismos con una CMI concordante (0) o con acuerdos 1,
2 o 3 diluciones del método de referencia (£ 1, + 2 0 -3 0 = +3 diluciones).

N° de acuerdos * dilucion por encima, debajo o en la misma CMI Acuerdo esencial

del método de referencia (EA)
<-3 -2 -1 0 +1 +2 2+3 296/300= 98,7 %
1 1 30 192 74 2 0

4.4.

Para evaluar la desviacion es necesario comparar los porcentajes de resultados del test de prueba que son
mayores y menores que el test de referencia.

La desviacion se calcula para todos los microorganismos ensayados, considerandose aceptable una des-
viacion (diferencia entre el porcentaje superior e inferior) que se encuentre en el intervalo de — 30% hasta
+ 30%.

Para calcular la desviacion es necesario que el nimero de aislados en escala (cuya CMI se encuentre en
el rango de CMIs medidas por el método de prueba y referencia) sea al menos 25.

4.4.1. CALCULO DEL PORCENTAJE DE VALORES DEL TEST DE PRUEBA CON CMIs SUPERIORES
AL METODO DE REFERENCIA

Si usamos como ejemplo los datos de la tabla 3, el rango de diluciones en los que es posible que el test de
prueba proporcione resultados de CMI superiores a los de referencia es <2 hasta 32.

De manera practica y utilizando los valores de la tabla 3:

1. Calcular el n°® de aislados cuyas CMIs obtenidas por el método de prueba sean superiores a las obtenidas
por el método de referencia para el rango de concentraciones de <2 hasta 32.

* Ejemplo: (66+1+1+3+1+2+2)= 76

2. Calcular el numero total de aislados cuyos valores de CMI por el método de referencia se encuentren en
el rango <2 hasta 32.

* Ejemplo: (221+48+13+3+8)= 293
3. Calcular el porcentaje de desviacidon por encima del método de referencia

- Ejemplo: (76/293) x100= 25,9%
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4.4.2. CALCULO DEL PORCENTAJE DE VALORES DEL TEST DE PRUEBA CON CMis INFERIORES
AL METODO DE REFERENCIA

El rango de diluciones en los que es posible que el test de prueba proporcione resultados de CMI inferiores
a los de referencia es 4 hasta >32.

De manera practica y utilizando los valores de la tabla 3:

1. Calcular el n°® de aislados cuyas CMIs obtenidas por el método de prueba sean inferiores a las obtenidas
por el método de referencia para el rango de concentraciones de 4 hasta >32.

- Ejemplo: (17+8+142+1+3)= 32

2. Calcular el numero total de aislados cuyos valores de CMI por el método de referencia se encuentren en
el rango 4 hasta >32.

* Ejemplo: (48+13+3+8+7)=79
3. Calcular el porcentaje de desviacion por debajo del método de referencia

* Ejemplo: (32/79) x100= 40,5%

4.4.3. CALCULO DE LA DIFERENCIA ENTRE DESVIACIONES SUPERIOR E INFERIOR
Siguiendo con los valores calculados en base a las distribuciones de la tabla 3:

* % desv sup-% desv inf= 25,9 -40,5= -14,6%

5. OBTENCION Y EXPRESION DE RESULTADOS

El resultado de la evaluacion debera constar al menos del calculo del acuerdo esencial y el sesgo.

Los valores de acuerdo esencial pueden calcularse para todos los antibidticos y microorganismos de ma-
nera combinada. Sin embargo, es recomendable que se calcule de manera independiente, al menos, para
microorganismos grampositivos, gramnegativos y gramnegativos no fermentadores.

Si el sesgo se encuentra fuera del rango de valores establecido (— 30% hasta + 30%) se puede:

a) Llevar a cabo pruebas adicionales (resolucion de discrepancias) para determinar si la desviaciéon o sesgo
puede deberse al propio test 0 a una variacion aleatoria (de acuerdo a lo descrito en el documento cientifico

de este procedimiento apartado 3.2.9).

b) Si no puede encontrarse solucion a la excesiva desviacion, debera indicarse la fuente de desviacién en el
etiquetado, en el informe o publicacion derivada del estudio (por ejemplo, rango de CMIs en escala o grupo

de microorganismos afectados).
3
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