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DOCUMENTO DE DEBATE SOBRE LA ELABORACION DE PROCEDIMIENTOS O DIRECTRICES
PARA DETERMINAR LA EQUIVALENCIA CON LOS METODOS DEL TIPO |

(Preparado por los Estados Unidos de América)

ANTECEDENTES

1. En su 35.2 reunion, el Comité del Codex sobre Métodos de Andlisis y Toma de Muestras
(CCMAS) examind el documento titulado “Discussion Paper on Considering Procedures for
Establishing Criteria for Multi-analyte and Type | Methods” (Documento de debate sobre la
consideracion de procedimientos para establecer criterios para métodos de analitos mdltiples y
métodos de Tipo I).

2. A raiz de tales deliberaciones, el CCMAS acorddé que no deberian elaborarse criterios
numéricos para los métodos de Tipo |; no obstante, sefiald6 que tal vez seria conveniente estudiar
procedimientos para establecer una equivalencia con dichos métodos (REP14/MAS, parr. 59).

3. Basandose en esa decision, se cred un grupo de trabajo electrénico (GTe), presidido por los
Estados Unidos de América, que trabajaria en inglés, con el objetivo de preparar un documento de
debate en el que se examinarian diferentes procedimientos o directrices para determinar una
equivalencia con los métodos de Tipo | (REP14/MAS, parr. 61).

4, Se manifestd un gran interés en el GTe, que conté con 20 participantes. Sin embargo, debido a
sus otras tareas los Estados Unidos de América no lograron finalizar el borrador de documento de
debate a tiempo para que los participantes del GTe pudieran examinarlo. Por lo tanto, este
documento de debate se presenta como un primer borrador, para recabar observaciones y
examinarlo nuevamente en la 36.2 reunién del CCMAS.

INTRODUCCION

5. En el Manual de Procedimiento se proporciona la siguiente definicion de método de Tipo I:
“método que determina un valor al que puede llegarse s6lo mediante la aplicacion del método en
cuestion y que, por definicién, es el Unico método para establecer el valor aceptado del pardmetro
medido.” (21.2 ed. 2013, version espafiola, p. 68). De acuerdo con esta definicién, se espera que el
método de Tipo | aprobado por el Codex produzca el valor verdadero del parametro aplicable y sirva
como criterio de referencia para determinar la veracidad de cualquier alternativa al método de Tipo |.

6. La finalidad de este documento es examinar los posibles procedimientos para establecer una
equivalencia con un método de Tipo | existente.

7. Se han establecido criterios generales para los métodos de analisis del Codex, entre ellos, el
requisito de validacién en varios laboratorios, o en uno solo, para confirmar que el método en
cuestion es “apto para el uso previsto”. Ello supone la aplicaciéon de un proceso riguroso para evaluar
las caracteristicas de rendimiento del método utilizando muestras adecuadas que definan el alcance
del mismo, preferiblemente en varios laboratorios. Estos mismos principios deberian aplicarse a
cualquier método considerado equivalente a un método de Tipo |. Sin embargo, ademas de cumplir
todos los criterios generales especificados en el Manual de Procedimiento, el método “alternativo”
también deberia producir resultados, para cada muestra, equivalentes al método de Tipo | existente.
La cuestion de la equivalencia no reside Unicamente en determinar si el método alternativo es apto
para el uso previsto sino también si el método alternativo propuesto produce resultados equivalentes
a los del método de Tipo | aprobado.
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8. Con el fin de evaluar la equivalencia de una propuesta alternativa a un método de Tipo |, sera
necesario analizar uno o mas conjuntos de muestras utilizando ambos métodos y, posteriormente,
comparar los resultados. Por esta razén, un requisito indispensable es que ambos métodos
produzcan resultados para el mismo parametro en las mismas unidades. Las muestras a las que se
aplica cada método deberian ser homogéneas y abarcar todas las matrices y todos los rangos de
concentraciones representativos definidos en el alcance del método alternativo. Deberia analizarse
un conjunto de muestras para cada matriz y rango de concentracion necesarios a fin de demostrar la
equivalencia respecto al ambito del nuevo método. Es necesario someter cada conjunto de muestras
a una prueba apropiada de equivalencia para poder considerar el método alternativo realmente
equivalente.

9. Lamentablemente, se dispone de escasa orientacién proporcionada por organismos de
reglamentacién o asociaciones cientificas tales como la Asociacién de Quimicos Analiticos Oficiales
(AOAC) o la Organizacion Internacional de Normalizaciéon (ISO) sobre los procedimientos exactos
para establecer la equivalencia de métodos analiticos. En los Ultimos afios se ha solicitado a la
industria farmacéutica que establezca procedimientos para evaluar la equivalencia de métodos con
arreglo a reglamentos de bioequivalencia de medicamentos administrados por via oral. Como
resultado de ello, la cuestion de la equivalencia de métodos se ha debatido a fondo en este contexto;
el andlisis de las opciones de procedimiento que figura a continuacién se ha tomado en gran medida
de un examen de esos documentos.

ENFOQUES ESTADISTICOS
Opcién 1: Ensayo t de dos muestras

10. Una opcién para evaluar la equivalencia de métodos es comparar los valores medios de los
conjuntos de datos de cada uno mediante la realizacién de una prueba de significacién estadistica,
utilizando el ensayo t de dos muestras™'*. Se trata de un contraste de hipétesis estadisticas en que
la hipotesis nula o suposicion inicial es la igualdad de los promedios de los métodos en cuestion. El
ensayo trata de refutar esta hipétesis y, si lo logra, demuestra un determinado nivel de confianza
(normalmente del 95 %) de que los promedios son considerablemente diferentes. Si el ensayo no es
satisfactorio, refleja que no existe una diferencia estadistica en los promedios entre los conjuntos de
datos; se supone por defecto que los promedios son iguales. En el ensayo se presume que ambos
conjuntos de datos contienen resultados con una distribucién normal, que las desviaciones estandar
son similares y que la distribucién t de Student describe la variacién aleatoria de tamafios de
muestras inferiores a n = 30. Para realizar esta prueba, el valor estadistico t se determina con
arreglo a la siguiente férmula:

X1—%;

2( 1 L)
Sp (n1+n2

t= 1)

donde ¥; y X, son los valores medios de cada conjunto de muestras de cada método; s, es la
estimacion de la desviacién estandar combinada para cada conjunto de muestras; n; y n, son el
nimero de muestras objeto de analisis de cada conjunto. s, para los conjuntos de mediciones
replicadas se calcula con arreglo a la siguiente férmula:

< = \/(nl—l)sh(nz—l)s% 2)

P ny4+ny,—2

donde s, y s, son los valores de la desviacion estandar de cada conjunto de muestras. El valor t se
calcula aplicando la ecuacion 1) y se compara con el valor critico t para un determinado nivel de
confianza (normalmente del 95 %). Este valor puede encontrarse en tablas estadisticas o utilizando
la funcién T.INV de Microsoft Excel. Si el valor absoluto del valor calculado t es mayor o igual al valor
critico t, se concluye que ambos conjuntos de datos son estadisticamente diferentes.
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11. Un segundo método para realizar el mismo ensayo es calcular el intervalo de confianza (CI) en
relacién con la diferencia entre los dos valores medios con arreglo a la siguiente férmula:

. 1, 1
Cl = %y — X3 % tos (ny4n,-2) * |Sh (_ + —) 3)

nq n;

donde ¥; y X, son los valores medios de cada conjunto de muestras de cada método; tgs (,+n,-2) €S
el valor t con un nivel de confianza del 95 % con n;+ n, — 2 grados de libertad; s, es la estimacion de
la desviacion estandar combinada para los conjuntos de muestras con arreglo a la ecuacion 2); n, y
n, representan el nimero de muestras objeto de analisis de cada conjunto. El valor de tgs (;, +n,-2)
puede encontrarse en tablas estadisticas o utilizando la funcion T.INV de Excel. Si CI no incluye un
valor cero, entonces se concluye que los promedios son considerablemente diferentes.

12. Se ha sefialado que el ensayo t para dos muestras tal vez no sea apropiado para determinar la
equivalencia entre dos métodos, puesto que se ha concebido para demostrar que dos conjuntos de
datos tienen promedios diferentes y no que tienen promedios equivalentes® ® ® > ™ puesto que la
hipétesis nula o por defecto es que los promedios son iguales, el método proporciona pruebas de
apoyo Unicamente si los dos promedios son diferentes. Cuando no existen pruebas suficientes para
demostrar una diferencia significativa en los promedios, se acepta por defecto la hip6tesis nula, pero
ello no demuestra que los promedios sean realmente iguales. Se han determinado dos problemas
especificos relacionados con la aplicacion del ensayo t de dos muestras al evaluar la equivalencia de
métodos. En primer lugar, cuando las desviaciones estdndar de los dos conjuntos de datos son
relativamente elevadas y el nUmero de mediciones es relativamente bajo, el ensayo t puede indicar
gue no hay diferencias significativas, mientras que al incluir mediciones adicionalesse hubiera
demostrado que los promedios eran de hecho estadisticamente diferentes. En segundo lugar,
cuando las desviaciones estandar para los dos conjuntos son relativamente pequefias, el ensayo
puede tener como resultado una diferencia estadistica aunque la diferencia absoluta sea
practicamente insignificante.

Opcién 2: Dos ensayos t unilaterales (TOST)

13. Como alternativa recomendada al ensayo t de dos muestras se ha propuesto un contraste
estadistico de dos ensayos t unilaterales (TOST) que parte de la hip6tesis nula contraria, es decir,
gue los dos valores medios de los métodos en cuestion no son equivalentese' " Por tanto, un
contraste de significacion positivo, a un determinado nivel de confianza, demuestra que los dos
conjuntos de datos son equivalentes. El ensayo TOST exige la especificaciébn de un pardmetro
denominado criterio de aceptacion, +6, que representa la diferencia mas pequefia en los valores
medios de ambos métodos considerada practicamente importante. La hipotesis nula, Hy, vy la
alternativa, H,, se describen en términos de la diferencia en los promedios, u; — u,, y 6, mediante las
siguientes férmulas:

Hotpy —pp < Op0rpy —pp 2 0y

He: 0, <py —pp <y

14. La hipotesis alternativa se demuestra a un determinado nivel de confianza, cuando la
verdadera diferencia en los promedios entre métodos se encuentra dentro de los limites
determinados por +6.

15. El ensayo TOST se realiza especificando en primer lugar la variable 8 y calculando después el
rango de confianza (CI) respecto a la diferencia en los promedios a un determinado nivel de
confianza (normalmente del 95%) mediante la siguiente férmula:

_ 11
Cl = Xy — X5 % tog(n,+n,-2) * |Sp (n_1 + n_z) 4)

donde ¥; y X, son los valores medios de cada conjunto de muestras de cada método; teg (, +n,-2) €S
el valor t con un nivel de confianza del 90% con n;+ n, — 2 grados de libertad; s, es la estimacion de
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la desviacion estandar combinada para los conjuntos de muestras con arreglo a la ecuacion 2); n, y
n, corresponden al namero de muestras objeto de analisis de cada conjunto. El valor de tg n,+n,-2)
puede encontrarse en tablas estadisticas o utilizando la funciéon DISTR.T.INV de Excel. (Cabe
sefialar que el limite de confianza unilateral del 95 % es equivalente al limite de confianza bilateral
del 90 %). Si CI queda completamente comprendido en el rango definido por +8, los métodos
definidos por este conjunto de datos se consideran equivalentes.

16. Ambos problemas relacionados con el ensayo t de dos muestras se resuelven utilizando el
enfoque TOST debido a la especificacion del criterio de aceptacién, 6. La situacidbn en que se
determine una diferencia estadistica en los promedios que es practicamente insignificante queda
resuelta puesto que la especificacion del rango (+8) permite un sesgo estadisticamente significativo
siempre y cuando sea lo suficientemente pequefio como para quedar comprendido en el rango. Se
tiene en cuenta también la situacion en que los valores s del método son relativamente amplios,
puesto que no se establecera la equivalencia del método salvo que el CI calculado para los dos
métodos quede comprendido integramente en el rango definido por +6.

17. Ello conduce asimismo a lo que podria percibirse como una desventaja del enfoque TOST: la
necesidad de especificar el criterio de aceptacion. Puede resultar dificil establecer un solo criterio de
aceptacion para todos los métodos, ya que ello requiere determinar la menor diferencia
practicamente significativa en los valores medios y puede exigir una evaluacién individual de cada
método.

18. Para obtener la potencia o la confianza adecuadas como conclusién de un contraste de
significacion estadistica es necesario analizar un nimero suficiente de muestras. El niamero de
muestras necesarias depende de la ratio entre 6 y s,; una ratio mayor requiere un nimero menor de
muestras. Cuando los valores 6 y s, son similares, se necesitan entre 18 y 27 muestras para obtener
un nivel adecuado de potencia respecto al ensayo de equivalenciag.

Opcidén 3: Limites de concordancia

19. Una tercera opcion para evaluar la equivalencia consiste en adoptar un enfoque basado en el
calculo de los limites de concordancia (LOA) en torno al promedio del método de Tipo |
aprobad02’3’4’5. Para cada conjunto de datos analizado, el LOA calculado representa el rango en torno
al promedio en que cabria encontrar el 95% de los resultados. Al igual que en otros procedimientos,
se presupone una distribucion normal y un nimero suficiente de muestras a fin de proporcionar
estimaciones razonablemente buenas para los valores de los promedios y de la desviacion estdndar
de cada método.

LOA= utz95-0=196-0

donde u es el promedio, zys es el percentil 95 % de la distribucién normal y ¢ es la desviacién
estandar para el conjunto de datos del método de Tipo | aprobado.

20. El LOA seria por tanto el rango de referencia al comparar los distintos valores del método
alternativo. Si el 95 % de estos valores se encuentra dentro de los limites de concordancia, el método
alternativo se consideraria equivalente respecto a ese conjunto de datos en particular. A fin de
obtener un grado suficiente de confianza para este ensayo en concreto, se recomienda analizar un
minimo de 20 muestras por cada conjunto de datos puesto que 19/20 en este rango constituirian el
95% de los resultados. El enfoque de limites de concordancia permitiria un sesgo entre métodos,
pero solo si es lo suficientemente pequefio como para que el 95 % de los resultados se encuentre en
el LOA definido por el método de Tipo | aprobado.

RESUMEN

21. La ventaja del ensayo t de dos muestras es que no requiere pardmetros adicionales tales
como un criterio de aceptacién. Sin embargo, el contraste estadistico t no es apropiado cuando lo
gue se desea es demostrar una equivalencia. En particular, la utilizacién del ensayo t podria llevar a
la conclusion de que los métodos son estadisticamente distintos cuando la diferencia absoluta es
practicamente insignificante. El ensayo también puede llevar a la conclusién errénea de que dos
métodos son equivalentes cuando las muestras objeto de estudio son insuficientes para demostrar la
diferencia estadistica real.
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22. El ensayo TOST de equivalencia estadistica es probablemente el enfoque mas riguroso, pero
requiere la especificacion de un limite de aceptacién practico que represente el sesgo minimo
aceptable entre los métodos. En la practica, puede ser dificil establecer un conjunto de criterios de
aceptacion para todos los métodos del Codex, ya que cada uno tiene una aplicaciéon especifica. Una
opcion podria consistir en el empleo de los factores de recuperacion especificados en el Manual de
Procedimiento del Codex, en la seccion sobre “directrices para establecer valores numéricos relativos a
los criterios”, con la concentracién adecuada. Por ejemplo, la recuperacion especificada de 95-105 %
para concentraciones de 20,1 sugiere un criterio de aceptacion de + 5%. Sin embargo, muchos
métodos no tendran un factor de recuperacién aplicable. Ello requeriria que el Comité del Codex
sobre los Productos recomendara el método para examinar el sesgo minimo aceptable apropiado
caso por caso.

23. Una posible opcion parece ser el enfoque LOA que comporta calcular un rango de probabilidad
del 95% en torno al promedio del método de Tipo | existente. Esta opcidon permite un sesgo
Unicamente si el método alternativo también genera una desviacion estandar menor, de modo que el
95 % de los resultados sigan dentro del rango definido por el LOA. La ventaja de este enfoque seria
que es muy facil de calcular y que no requiere el establecimiento de criterios de aceptacion. Una
desventaja seria que no permitiria sesgos en el método alternativo si la desviacion estandar del
método alternativo es igual a la del método aprobado. Debido a la comparacion de multiples
conjuntos de datos representativos de diferentes matrices y concentraciones puede resultar dificil
para cualquier método alternativo demostrar la equivalencia utilizando este procedimiento.

24. Cada uno de estos posibles procedimientos requeriria el andlisis de multiples conjuntos de
muestras que incluyan la matriz y los niveles de concentracién adecuados para abarcar el ambito del
método. Se sugiere que se analicen por lo menos dos concentraciones para cada matriz pertinente.
Una deberia estar en el limite maximo o minimo (LM) y la otra en el limite de cuantificacién. Si el
método no tiene un LM especificado, deberia elegirse una concentracion baja y otra alta que
abarquen el intervalo de concentraciones del método. Respecto al procedimiento TOST, el nUmero
de muestras que habria de analizarse para demostrar la equivalencia varia en funcion de la
desviacion estdndar y el criterio de aceptacidon, pero una estimacién conservadora de 18 a
27 muestras para cada conjunto de datos abarcaria situaciones donde 6 es similar en magnitud a s,.
Se recomiendan al menos 20 muestras para el enfoque LOA con el fin de obtener una estimacion
razonablemente buena de la desviacion estandar. Los estudios de equivalencia deberian realizarse,
en la medida de lo posible, en condiciones de reproducibilidad. Podrian llevarse a cabo en un solo
laboratorio, aunque seria conveniente utilizar, en la medida de lo posible, analistas, materiales y
equipo diferentes.

INTERROGANTES PARA EL DEBATE

25.  Aungue en el documento se describe en general una serie de enfoques estadisticos para
establecer una equivalencia entre métodos, es evidente que no se abordan detalles especificos
sobre la aplicacion de ninguno de estos métodos. Si bien puede recomendarse un enfoque general,
todavia hay interrogantes pendientes sobre la aplicacién de un tal enfoque a métodos especificos.
Por ejemplo,

i. Considerando lo expuesto y la gama de métodos existente ¢es practico establecer un
conjunto de criterios de equivalencia para todos los métodos del Codex?

ii. Si se establecieran dichos criterios, o incluso procedimientos generales para evaluar la
equivalencia ¢dénde se ubicarian en el Codex, como parte del Manual de Procedimiento o
en un documento de orientacion?
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