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RESUMEN

Objetivo: Determinar la comparacion entre el método de cromatografia liquida (HPLC
Tosoh G8) e inmunoturbidimetria por inhibicion en la medicion (TINIA Roche Cobas ¢502) de
hemoglobina glicosilada (HbA1c). Método: Se ejecuta un andlisis de enfoque cuantitativo, tipo
descriptivo, retrospectivo y transversal en el laboratorio Suiza Lab ubicado en la sede del Hospital
Centro Médico Naval Cirujano Mayor Santiago Tavara durante el periodo 2020. Resultado: Se
efectla el analisis de 40 muestras de pacientes en total. Todas las muestras son procesadas por
ambas metodologias en un lapso de 5 dias, 8 muestras por cada dia en ambos equipos. Los
resultados se obtienen siguiendo las indicaciones brindadas por la EP9A-3 de la CLSI, usando la
férmula de la recta obtenida por el procedimiento de regresion de Passing-Bablok (y = 0.9379x +
0.4856), donde en las proximidades de los puntos de corte definidos como referencia (5.9 %), el
valor diagnostico (6.5 %) y el proposito terapéutico (7 %), se establece que el desacuerdo entre las
metodologias es 2.02 %, 1.26 % y 0.73 % correspondientemente; es decir, se obtienen valores
menores del establecido por el NGSP de sesgo (3 %). En esta comparacion se logra un R? (r =
0.992), un sesgo en la grafica de diferencias de -0.081 % y un porcentaje de 1.63 % de error

sistematico o bias para las 40 mediciones. No siendo el error de medida significativo, para la EA

se aplica la ecuacion Sy/x (0.232132267) obteniendo por formula (Tecal = biasmeas + 3smeas),
un Tecal < ETa (2.326396801 % < 10 %). Conclusiones: El analito evaluado demuestra que la
comparacion entre las dos metodologias es aceptada, por ende, se puede hacer el cambio entre
TINIA y HPLC sin afectar la emision de los resultados.

Palabras clave: EP9A-3, sesgo, ETa, HbAlc, NGSP, HPLC y TINIA.



ABSTRACT

Objective: To determine the comparison between the methods of liquid chromatography
(HPLC Tosoh G8) and immunoturbidity by inhibition in the measurement (TINIA Roche Cobas
c502) of hemoglobin glycosylated (HbAlc). Method: A descriptive, quantitative, retrospective,
and cross-sectional study was carried out in the Suiza Lab laboratory headquarters of the Hospital
Centro Médico Naval Cirujano Mayor Santiago Tavara during the year 2020. Result: it was carried
out through the analysis of 40 patient samples, processed by both methodologies in a period of 5
days, 8 samples per day in both teams. The Results were obtained following the indications
provided by EP9A-3 of the CLSI, using the equation of the straight line obtained by Passing-
Bablok (y = 0.9379x + 0.4856), it was established that around the cut-off points established as
reference (5.9 %), diagnostic value (6.5 %) and therapeutic objective (7 %), the discrepancy
between the methods was 2.02 %, 1.26 % and 0.73 % respectively, a lower value than that
established by the NGSP for bias (3 %), a correlation coefficient (r = 0.992), a bias in the difference
graph (-0.081 %) and 1.63 % systematic error or bias of the 40 measurements, the measurement
error being insignificant, for EA we apply the equation Sy (0.232132267) thus obtaining by
formula (Tecal = biasmeas + 3smeas), a Tecal < Eta (2.326396801 % < 10 %). Conclusions: the
evaluated analyte shows that the comparison between the two methodologies is accepted,
therefore, the change between TINIA and HPLC can be made without affecting the issuance of
results.

Keywords: EP9A-3, bias, Eta, HbAlc, NGSP, HPLC and TINIA.



l. INTRODUCCION

De acuerdo con la Asociacion Estadounidense de Diabetes (ADA), el termino de diabetes
se refiere a un conjunto de condiciones medicas caracterizadas por niveles elevados de glucosa en
la sangre, lo que conlleva a dificultades de elaboracion o uso de la insulina por parte del organismo.

La prediabetes, por otro lado, toma notoriedad por tener los valores de glucosa en el
torrente sanguineo por encima del rango normal, pero no llegan a alcanzar valores altamente
elevados como para que la patologia sea valorada como diabetes. Por lo tanto, se considera un
trastornd asociado a la progresion en las probabilidades de contraer diabetes tipo 2 (Campuzano,
2011).

Para el afio 2012, se registré un total de 61 millones de individuos diagnosticados con
diabetes en el continente americano, de los cuales 24 millones residian en América central y del
sur, mientras que 37 millones vivian en la region norte de Américay el Caribe. Hacia el afio 2015,
se informd que en Sudamérica y América Central habia al menos 29.6 millones de individuos
afectados por la diabetes, y aproximadamente el 39 % de ellas no habian sido diagnosticadas. La
prevalencia estimada de diabetes varia en diferentes paises: en Argentina, Perd y Uruguay es
menor al 7 %; en Bolivia; oscila entre el 7 % y el 8 %; en Ecuador, Colombia y Paraguay es del 9
% al 10 %; en Venezuela supera el 12 %; y en Chile y Brasil se sitda entre el 10 % y el 12 %
(Cercado et al., 2017).

El Organizacién y referente Mundial de la Salud [OMS] (2016) indico en los perfiles para
paises con respecto a la diabetes del afio 2016 que en territorio peruano el 2 % del total de decesos
que se producen en su poblacion se debe a esta enfermedad. En concordancia, el registro de las

instalaciones de Informatica y Estadistica en el pais informo que los individuos afectados por la



diabetes superan una cantidad mayor a 2 millones, lo cual representa la decimoquinta causa de
mortalidad en el pais.

Las pruebas como ingesta oral de glucosa anhidra 0 mas conocida como tolerancia a la
glucosa (TOG), glucosa basal y hemoglobina glicosilada (HbAlc) son considerados criterios
diagnosticos por la ADA, la cual establecio los valores que se mencionan a continuacién como
umbrales para cada una de las pruebas. En las pruebas de glucosa basal el resultado normal sera
inferior a 100 mg/dl, se considera la existencia de prediabetes cuando la glucosa en sangre se
encuentra en un rango de 100 mg/dl — 125 mg/dl, y se considera como principio de diabetes al
presentar valores de glucosa en el torrente sanguineo superiores o iguales a 126 mg/dl. En la prueba
de TOG los resultados normales son menores a 140 mg/dl, en prediabetes fluctdan en un rango de
140 mg/dl y 199 mg/dl, y en presencia de la diabetes iguala o supera los 200 mg/dl. Pero para el
examen de HbA1c el resultado normal es inferior al 5.7 %, cuando hay prediabetes el valor oscila
entre el 5.7 % y el 6.4 %, y cuando se desarrolla diabetes el valor es igual o superior al 6.5 %.

Durante el periodo de los afios 90, a partir de las investigaciones de ensayo sobre control y
complicaciones de la diabetes (Diabetes Control and Complications Trial-DCCT) y estudio
prospectivo sobre diabetes en el reino unido (United Kingdom Prospective Diabetes Study -
UKPDS), se identificé como la prueba del control glucémico a la HbAlc. Y desde el afio 2010 la

ADA afadi6 esta prueba como un examen Util para el criterio diagndstico (ADA, 2021a).

1.1 Descripcién y Formulacién del Problema

El fundamento de la prueba de laboratorio hemoglobina glicosilada (HbALc) indica que el
analito de glucosa se adhiere a la hemoglobina en los hematies, siendo su concentracion
proporcionalmente directa a los valores de la glucosa durante un periodo que va desde los 60 dias

hasta los 120 dias que son los equivalentes a la vida en sangre de los hematies. De esa manera la
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prueba brinda un resultado confiable con respecto al control y seguimiento de la glucosa en
individuos diabéticos (Yahyaoui, 2008).

Para la cuantificacion de la HbAlc se cuenta con diversos métodos analiticos basados en
plataformas de trabajo automatizados, entre ellas: métodos enzimaticos, inmunoturbidimétricos y
cromatografia liquida de alto rendimiento, mejor conocida como High Performance Liquid
Chromatography (HPLC). Este ultimo es considerado la metodologia de referencia por las
organizaciones de National Glycohemoglobin Standardization Program (NGSP) y la Japan
Diabetes Society (JDS) para la medicién de HbAlc (Campuzano y Latorre, 2010).

El HPLC tiene como fundamento la separacion de los tipos de hemoglobina segun la
distincion en la carga, la concentracion de cada tipo de hemoglobina a eluir es calculada por un
espectrofotometro que calcula la zona bajo cada grafico de pico y posee programas de tiempo
elucion corto para la medicion de la HbAlc (Yahyaoui ,2008). Este método calcula las
concentraciones de HbAlc en prospectiva de la determinacién cromatografica de intercambio
catiénico en su etapa inversa, siendo una ventaja trabajar con volimenes de gran cantidad de
muestras, debido a que se obtienen resultados de la primera muestra en 3.5 minutos y los siguientes
se obtienen cada 1.6 minutos. De manera adicional el método brinda una grafica de la
cromatografia que permite corroborar el desempefio analitico, encontrando conformidad ya que
presenta una precision y reproducibilidad alta con respecto a los resultados. Una desventaja que
presenta el uso de esta metodologia es la utilizacién de instrumentacién exclusiva, considerando
que en el laboratorio los analizadores realizan multiples pruebas y diferentes metodologias (Tosoh
Bioscience, Inc.©2020).

Asimismo, las técnicas de diagndstico de laboratorio cuentan con metodologias de

inmunoturbidimetria por inhibicion (TINIA) donde la muestra de sangre entera es medida de forma
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turbidimétrica, siendo menor es la turbidez detectada por el instrumento a mayor concentracion de
HbA1c. El tiempo de procesamiento, la cantidad de muestras utilizadas para procesar y la rapida
liberacion del resultado son grandes ventajas que ofrece esta técnica, y a ello se suma el hecho de
que admite que los analizadores integren otras metodologias diferentes que permiten realizar otras
pruebas. En ocasiones la metodologia TINIA arroja una variacion en los resultados por ser
dependiente del volumen de la muestra del paciente, ademas, no realiza la perforacion de tubo que
implica riesgos tanto para el tecn6logo médico como para la muestra, y por la informacion brindada
por NGSP esta metodologia seria un equivalente internacional a la metodologia de HPLC. Pero
teniendo como desventaja el requerimiento de instrumentos de costo elevado e instalaciones
acordes a las necesidades de los equipos, lo cual es un impedimento para que pueda estar
disponible en los laboratorios (Mores et al., 2016).

En la Argentina los autores Mores et al. (2016) estudiaron los métodos que se utilizan en
la determinacion de HbAlc, con el objetivo comparar las metodologias de inmunoturbidimetria
(IT) con el inmunoensayo (IE) y examinar si los datos obtenidos Ilegan a ser comparables en lo
que refiere a error sisteméatico permitido. Para ello se usé como referencia la Guia EP-09A3
Comparacion de procedimientos de medicion y estimacion de sesgos utilizando muestras de
pacientes (Measurement Procedure Comparison and Bias Estimation Using Patient Samples) de
la Institucion de Estandares Clinicos y de Laboratorio (CLSI), la cual orienta el disefio de
experimentos en los cuales se evalta el sesgo entre dos métodos para el mismo mensurando y
permite determinar si ambos métodos proporcionan resultados equivalentes dentro del poder
estadistico del experimento.

La razén por la cual se toma este documento es el establecimiento independiente de las

caracteristicas de rendimiento de sesgo, destinado a promover el uso eficaz del analisis estadistico
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y la presentacion de datos. Por lo descrito y observado, en el marco de este estudio se planted
realizar una comparacion de métodos que permita demostrar las variaciones que se presentan al

aplicar la HPLC y la TINIA.

1.1.1Pregunta General

¢Cual es la comparacion entre la cromatografia liquida y la inmunoturbidimetria por

inhibicion para la medicion de HbAlc?

1.1.2 Preguntas Especificas

1. ¢Cuél es el desempefio analitico de la cromatografia liquida para la medicion de HBA1c?
2. ¢Cual es el desemperio analitico de la inmunoturbidimetria por inhibicién para la medicion
de HBA1c?
3. ¢Cual es la diferencia significativa entre las metodologias de cromatografia liquida y la
inmunoturbidimetria por inhibicion para la medicion de HBA1c?
4. ¢Cual es la correlacion entre las metodologias de cromatografia liquida y la
inmunoturbidimetria por inhibicion?
5. ¢Cual es el error sistematico o bias de cromatografia liquida e inmunoturbidimetria por
inhibicion?
1.2 Antecedentes
En Argentina Unger et al. (2014) publicaron una investigacion titulada Evaluacién del
desempefio analitico de tres métodos de cuantificacion de hemoglobina Alc con el objetivo de

evaluar el desempefio analitico de tres procedimientos de medicion para el analisis de HbAlc:

inmunoturbidimétricos, enzimatico y HPLC. Por cada procedimiento se analizaron diferentes
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materiales de control para HbAlc, con trazabilidad al procedimiento Gold Estandar de IFCC,
determinando en los tres andlisis la obtencion por medio de los resultados de los datos analizados
el coeficiente de variacion, el bias, el error total y el cambio clinico significativo de HbBALc en
valor definido como decisivo por NGSP (7.0 %). Para este estudio el Unico procedimiento que
obtuvo un desempefio analitico aprobado mostrando un cambio de NGSP (0.5%) fue el
inmunoturbidimétrico atribuyendo esto a la variabilidad clinica significativa del individuo. A partir
de estos resultados se concluyo que es de suma relevancia el seleccionar un método que cuente
con los mas basicos requisitos analiticos de calidad para garantizar el uso clinico del resultado de
HBAc.

Desde Espafia los investigadores Godino et al. (2014) publicaron un estudio sobre la
Evaluacion multicéntrica de la hemoglobina glicosilada (HbAlc) de Roche Diagnostics en
Andalucia, con el objetivo de evaluar el rendimiento analitico de la prueba TINIA y comparar los
resultados de las muestras de sangre utilizando los instrumentos Bio-Rad Variant Il y Adams
Arkray HA-8160 basados en HPLC. La imprecision dentro y entre lotes (coeficiente de variacion,
CV) para los niveles de HbAlc de 5 %, 6 %, 7 % y 8 % fueron 0.77 %, 1.23 %, 1.35 %y 1.26 %;
y 2.38 %, 1.51 %, 1.76 % y 2.16 % respectivamente. Para las muestras de control de calidad bajas
(5.4 % Alc) y altas (10.1 % Alc) el CV % dentro y entre lotes fue de 1.26 %, 1.43 % y 2 %; y
1.71 % respectivamente.

Este estudio muestra que hubo una buena concordancia entre los resultados de TINIA y
Variant-11 en todo el rango y con HA-8160 solo hasta niveles del 9 %. Por lo tanto, se termind que
el ensayo cumple con los estandares de calidad necesarios para el uso rutinario, siempre que se

mantenga la variabilidad analitica dentro de limites estrechos. Los resultados pueden ser
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intercambiables con los sistemas de HPLC probados, pero la interferencia de HbF no se detecta y
ocurre en niveles mas bajos de lo informado.

En Francia los autores Badiou et al. (2014) publicaron una investigacion en la que hicieron
una Comparacion de Arkray/ Elitech Adams ha-8180v con Tosoh Bioscience HLC-723 g8 y Bio-
Rad Variant Il Turbo 2.0 para la determinacion de HbAL1C, con el objetivo fue evaluar el
rendimiento analitico y la deteccion de variantes de hemoglobina en el nuevo Arkray / Elitech
ADAMS HA-8180V, en paralelo a los instrumentos Tosoh Bioscience HLC-723 G8 y Bio-Rad
Variant 1l Turbo 2.0. Se realizé una comparacion y concordancia de métodos para hacer la
clasificacion de pacientes segun las categorias de la ADA mediante la prueba Kappa.

Como resultado del estudio ADAMS HA-8180V demostré una excelente imprecision
intranalisis (0 %), asi como una imprecision entre analisis < 1.21 % usando una muestra de sangre
y < 0.94 % usando controles de calidad. La comparacion del método ADAMS HA-8180V con los
otros dos sistemas arrojo un coeficiente de correlacion muy alto (r > 0.995). Se observo una muy
buena concordancia (valor kappa > 0.81) entre los métodos para la clasificacion de los pacientes
segun las categorias de la ADA. Arkray / Elitech ADAMS HA-8180V demostré un alto
rendimiento analitico similar a los sistemas anteriores como Biorad (TM) Variant 1l Turbo 2.0y
Tosoh Bioscience HLC-723 G8. Los tres sistemas permiten una medicion de HbAlc de alta calidad
y parecen ser intercambiables para el diagnostico de diabetes o para el seguimiento terapéutico de
pacientes sin variantes de hemoglobina.

De igual manera, en Argentina los autores Mores et al. (2016) publicaron hallazgos de una
Comparacion de metodologias en la determinacion de HbA1c, especificamente la metodologia de
inmunoturbidimetria (IT) con la de inmunoensayo (IE) para examinar si los resultados son

equiparables en definicion de error sistematico permitido. Para ello el estudio uso un total de 66
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muestras de individuos, las cuales sirvieron para analizar los valores del analito HbAlc por IT
(Cobas C311, Roche) e IE (POC AC1Now®, Bayer). La exploracion del grafico de Bland-Altman
calculo un sesgo de 0.3 % para los métodos de IE y el IT, el cual es inferior al valor definido como
apto por variabilidad bioldgica y por IFCC. Por lo tanto, fundamentados en las definiciones de
calidad de NGSP y la variabilidad bioldgica, en este estudio se concluy6 que tanto la metodologia
de POC y IT terminan siendo comparables para medir la concentracion de HbAlc.

En Croacia los autores Wu et al. (2016) publicaron una investigacion titulada Una
evaluacion comparativa de las prestaciones analiticas de los analizadores Capillarys 2 Flex
Piercing (Sebia, Francia), Tosoh HLC-723 G8 (Japon), Premier Hb9210 (Trinity Biotech, Irlanda)
y Roche Cobas 501 Tina-Quant Gen 2 (Roche Diagnostics, Alemania) para la determinacion de
HbA1c, con el objetivo de hacer una evaluacion comparativa de los rendimientos analiticos en las
cuatro metodologias antes mencionadas. Como resultado el estudio demostro precisién en ambas
categorias de medicién como son las bajas y altas de HbAlc en los cuatro analizadores, con cada
uno de los CV inferiores al 2 % (unidades IFCC) o del 1.5 % (unidades NGSP). Ademas, el estudio
de linealidad realizado en cada instrumento dio como resultado un R? > 0.99 en todo el intervalo.
Referente al sesgo de los cuatro analizadores contra los objetivos de la IFCC este resulto ser menor
a £ 6 % (unidades NGSP), sefialando una adecuada precision. De ese modo la confrontacion
demostro una aceptable correlacion y concordancia para cada uno de los analizadores usados en el
estudio.

Resalta que en Reino Unido la investigacion publicada por Grant et al. (2017) bajo el titulo
Comparacion de un analizador de punto de cuidado para el andlisis de HbAlc con el
procedimiento de HPLC, cuyo objetivo fue determinar el desempefio del método. Para ello

realizaron una comparacion con el método de laboratorio, teniendo asi al dispositivo Quo-Test
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POCT (EKF diagnotics) que utiliza la tecnologia de extincion de la fluorescencia de boronato con
un método basado en HPLC para el calculo de HbAlc, obteniendo muestra de 100 sujetos en tubos
de EDTA. En comparacién con el D10, Quo-Test mostr6é un acuerdo del 98 % para evaluacion de
laintolerancia a la glucosa (IGT y DMT2) y del 100 % para el diagnostico de DMT2. Se determina
que en los resultados conseguidos se contempla una buena concordancia para los métodos D10 y
Quo-Test, por lo tanto, se concluy6 que el dispositivo POCT proporciona un rendimiento similar
a un método de HPLC.

Asimismo, en Croacia los autores Ris et al. (2017) publicaron una investigacion titulada
Verificacion analitica y evaluacion de la calidad del analizador Tosoh HLC-723 GX HbAlc, con
el objetivo de realizar un andlisis de verificacion y evaluacion del Tosoh HCL-723 GX HBA1c, y
comparar posteriormente los resultados obtenidos con el inmunoensayo (I1A) y la electroforesis
capilar (CE). Para verificar la imprecision total se utilizo el protocolo CLSI EP-15A2 usando
materiales de control comercial y muestras combinadas de sangre entera. La métrica sigma se uso
en la examinacion de los requisitos de calidad, posteriormente los resultados de la HbAlc se
compararon con los obtenidos por CE automatizado (MiniCap Flex Piercing, Sebia, Francia) e 1A
(Tinaguant HBA1c Gen 2, Cobas Integra 400+, Roche Diagnostics, EE. UU.) respectivamente.

En este Gltimo estudio el analisis Bland-Altman no reveld ninguna desviacion de los
resultados entre Tosoh HLC-723GX y CE con una media diferencia 0.0 % (IC del 95 %: - 0.02927
% a 0.02653 %), mientras que la media diferencia de HbAlc contra la IA fue de -0.07 % (IC del
95 %: -0.1039 % a -0.02765 %). Por lo tanto, se concluyé que el rendimiento analitico de la Tosoh
HLC-723 GX cumple con los criterios de calidad rigurosos para uso clinico de HbAlc, con base

en los resultados comparables con el procedimiento de la CE. Eso implica que la Tosoh HLC-723
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GX ofrece una opcion de analisis plausible de HbAlc que ofrece una medicion fiable en los

volumenes de laboratorios.

1.3 Objetivos

1.3.1 Objetivo General

Determinar la comparacion entre los métodos de cromatografia liquida y la

inmunoturbidimetria por inhibicion en la medicion de HbAlc.

1.3.2 Objetivos Especificos

1. Determinar el desempefio analitico de la cromatografia liquida para la medicion de HBALc.

2. Determinar el desempefio analitico de la inmunoturbidimetria por inhibicion para la
medicion de HBAlc.

3. Determinar la diferencia significativa entre las metodologias de cromatografia liquida y de
inmunoturbidimetria por inhibicion para la medicion de HBALc.

4. Establecer la correlacién entre la metodologia de la cromatografia liquida y de la
inmunoturbidimetria por inhibicion.

5. Calcular el error sistematico o bias de la cromatografia liquida y la inmunoturbidimetria

por inhibicion.

1.4 Justificacion

El determinar la cantidad de hemoglobina glicosilada (HbA1c) es una prueba ampliamente
utilizada y de las mas Utiles para los clinicos, dado que provee informacién de utilidad para evaluar

un buen seguimiento y tratamiento de la terapia en los individuos con diabetes. Por ello requerimos
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una metodologia que permita medir la HbAlc con gran precision que, ademas, sea econdmica,
automatizable y facil de usar, y que nos permita realizar una comparacion de los resultados, con
los obtenidos en diferentes laboratorios con el uso de otros métodos (Halwachs et al., 1997). Esto
en la medida en que, al ser la diabetes una enfermedad que con el tiempo agrava el estado de salud
de los pacientes, y afecta cada vez mas a un nimero mayor de peruanos y personas en todo el
mundo, es importante implementar métodos estandarizados que estén certificados por el NGSP
(2010).

Con la comprension que se ha generado en los laboratorios clinicos en torno a la cultura
del area de calidad, se han incrementado los procedimientos de examinacion del desempefio
analitico de los procedimientos y sistemas de medicion que se emplean en la ejecucion de los
analisis brindados a sus pacientes. En ese contexto, la ejecucion del presente estudio se justifica
por la limitada informacién con data peruana (propia) que se encuentra en el medio y que revela
la existencia de variaciones entre las metodologias HPLC y TINIA. Abordar esta vacancia tiene
un caracter de urgencia en tanto que se sabe que los cambios en los valores de HbAlc pueden
afectar drasticamente la toma de decisiones de los clinicos sobre los pacientes, lo cual lleva
consecuentemente a la invalidacion de uno de los principales objetivos mundiales de los
laboratorios clinicos que es generar y brindar un resultado confiable. Debido a esta preocupacion
la investigacion busca, asimismo, promover la realizacion de investigaciones a futuro con el fin de
gue sometan a comparacion las metodologias que se emplean para medir la HbAlc, lo cual es de
vital importancia en paises donde se evidencias brechas en el sector de salud con respecto a la
calidad de cada uno de los servicios que lleguen a brindar.

El area de laboratorio clinico de la institucién Centro de Apoyo al Diagnédstico Suiza Lab,

que se encuentra ubicado dentro del Hospital Centro Médico Naval Cirujano Mayor Santiago
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Tavara en la Provincia Constitucional del Callao, diariamente se atiende a una gran cantidad de
pacientes distribuidos en atencion ambulatoria, servicio de emergencia y hospitalizacion. De estos
pacientes a un 5 % se les solicita la prueba de HbAlc. Al contar con las metodologias TINIA y
HPLC se hace una comparacion entre ambas en este servicio para determinar si existe una
variacion porcentual respecto al uso de estas metodologias y si esta es significativa, con el fin de
indicar la comparabilidad de metodologias y de resultados distintos dirigidos a evaluar lo mismo
en una misma prueba. Este hallazgo permite determinar la veracidad de la medicién y cuantificar
el error sistematico, teniendo asi en los resultados logrados asegurada la calidad y contribuyendo
con el clinico, con base en esta informacion, pueda tomar una decision que garantice la calidad de

la atencion.

1.5 Hipotesis

Al ser la investigacion realizada un estudio de indole descriptivo no se ha requerido la

formulacion hipotesis.
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Il. MARCO TEORICO

2.1 Bases Teoricas sobre el Tema de Investigacion

2.1.1 Diabetes

La Organizacion Panamericana de la Salud [OPS] (2021) da como definicion a la diabetes
de ser caracterizada como una enfermedad cronica destacada por el incremento continuo en el
torrente sanguineo de la glucosa (hiperglucemia), debido a que la insulina no es producida en las
cantidades suficientes por el pancreas. Aunque esta patologia también puede presentarse al no
utilizar de manera eficaz la insulina producida en el organismo, realizando asi la regulacion del
nivel de azucar presente en el torrente sanguineo. Contando, ahora con diversas formas de diabetes:

e Tipo 1 de diabetes: definida también como dependiente de insulina, tiene la

singularidad de realizar una deficiente produccion de insulina, lo que genera en el
paciente que requiera diariamente una administracion de la hormona debido a que en
el torrente sanguineo la glucosa no puede ingresar en las células para convertirse en
energia.

e Tipo 2 de diabetes: También llamada no insulinodependiente, es el tipo mas frecuente

y se da cuando el organismo no produce en cantidades suficientes 0 no es capaz de
emplear la insulina de manera correcta.

e Ladiabetes gestacional: Se caracteriza porque la glucosa en el torrente sanguineo de la

paciente en periodo gestacional demuestra una elevacion de sus valores.

De acuerdo con la ADA la prueba en ayunas de glucosa en plasma (FGP) es un analisis
que calcula los valores presentes en el torrente sanguineo de la glucosa, teniendo al individuo en

un estado de ayuno, es decir, cuando no ha ingerido nada de liquidos ni alimento al menos en un
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periodo de 8 horas previas a la realizacion del analisis; requerimiento por el cual este examen
generalmente es realizado a primeras horas de la mafiana. Para la interpretacion de los valores del
analisis se manejan lo siguiente: un valor normal debe ser menor a 100 mg/dl, prediabetes si el
valor se encuentra dentro del rango que abarca de 100 mg/dl a 125 mg/dl, y diabetes si el valor
esta entre los 126 mg/dl o es superior. De modo que la diabetes se diagnostica con un resultado de
medicion en ayunas de la glucosa presente en el torrente sanguineo sea igual o mayor a 126 mg/dl
(ADA, 2021a).

El analisis oral de tolerancia a la glucosa abarca una duracion de dos horas en la cual se
miden y controlan los valores en el torrente sanguineo de la glucosa antes y hasta 2 horas
transcurrido desde que la persona toma una bebida dulce especial. Tras haber transcurrido las dos
horas el paciente debe indicarle al médico como su cuerpo procesa la glucosa, quien determinara
si procede un diagnostico de diabetes 0 no con base en los siguientes valores: los resultados seran
normales al presentar un valor menor a 140 mg/dl, se diagnostica prediabetes si el valor va desde
los 140 mg/dl hasta los 199 mg/dl, y se advierte la manifestacion de diabetes cuando el valor es
igual a los 200 mg/dl o superior. De ese modo la diabetes es diagnosticada con un resultado de
medicion en el torrente sanguineo de la glucosa transcurrido dos horas y obtenemos un valor igual
o0 superior a 200 mg/dl (ADA, 2021a).

Tiene importancia, ahora bien, hablar de la hemoglobina, la cual esta presente en los
eritrocitos de la sangre en forma de proteina y se encarga de distribuir el oxigeno para todos los
tejidos y células del cuerpo. De las interacciones mdltiples que abarca la hemoglobina A
(sintetizada en estado normal por un organismo adulto) tiene como la mas relevante la que se da
en el torrente sanguineo pues estando en un recurrente contacto con la glucosa que se encuentra

ahi, la HbA sufre la modificacion en su constitucion. Dependiendo del nivel de glucosa con la que
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interactle, es decir, si es mayor o menor la cantidad de glucosa, este contacto genera la obtencion
en la hemoglobina de un nuevo tipo nombrada como hemoglobina glicada o glicohemoglobina
(HbAlc o Alc). De acuerdo con la definicion que proporciona la Federacion Internacional de
Quimica Clinica y Medicina de Laboratorio (IFCC) esto es una definicion generalizada que se usa
para mencionar todas las reacciones bioquimicas que se producen a partir de la interaccion entre
unos cuantos azucares y hemoglobina A (HbA) en el torrente sanguineo (Campuzano, 2011).
Figura 1

Tipos de hemoglobina-adultos sanos

Hb
HbA (Adult Hb) HbaA2 HbF (Fetal Hb)
(BB (axbE) (caryy)
97 % 2.5 % 0.5 %
HbAD (Mon-glycated) HbA1l [(Glycated)
94 %
| \
HbAla HbAlb HbhAlc
5%

Fuente: Fernandez y Cayao (2015, p. 10)

Un organismo sano presenta niveles de hemoglobina normales que se componen de
aproximadamente un 97 % de hemoglobina adulta (HbA), de HbA2 en un 2.5 % y hemoglobina
fetal (HbF) un 0.5 %. Si la persona presenta un estado de salud 6ptimo la HbA no glicosilada
tiende a acercarse al 94 %, por ende, la glicosilada seria un 6 %. Siendo la HbAla y HbAlb
representantes del 1 % y HbA1c del 5 % (Cercado et al., 2017).

La cuantificacion de hemoglobina HbAlc es indicada para poder dar un buen diagnéstico

y seguimiento de la diabetes, debido a que este tipo de hemoglobina muestra en un periodo tiempo



23

definido los valores de glucosa en el torrente sanguineo. Por ello cuando la HbAlc presenta valores

gue son bastante elevados este resultado se relacionan con un mayor desarrollo y evolucion de la

diabetes.

El en torrente sanguineo la hemoglobina y glucosa se juntan dentro del eritrocito, logrando

asi permanecer establemente relacionadas durante el periodo de vida del eritrocito. El valor de

HbA1c refleja los valores de glucosa de los 120 dias anterior al analisis de la muestra sanguinea,

sin embargo, la glucosa que mas influye en el resultado es la del mes anterior al andlisis, logrando

asi representar un aproximado del 50 % del valor de HbAlc, corresponde al periodo de 31y 90

dias anteriores el 40%, y reflejaria un 10% la exposicion de los eritrocitos a la glucosa el periodo

de 90 y 120 dias antes del analisis (Cercado et al., 2017).

2.1.2 Metodologias para la Determinacion Hemoglobina Glicosilada (HbALc)

En la siguiente tabla se describen los principios de las metodologias que se utilizan para

determinar los valores de hemoglobina glicosilada (HbALc) en la sangre.

Tabla 1

Metodologias para determinar los valores de HbAlc.

Metodologia

Principio

Electroforesis capilar

Inmunoturbidimetria

Cromatografia
liquida de alta
eficiencia

Los tipos de Hb son distribuidos en capilares hechos de silice, de acuerdo con la movilidad
electroforética y el flujo electro endosmético que corresponda a cada tipo, haciendo uso de
un alto voltaje en un medio de tampoén alcalino. Los tipos de Hb son calculados por medio
de absorbancia medida.

La muestra de sangre se hemoliza y lahemoglobina liberada se convierte en un componente
que se calcula haciendo uso del fotdmetro. La HbAlc presente en la muestra se una con los
anti-HBA1c dando como producto un compuesto divisible, mientras que los anti-HBA1c
sobrantes entran en contacto con poli haptenos cuya reaccion puede calcularse por
turbidimetria: a mas elevado los valores de HbAlc, inferior es la turbidez detectada.

En la cromatografia el analito recorre una columna por medio de un liquido haciendo uso
de una elevada presion. Posteriormente, los compuestos de esta se separan por los
intercambios moleculares (absorcion, adsorcion, etc.) que ocurren en la columna, pues,
debido a que estos compuestos se mueven a velocidades diferentes, ello favorece una
separacion adecuada. Una vez separados el cromatégrafo, por medio de diferentes técnicas,
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calcula el valor de los analitos formando una gréfica en donde se puede observar la
concentracion de los componentes analizados.

Fuente: elaboracion propia, Tosoh Bioscience y Roche.

2.1.3 Protocolos para la Comparacion de Métodos

la Institucion de Estandares Clinicos y de Laboratorio (CLSI) es un organismo que junta
los diferentes conocimientos y perspectivas de todos los laboratorios a nivel global para el progreso
de un objetivo en comun: incentivar en el ambito médico del laboratorio la excelencia por medio
de la implementacidon y elaboracion clinica de normas y especificaciones que ayuden a lograr sus
responsabilidades de eficacia, eficiencia y aplicabilidad a nivel global en los laboratorios (CLSI
EP9A3, 2013). Los documentos elaborados por la CLSI se centran en diferentes especialidades y
contienen desde las definiciones méas simples que se emplean en el laboratorio hasta los términos
que se manejan en el dmbito del area de calidad, verificacion, validacion y gestion de la
informacion.

La verificacion es un método importante en el proceso debido a que evalta su desempefio
y manifiesta que se esté cumpliendo con las condiciones necesarias para su posterior uso, los cuales
fueron estipulados como producto de su validacion. Este método es de utilidad al momento en que
un laboratorio desea implementar un nuevo método analitico, por medio de alcanzar objetivamente
la demostracién de que se cumple con las condiciones especificas (CLSI EP9A3, 2013).
Tabla 2

Guia EP9-A3 para medicion del error sistematico y la comparacion de métodos

EP9-A3 para la comparacion de procedimientos de medicion y estimacion de sesgos utilizando muestras de
pacientes
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Verificar la veracidad o el error sistematico de un método. Se puede realizar analizando muestras
de pacientes por el nuevo método y un método comparativo (referencia), donde se demuestra

Propésito : : - . A "

haciendo uso de las diferencias contempladas entre los métodos el error sistemético.

Analizar al menos 40 muestras que cumplan los criterios. Las razones por las cuales se indica
Muestra obtener una cantidad suficiente de cada muestra es porque los duplicados pueden ser analizados

por el método de ensayo y por el método comparativo.

Las muestras pueden ejecutarse a medida que se recolectan o pueden organizarse en juegos para
una posterior prueba diaria de lotes. Dentro de cada conjunto todas las muestras deben ser
analizadas en secuencia aleatoria para ambos procedimientos de medicién. Para todos los
analiticos, el lapso no debe exceder las dos horas para el analisis por cada método.
Si el IC para el sesgo predicho engloba el sesgo aceptable definido, entonces los datos nos
muestran que el sesgo del método candidato es diferente de la polarizacién aceptable. Pero si el
intervalo de confianza para el sesgo de espera no contiene el sesgo aceptable definido, entonces
se puede aplicar el método.
o Si el sesgo aceptable es menor que el limite inferior del IC del sesgo predicho, se
puede extraer la siguiente conclusion: Hay un alto nivel de probabilidad (> 97.5 %) de que
Interpretacion el sesgo predicho es mayor que el sesgo aceptable y, por lo tanto, el rendimiento del método
candidato no es equivalente al método actual y puede no ser aceptable para la aplicacién
definida.
o Si el sesgo aceptable es mayor que el limite superior del IC del sesgo predicho, se
puede extraer la siguiente conclusion: Hay una alta probabilidad (> 97.5 %) de que el sesgo
predicho es menor que el sesgo aceptable y, por lo tanto, el rendimiento del método candidato
es equivalente al método actual y es aceptable para la aplicacion definida.

Procesamiento

Fuente: CLSI EP9A3, 2013

2.1.4. Instrumentos para la Medicion de la Hemoglobina Glicosilada (HbA1c)

En el laboratorio se cuenta con instrumentos para hacer la medicion de la hemoglobina

HbA1c, para lo cual se utilizan principalmente los equipos Tosoh G8 y Cobas ¢502 Roche.

2.1.4.1 Tosoh G8. El analizador Tosoh G8 de HPLC utiliza para la medicion de la
hemoglobina HbA1c el método de intercambio i6nico obteniendo menos de 2 % CV y un tiempo

de andlisis de solo 1.6 minutos (Tosoh G8, 2020).

e Caracteristicas
o Resultados estables de HbAlc en 1.6 minutos con tubo de EDTA
o Coeficiente de variacion (CV) menor de 2 %

o Mantenimiento diario automatizado
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Cargador disponible para 90 0 290 muestras
Operacion simple de pantalla tactil
Multiples tipos de muestras

Certificacion NGSP (Tosoh G8, 2020)

e Calibradores

(@]

o

Hemoglobin Alc calibrator set lot No. ZS9001

Calibrator (1) y Calibrator (2)

e Controles Propios

o

o

Level 1 (white caps) lot No. 7110

Level 2 (white caps) lot No. 7110

2.1.4.2 Cobas ¢502 Roche. EI Cobas ¢502 Roche es un equipo modular multicanal

fotométrico selectivo para la determinacion de inmunoanalisis homogénea y bioquimica (Roche,

2020).

e Caracteristicas

o

o

Muestras de suero, plasma, orina, LCR, sangre en EDTA.

Parametros programados: 117 test de medicion fotométrica, 3 electrolitos, 3
indices séricos en el médulo fotométrico, 8 formulas.

60 test a la par méas 3 electrolitos.

Utilidad: 600 test por hora (fotométrico) o 1000 test de electrolitos por hora.
Automatica carga de reactivos sin detencion de la rutina.

El ultrasonido es usado para realizar la agitacion.

Formato de cassette para los reactivos.
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o Calibradores
o 04528417 190 calibrator C.f.a.s HbAlc (3 mL x 2 mL) cddigo 674.
e Controles Propios
o 05479207 190 PreciControl HbAlc norm (4 mL x 1 mL) codigo 208.

o 05912504 190 PreciControl HbAlc path (4 mL x 1 mL) cddigo 209.

2.1.5 Términos Basicos de la Guia EP-9A3

Analisis de Kolmogdrov-Smirnov

Es un estudio de indole no paramétrico que tiene como premisa identificar si la frecuencia de
dos grupos de datos diferentes tiene una distribucion normal alrededor de su media (Rodo, 2020).
Tabla 3

Prueba de Kolmogdrov-Smirnov

Kolmogdrov-Smirnov Roche Cobas ¢502 y Tosoh G8
Estadistico de prueba (KS) 0.99997247

Estadistico obtenido de tabla tedrico (VC) 0.21503488

Conclusion KS < VC: Ho se acepta

KS > VC: Ho se rechaza
Se rechaza la Ho, la distribucién es no normal

Fuente: elaboracién propia
Analisis de Shapiro-Wilk
El estudio de Shapiro-Wilk plantea que el conjunto de datos de muestra provenir de una
distribucion normal.
Tabla 4

Analisis de Shapiro-Wilk

Shapiro-Wilk Roche Cobas c502 Tosoh G8
SW calculado 0.7997619 0.803388613
SW tedrico 0.94 0.94
Conclusion SWc < SWt: Ho se rechaza

SWc > SWt: Ho se acepta
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Al ser el SWc menor que el SWt se rechaza la Ho, por lo tanto, los datos
tienen una distribucién no normal.

Fuente: elaboracion propia.

Coeficiente de correlacion (R?)

Este analisis calcula el grado de correlacion de dos variables aleatorias con respecto a su
relacion lineal, debiendo ubicarse en el rango de -1 a +1. Teniendo como interpretacion con un
resultado mayor a cero una relacion positiva y menor a cero una relacion negativa (CLSI EP9AS,
2013).

El R%se usa en la medicion de datos paramétricos:
s > (zi — %) (y; — 9)
VE (@ -2 5 (s - )

Where,

r = Pearson Correlation Coefficient

€Ly

= x variable samples y variable sample

Y.

= mean of values in x variable y=mean of values in y variable

El R? de Spearman se usa para medir datos no paramétricos

. 6> d;

£ n(n:—l)

Graéfica de dispersion
La grafica demuestra los resultados de una comparacion entre el procedimiento de
medicion comparativa en la coordenada horizontal X y el procedimiento de medicion candidato

en la coordenada vertical Y. Si las mediciones producen una linea recta en el grafico significa que
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a ambas variables les corresponde una alta correlacion, pero si las mediciones se dispersan de
manera no lineal en la grafica ello significara que les corresponde una baja o nula correlacion
(CLSI EP9A3, 2013). Un ejemplo de este tipo de gréaficas es Passing-Bablok.

Gréfica de diferencias

La gréafica presenta los resultados de una comparacién de un procedimiento de medicion,
con la concentracion de mesurando en el eje horizontal y la diferencia entre el candidato y los
procedimientos de medicion comparativa en el eje vertical (CLSI EP9A3, 2013, p. 6). Un ejemplo
de este tipo de graficas es Bland-Altman.

Veracidad

Es un indicador de calidad en los laboratorios que representa el nivel de cercania entre el
valor promedio logrado de una distribucion de datos y un valor conocido del analito. El calculo de
este indicador se manifiesta regularmente como el bias o sesgo (CLSI EP9A3, 2013, p.7).
Desviacion estandar (Ds)

Es la medicién de dispersion mas usada que sefiala qué tan diseminados se encuentran los
datos en proporcion a la media: al obtener un resultado elevado de Ds, nos indicara que
diseminacion de los datos es elevada (Instituto Nacional de Calidad [INACAL], 2018).

Intervalo de confianza (IC)

Se expresa como un indicador en el laboratorio por el cual podremos obtener que en un
rango dado de IC se halla el verdadero valor de un parametro con cierto nivel de certeza expresada
en porcentaje, representando que exista la probabilidad de que el pardmetro se ubique en el rango
dado una determinada proporcién de veces.

Linea de regresion lineal
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Se define como regresion lineal aquella funcion que es lineal, porque necesita el calculo de
dos indicadores: la pendiente y la ordenada, y = ax + b.
Bias

Es la denominacién que recibe la diferencia entre la expectativa de los resultados de la
prueba y un valor verdadero.
HbA1c

Es una definicion que hace referencia a un grupo de elementos que se obtiene de la
interaccion bioquimica entre algunos azucares presentes en el torrente sanguineo y la hemoglobina
A (HbA).
Desempefio analitico

Consiste en analizar la precision, la veracidad, el error total y Cv.
Significancia

Para determinar la significancia se usa una grafica de dispersién-Passing Bablok y una
grafica de diferencias-Bland Altman. La grafica de diferencias debe contener al 0 para poder
indicar que no se presentan diferencias significativas entre las mediciones de ambas metodologias.
Correlacion de metodologias

Consiste en analizar el R?, ya sea de Pearson o Spearman (R) (CLSI EP9A3, 2013). Aqui
la prueba debe arrojar un valor de R? mayor que 0.975 para poder definir que existe una buena
correlacion entre ambas metodologias.
Error total

Es la combinacién del error sisteméatico mas el error aleatorio. Las formulas que se utilizan
para su célculo son las siguientes:

Error total = error sistematico + 1.65 x error aleatorio
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TEcal = biasmeas (diferencia de promedios) + 3smeas (DE (replicacion) / (Sx/y)
Error sistematico

La exactitud e inexactitud o, como se prefiere hoy en dia, la veracidad se produce de una
cantidad infinita de célculos de este mensurando, generando asi el valor medio, las cuales son
realizadas en condiciones de repetibilidad, menos el valor verdadero del mensurando que puede
ser medido de diferentes formas, el cual es usualmente medido en forma de sesgo, pero también
puede ser expresado en términos porcentuales (CLSI EP9A3, 2013). Un ejemplo de este error es
el biasmeas.
Error aleatorio

Este error es considerado sinénimo de imprecision o precision, se manifiesta como la
diferencia entre un resultado determinado de una mediday el resultado promedio que se observaria
de un calculo infinito de mediciones de este mensurando realizadas teniendo en cuenta los
requisitos de repetibilidad. Este error puede ser medido y usualmente expresado como coeficiente
de variacion. Un ejemplo de este tipo de errores es el smeas.
Linea de regresion (Sx/y)

Hace referencia a la ecuacion que se emplea para obtener la desviacion estandar alrededor
de la linea de regresion, lo cual permite obtener el valor del error aleatorio. La ecuacion que se

emplea para hallar el calculo es la siguiente:

Donde:
yi = valor individual de y

Yi = valor te6rico de Y utilizando la informacion de xi
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N = cantidad de valores
Coeficiente de variacion

Es una herramienta estadistica que reporta sobre la dispersion relativa de un conglomerado
de datos (CLSI EP9A3, 2013), por ello los datos que se usan para obtenerla son la desviacion
estandar poblacion y la media poblacional. La ecuacion utilizada para el calculo del coeficiente es
la siguiente:

CV=ds/m
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I1l. METODO

3.1 Tipo de Investigacion

La investigacion se centra en un enfoque de tipo descriptivo-comparativo, cuantitativo y

corte transversal.

3.2 Ambito Temporal y Espacial

3.2.1 Ambito Temporal

Los datos tomados en esta investigacidn se recogieron en un periodo de tiempo que abarca

los meses de septiembre a diciembre del afio 2020.

3.2.2 Ambito Espacial

El estudio se desarrolla en las instalaciones de laboratorio clinico de la empresa Centro de
Apoyo al Diagnostico Suiza Lab que se encuentra ubicado en el Hospital Centro Médico Naval
Cirujano Mayor Santiago Tavara en el distrito de La Perla, en la Provincia Constitucional del

Callao.

3.3 Variables

Tabla b

Operacionalizacion de las variables

. Definicion Definicion Tipode  Escalade . Instrumento
Variable . . L Indicador de
conceptual operacional variable medicion .
recoleccion
Cromatografia Es una El analito esta en Desempefio
liquida de alta  definicion que la fase movil y analitico Ficha de datos
eficacia hace referenciaa pasa por una Cuantitativa Razon
(HPLC) un grupo de columna a alta Significancia Base de datos

HbAlc elementos que se  presion, los
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Inmuno-
turbidimétria
por inhibicion

(TINIA)

HbAlc

forman a partir
de la interaccién
biogquimica entre
algunos
azlcares
presentes en el
torrente
sanguineo y la
hemoglobina A
(HbA).

Es una
definicion  que
hace referencia a
un grupo de
elementos que se
forman a partir
de la interaccién
bioguimica entre
algunos

azUcares

presentes en el
torrente

sanguineo y la
hemoglobina A
(HbA).

compuestos seran
separados por
interacciones
moleculares en la
columna, logrando
la separacion
efectiva.

Una vez separados
el cromatografo,
por medio de
diferentes
técnicas, calculael
valor de los
analitos formando
una grafica en
donde se puede
observar la
concentracion de
los componentes
analizados.

La HbAlc
presente en la
muestra se una
con los anti-
HbAlc dando
como producto un
compuesto
divisible, mientras
que los anti-
HBAlc sobrantes
entran en contacto
con poli haptenos
cuya reaccion
puede calcularse
por turbidimetria:
a més elevado los
valores de HbAlc,
inferior es la
turbidez
detectada.

Cuantitativa

Razén

Error
sistematico

Desempefio

analitico Fichas de

Significancia datos
Base de datos
Error

sistematico

3.4 Poblacion y Muestra

Las caracteristicas del estudio, segun el protocolo de la guia de CLSI EP9A-3, establece

que se debe utilizar un minimo de 40 muestras elegidas al azar. En el marco de este estudio se
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procesaron ocho muestras durante cinco dias por un periodo de dos horas para procesarlas por

medio de las dos metodologias a comparar.

3.5 Instrumentos

Se hizo uso de una ficha para la recoleccion de datos acorde con las indicaciones dadas en
la guia de la CLSI EP9-A3 (ver Anexo 1). En atencidn a estas se registraron los resultados de
HbA1c obtenidos por medio de la aplicacion de ambas metodologias en el servicio de laboratorio

de Suiza Lab.

3.6 Procedimientos

Se comenzo a desarrollar el proyecto de investigacion con la extension de una solicitud de
autorizacion al laboratorio de Suiza Lab para utilizar los equipos que cuenten con la metodologia
de HbAlcy TINIA, y también para tener acceso a la data que se produce por ambas metodologias
0 equipos respectivamente. Para ello, primero se coordiné una familiarizacion con los equipos por
un periodo de una semana, con fin de proceder con la programacion de recogida de datos.

De manera previa al analisis de datos se comprobd que el paso de calibracion y los controles
en ambas metodologias estuvieran correctos, para poder proceder a realizar el analisis de muestras
por ambas metodologias. Para obtener, recolectar y procesar las muestras se siguieron las
recomendaciones brindadas por la guia de la CLSI EP-9A3.

Posteriormente, se procedid con el procesamiento de forma inmediata, sin centrifugar las
muestras, solo se hizo una previa homogenizacion respetando el plazo de dos horas para poder
procesar las muestras en ambos equipos, siguiendo las instrucciones de la guia EP-9A3. Asimismo,
estas recomendaciones contenidas en la guia de la CLSI también se tuvieron en cuenta para el

almacenamiento de las muestras.
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Una vez fueron procesadas las muestras en concordancia con lo dispuesto en la guia EP-
9A3 se procedio con el analisis. Se procesaron ocho muestras durante cinco dias consecutivos,

completando asi el procesamiento de un total de 40 muestras por equipo.

3.7 Analisis de Datos

El analisis de los datos abarca lo estipulado en el protocolo de la CLSI, usando los
respectivos programas recomendados y teniendo como apoyo el programa de Excel de Microsoft

version 2010.

3.8 Consideracion Eticas

Esta investigacion no vulneré o afecto al paciente, tampoco altera la confidencialidad, dado
que solo se trabajo con los datos obtenidos de la prueba realizada por medio de las dos
metodologias que se consideraron. En este proceso no se manejé ningun dato personal de los
pacientes. Y para asegurar lo anterior el estudio sera sometido al Comité de Etica de la Oficina de

Grados y Titulos de la Universidad Nacional Federico Villarreal (UNFV).
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IV. RESULTADOS

El estudio llevado a cabo brinda definiciones sobre cuanto error se le puede conceder a un
procedimiento de medicion sin anular el beneficio clinico de los resultados, contemplando su uso
previsto y pudiendo estar basados en diferentes fuentes. Con respecto a este margen de error se
tuvo en cuenta la disposicion de la CLIA que indica un 10 % como ETA. Los datos presentados
en este capitulo son evaluaciones comparativas del rendimiento analitico de dos sistemas de uso
comun, a saber: Tosoh G8 y Roche ¢502.

Tanto para la metodologia del HPLC como el TINIA se selecciond el requisito de la calidad
segun la CLIA para poder aplicar la guia de la CLSI EP-9A3 con respecto al desempefio analitico
de ambas metodologias. Este es aceptado segun lo dispuesto en la guia de la CLSI EP-15A3, al
igual que la informacion brindada por ambas casas comerciales en sus respectivos insertos.

Al enfrentar los resultados obtenidos frente a los del fabricante se usaron como niveles de
decision los siguientes: < 5.7 %, 5.7 % a 6.4 % y 6.5 % <, los cuales son recomendados como
valores esperados segun la ADA; ademas se tuvo como coeficiente de variacion los valores que
uso el fabricante, los cuales fueron: 5 %, 6.5 %, 8 % y 12 %. Se reportaron como valores de
coeficiente de variacion los siguientes 1.84 %, 0.68 %, 0.98 %y 1.31 % respectivamente en Tosoh;
y en el Cobas ¢502 las medias 4.4 %, 5.6 %, 8.4 %y 10.6 %; conun CV de 1.6 %, 1. 6%, 1 % y
1.1 %. Por lo anterior, se observa que la informacion que aportan los fabricantes cumple con el
requisito de tener un CV < 3 % como lo indica la NGSP.

Posteriormente, se sometid a comparacion el coeficiente de variacion obtenido en el estudio
con el del fabricante, esperando tener un valor menor o igual y calculando un desempefio analitico
aceptado. la comparacion se llevd a cabo por regresion de Passing-Bablok y el grafico de

dispersion de Bland-Altman. Se utilizé el programa Excel 2010 para el calculo estadistico.
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Los calculos de pendiente y ordenada al origen se expresan en compaiiia del IC al 95 %.
Luego se calculo el promedio de ES para las de mediciones evaluadas y en los puntos de dictamen
médico se enfrenté con el ES aprobado por el NGSP vy el requerido por CLIA. El analisis de la
tendencia central, las medias, las medianas y la desviacion estandar se presentan en la Tabla 6.
Tabla 6.

Resultados logrados para ambas metodologias (n = 40)

Cobas c501 Tosoh G8
Concentracién menor 4.96 5.2
Concentracion mayor 10.5 10.2
Media 6.527 6.60
Mediana 5.695 5.9
Desviacién estandar 1.618 1.53

Fuente: elaboracion propia

Usando el estudio no paramétrico de Passing-Bablok se calculd la recta y = 0.9379x +
0.4856 (ver Figura 2).
Figura 2

Recta de regresion obtenida por Passing-Bablok para HPLC y TINIA

12 ~

11 ~

10 ~

HPLC
Tosoh G8
(00} O

~
1

y =0.9379x + 0.4856

6 -
*
5 -
4’ T T T T T T 1
TINIA
4 5 6 7 8 9 10 11 Cobas c502
®  ANALITO LIMITE INFERIOR LIMITE SUPERIOR Lineal (ANALITO)

Lineal (ANALITO)

Limite Inferior Limite Superior

Fuente: elaboracion propia
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En la figura 2. La coordenada horizontal X representa las mediciones realizadas por el
analizador automatizado Cobas ¢502 (TINIA), y en la coordenada vertical Y las mediciones
tomadas por Tosoh G8 (HPLC). Se evidencia la recta de regresion lineal y el IC al 95 %. La recta
punteada central corresponde a la recta con ordenada O y pendiente 1. para este estudio los
indicadores de regresion y su IC 95 % fueron:

e Pendiente: 0.9379 (0.897779 —0.978078)
e Ordenada al origen: 0.4856 (0.215846 — 0.755439)

Con base en la observacion de la diferencia que se genera entre las metodologias de TINIA
y HPLC, aplicando la féormula de la recta resultante del método de regresion de Passing-Bablok,
se definio que alrededor de los puntos de corte tomados como referente (5.9 %), valor diagndstico
(6.5 %) y objetivo terapéutico (7 %), la diferencia entre las metodologias fue de 2.02 %, 1.26 % y
0.73 %. Este valor resulto ser inferior al definido por el NGSP (3 %).

Figura 3

Indice de error para HPLC y TINIA
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Fuente: elaboracién propia

la figura 3 es la estadistica que se usé para medir la diferencia entre los dos métodos que
se compararian se calculé restando los datos obtenidos del método de comparacion (HPLC) menos
los datos obtenidos del método referencia (TINIA) y, posteriormente, dividiendo el resultado por
el error total permitido (TEa), teniendo en cuenta que los valores son adecuados si se encuentran
entre -1 a 1.

Nota: el 10 % sera el TEa segln lo indicado por la CLIA (2019).
Tabla 7

Criterios de aceptabilidad CLSI EPA-3

Coeficiente de correlacion esperado (R) > 0.975 Aceptabilidad
3 § ] 0.992 aceptable
é g Indice de error rango esperado (-1.0 a 1.0) Aceptabilidad
s £ -0.45 2 0.99 Aceptable
G § % de indices de error esperado > 95 % Aceptabilidad
100 % Aceptable

Fuente: CLSI EP9A-3 (2013)
El analisis de regresion se utilizé para determinar si los métodos son precisos dentro del
ETa. Con este propdsito se evaluo si los métodos cumplian con los siguientes criterios segun la
tabla 7:
1. El coeficiente de correlacion debe ser > 0.975.
2. Los datos del indice de error deben estar entre -1 y 1, se mide para cada (HPLC —
TINIA) /TEa.
3. Simas del 5 % de las muestras tienen un indice de error menor que -1 o0 mayor que 1
el experimento de exactitud falla.
4. Para los analitos que no pasen la prueba del indice de error, la correlacién se evaluara

mediante el analisis Six Sigma. La métrica Six Sigma debe ser > 3.0.
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Graéfico de Bland-Altman para HPLC y TINIA

Diferencia
de HPLC y TINIA

Fuente: elaboracion propia
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En la Figura 4 se observa el gréafico de Bland-Altman donde en la coordenada vertical

Y se grafican las diferencias entre las mediciones empleando términos porcentuales para los

analizadores automatizados Roche Cobas ¢502 y Tosoh G8. En la coordenada horizontal X se

grafica el promedio de las mediciones realizadas por las dos metodologias, la linea horizontal

define la media de las diferencias y las lineas horizontales punteadas expresan el + 1.96 DS, el

grafico expone lo azaroso de las mediciones cercanos del valor medio y calcula un sesgo de -

0.081 % entre la metodologia TINIA y HPLC. El valor conseguido es inferior al ES establecido

por el NGSP (3 %).

Al ser una distribucién de datos no normal solo se utiliza una prueba no paramétrica que

fue el indice de correlacion de Spearman en el cual se obtuvo un resultado de 0.99.
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Al momento de realizar el célculo de error de medida de la metodologia TINIA versus
HPLC se tuvo en cuenta que se aplic6 como valor verdadero el valor de medicion de la
metodologia TINIA, debido a que esta metodologia es la que se encuentra actualmente en uso en
el laboratorio. De esa manera se calculo el sesgo para los 40 valores. La formula que se uso fue la
siguiente:

Error sistematico = ((valor medido — valor verdadero) / valor verdadero) * 100

Tras la aplicacion de la formula se obtuvo como resultado un 1.63 de error sistematico o
bias de las 40 mediciones, siendo el error de medida no significativo. En la DS alrededor de la
regresion lineal (Sx/y), que equivale al error aleatorio, se obtuvo como resultado un valor de
0.232132267. Luego se realizé el calculo del error total (TEcal) = 2.326396801 %, obteniendo el
siguiente resultado frente al requisito de calidad de error total (< 10 %):

TE cal < Eta = 2.326396801 % < 10 %
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V. DISCUSION DE RESULTADOS

La finalidad de este estudio fue confrontar el analizador Tosoh G8 con un método de
laboratorio establecido (TINIA), encontrandose que ambas metodologias tuvieron un desempefio
analitico aceptable tras aplicar en muestras de sangre, controles de calidad y CV, cuyo valor se
encontraba en < 2 % segun lo recomendado por la Academia Nacional de Bioquimica Clinica
(Sacks, 2012). Los resultados obtenidos para el desempefio analitico en el marco este trabajo
concuerdan con los hallados por Unger et al. (2014), quienes obtuvieron los siguientes resultados:
un CV %y ET % acordes al valor definido por el NGSP (< 3 %) para su metodologia enzimatica;
no obstante, contrariamente en el estudio no se reportd un desempefio aceptable para las
metodologias de inmunoturbidimetria y cromatografia de intercambio cationico debido a que los
resultados obtenidos fueron mayores que los propuestos por el NGSP.

Contrario al resultado reportado por estos autores, los obtenidos por Grant et al. (2017)
para el CV % fueron de 1.2 % y 1.6 % para la HPLC, y de 3.5 % y 2.7 % para la tecnologia de
extincién de fluorescencia, con base en estos resultados se concluyd que los métodos tenian un
desempefio aceptable segin el NGSP. Asimismo, los autores Wu et al. (2016) obtuvieron un valor
de CV % para los cuatro sistemas inferiores a los planteados por el NGSP (< 2 %), lo cual denota,
al igual que en el marco de este estudio, que el desempefio de los métodos es aceptable.

La diferencia significativa entre las investigaciones tomadas como antecedentes y la
presente se observa en los resultados logrados al usar Bland-Altman. En el marco de este estudio
se obtuvo como resultado -0.081, lo cual es concordante con los valores hallados por Ris et al.
(2017) de 0.33 % y -0.07 %; Grant et al. (2017) de 1.4 %; Wu et al. (2016) de 0.13, 0.13 y -0.04;

Badiou et al. (2014) de 0.08 y 0.015; Mores et al. (2016) de 0.3 %. Cabe anotar que todos los
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resultados de las concentraciones medidas se encontraron en un valor £ 1.96 DS, lo cual sefiala no
encontrar una diferencia significativa entre los resultados logrados para ambas metodologias.

El sesgo estimado por medio del método grafico de Bland-Altman (-0.081 %) y el ES
definido por medio de la ecuacion de la recta, en la concentracion de dictamen médico, manifiestan
no estar por encima al ES de referencia (NGSP < 3 %). Por ende, se determino que no es observable
una diferencia significativa entre las metodologias evaluadas.

Con respecto al resultado obtenido al aplicar el R?, en este estudio se obtuvo un R?>=0.992.
Este resultado es concordante con los reportados por los estudios llevados a cabo por Badiou et al.
(2014) con un R? = 0.995, Wu et al. (2016) con un R? = 0.99, Grantd et al. (2017) con un R? =
0.969 y Godino et al. (2014) con un R? = 0.998. No obstante, estos resultados son contrarios al
obtenido en el estudio desarrollado por Unger et al. (2014), puesto que, si bien concuerdan con el
valor reportado para el método inmunoturbidimétrico y el R? = 0.996, no concuerdan con el valor
que se informa para el método enzimatico E2 = 0.793.

El resultado del sesgo o bias en este estudio fue de 1.63 (< 3 % NGSP), lo cual es
concordante con lo reportado por Ris et al. (2017) con 0.04 % y Wu et al. (2016) con un sesgo <
+/ -6 % para las cuatro metodologias que usaron en su estudio, teniendo como limite de aceptacion
+/- 6 %. Por el contrario, Unger et al. (2014) obtuvieron un sesgo de 3.7 % y 2.7 %, lo cual indica
que la evaluacion de sus metodologias fue aceptada solo para la inmunoturbidimetria, pero no para
los métodos enzimaticos y de cromatografia de intercambio catidnico, pues en ambas metodologias
se reportd un desempefio no aceptable en las condiciones en las cuales se realizé el estudio.

Por lo tanto, nuestros resultados demuestran estar de acorde con los datos de estudios

previos y aportaran una base para futuras investigaciones de temas similares
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VI. CONCLUSIONES

» Se concluye que habiendo aplicado la guia EP9A-3 se encontrd que ambas metodologias
son comparables. De ese modo, en este estudio la evaluacion para la comparacion de
métodos es aceptada por ende HPLC y TINIA son intercambiables.

» Ademas, las metodologias usadas en el estudio mostraron buen desempefio analitico con
un valor para el CV que se encontraba dentro de lo recomendado, es decir, estaba por
debajo del 3 % para las unidades de la IFCC y para las unidades de NGSP, de esa manera
se demostrd que los métodos tienen un desempefio analitico aceptable y que se ajustan a
los requisitos internacionales propuestos.

» Con las pruebas de bland-altman (incluya el 0) y indice de error (-1 a 1) obtenemos valores
dentro de los parametros definidos para el estudio, por lo tanto, no se cuenta no una
diferencia significativa entre las metodologias de HPLC y TINIA.

» En la correlacion se concluye que la evaluacion de la comparacion de metodologias de
TINIA y HPLC fue satisfactorio, dado que se cumplen con la especificacion de la CSLI
EP9-A3 (R? > 0.975). Ello implica que el método candidato proporciona resultados
similares al método comparativo, por lo tanto, existe una correlacion lineal entre los datos.

» Los resultados obtenidos en este estudio demostraron que la comparacion entre la
metodologia TINIA y HPLC concluyen con un error sistematico o bias no significativo

(<TEa).



46

VIil. RECOMENDACIONES

» Sumado al compromiso y a los continuos esfuerzos de la IFCC, la ADA y el NGSP por
lograr una estandarizacion mundial del calculo de la HbAlc, en el estudio realizado se ha
evidenciado la urgencia de contar con métodos certificados para poder evaluar y validar
los métodos que se utilizan para cuantificar los valores de HbAlc en los laboratorios.
También se han revisado las recomendaciones que dan los fabricantes para implementar
condiciones de uso adecuadas para la metodologia que se quiere usar en el laboratorio.
Ademas, se ha resaltado la valia de ejecutar controles internos de calidad del método y de
formar parte en programas de examinacion externa de la calidad, dado que de la calidad de
los resultados obtenidos influenciara en el dictamen médico con respecto al diagnostico
y/o tratamiento de la diabetes.

» Con estos aportes se pretende que el estudio realizado sirva como referencia para la
implementacion de los procedimientos, sobre todo al momento de intercambiar las
metodologias en los laboratorios.

> Si bien el trabajo cumplié con las metas de calidad trazadas, se recomienda que en estudios
posteriores similares se utilice una mayor cantidad de datos, debido a que una mayor data
brindard mas informacidn sobre la estimacidn del sesgo y abarcara méas concentraciones de
medida, lo cual beneficiara la consolidacion de los datos en las graficas de dispersion y
diferencias. También se recomienda el uso del protocolo EP9-A3 en investigaciones
futuras, dado que estas orientaciones brindan informacién relevante y necesaria para hacer
estudios de comparacién de métodos.

» Cabe destacar que para el requisito de calidad en el marco de esta investigacion se eligio

el CLIA (ETa < 10 %), pero también se pueden consultar otras fuentes como RiliBAK en
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Alemania, RCPA en Australia y Asia, y Qualab en Suiza para elegir la que mas se adecue
a los objetivos trazados.

Por ello se recomienda que los laboratorios utilicen Unicamente métodos de ensayos que
estan certificados por el NGSP, puesto que el personal debe usar metodologias que
representen beneficios para los pacientes.

De ese modo, con sustento en el estudio ejecutado, se definidé que el laboratorio clinico
asume una responsabilidad muy grande al establecer el método que utilizara para medir los
valores de HbAlc, pues debe garantizar que la metodologia usada cuente con calidad
optima, abarguen los requisitos analiticos estipulados, porque ello impactara directamente

la calidad y la utilidad clinica del resultado obtenido.
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Anexo A: Matiz de consistencia
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A continuacion, en la siguiente tabla se muestra la comparacion entre los métodos de HPLC y de inmunoturbidimetria por

inhibicidn para la medicion de HbAlc en el 2020.

Problemas

Objetivos

Hipotesis

Variables

Metodologia

General: ¢(Cudl es la comparacién entre
la cromatografia liquida y la
inmunoturbidimetria por inhibicion para
la medicion de HbAlc?

General: Determinar la comparacion entre
los métodos de cromatografia liquida y de
inmunoturbidimetria por inhibicion en la
medicion de HbAlc

Secundarios:

1. ¢Cuél es el desempefio
analitico de la cromatografia liquida para
la medicion de HBA1c?

2. ¢Cuél es el desempefio
analitico de la inmunoturbidimetria por
inhibicion para la medicion de HBA1c?

3. ¢(Cual es la diferencia
significativa entre las metodologias de
cromatografia liquida e

inmunoturbidimetria por inhibicién para
la medicion de HBA1c?

4, ¢Cual es la correlacion
entre la metodologia de cromatografia
liguida y la inmunoturbidimetria por
inhibicion?

5. ¢Cual es el error
sistematico o bias de la cromatografia
liguida y la inmunoturbidimetria por
inhibicion?

Secundarios:

1. Determinar
el desempefio analitico de la cromatografia
liquida para la medicion de HBAc.
2. Determinar
el  desempefio  analitico de la
inmunoturbidimetria por inhibicién para la
medicién de HBALc.

3. Determinar
la diferencia significativa entre las
metodologias de cromatografia liquida e
inmunoturbidimetria por inhibicién para la
medicion de HBAc.

4. Establecer
la correlacién entre la metodologia de
cromatografia liquida e
inmunoturbidimetria por inhibicién.

5 Calcular el

error sistematico o bias de la cromatografia
liquida y de la inmunoturbidimetria por
inhibicion.

Al ser un estudio
descriptivo no se
requirio formular
hipétesis.

1.

romatografia
liquida de alta
eficacia
(HPLC) para la
HbAlc.

2.
nmunoturbidim
etria por
inhibicion
(TINIA) para la
HbAlc.

Tipo de investigacion: Se realizo
una investigacion de enfoque
cuantitativo y nivel descriptivo, por
el nimero de mediciones que se hizo
fue un estudio transversal y por el
tiempo de  ocurrencia  fue
retrospectivo.

Poblacién: Pacientes del Hospital
Centro Meédico Naval Cirujano
Mayor Santiago Tévara en el afio
2020.

Muestra: 40 muestras elegidas al
azar. Se procesaron 8 muestras por
dia durante 5 dias, en un periodo de
2 horas en el cual se procesaron por
ambas metodologias para poder
compararlas.




Anexo B: Ficha de recoleccién de datos CLSI EP9-A3
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N.° muestra

Métodos

TINIA

HPLC

% de sesgo

Al

Bl

C1 = ((B1-Al) /B1*100)

10

11

12

13

14

15

16

17

18

19

20

21

22

23

24
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25

26

27

28

29

30

31

32

33

34

35

36

37

38

39

40

FUENTE: CLSI EP9-A3 (2013)

Anexo C: Férmulas de ficha de Excel



FUENTE: CLSI EP9-A3 (2013)

Error total permitido (ETA) CLIA, VB, Estado del arte

Pendiente = pendiente (A1:A40; B1:B40)
Intercepto = interseccion eje (A1:A40; B1:B40)
Coeficiente de correlacién = coef. de correlacion (A1:A40; B1:B40)
Limite de deteccion de HbAlc %

Sesgo promedio = promedio (C1:C40)

Error INDEX =B-Y

Anexo D: Carta de autorizacion para la realizacion del proyecto de tesis
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