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Comparacion de métodos eﬁﬁ? determinacién de
hemoglobina glicosilada realizada en un hospital
publico de la provincia de salta.

La Diabetes Mellitus es uno de los grandes problemas de salud publica a nivel
mundial y uno de los mayores desafios del siglo XXI. La determinacién de proteinas
glicadas, en especial la hemoglobina (HbA1c) permite saber cual ha sido el control

glucémico de los ultimos tres meses. En el siguiente trabajo se compara un método de
referencia para este analito, Inmunoturbidimetria (IT), con la metodologia de
Reflectancia Espectral (RE) para determinar la confiabilidad en los resultados.
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>>> RESUMEN

Introduccion: La Diabetes Mellitus se encuentra
dentro del grupo de las Enfermedades Crénicas No

Transmisibles. Para la poblacién de diabéticos y el
equipo de salud que los contiene, la determinacién
de Hemoglobina Glicosilada (HbA1c) representa
una herramienta, ya que permite conocer cuadl ha
sido el control glucémico de los ultimos tres
meses. El objetivo de este trabajo es comparar el
método Reflectancia Espectral (RE) del dispositivo
point of care testing (POCT) NycoCard™ READER
[I-Alere para la medicién de HbA1c contra el
método de referencia de dicho analito por Inmu-
noturbidimetria (IT) del autoanalizador Cobas c311
ROCHE-HITACH]I, a fin de poder considerar como
confiables analiticamente los resultados del POCT,
el cual se encuentra distribuido en los laboratorios
de los centros de salud del Area Operativa 55 de la
provinciade Salta.

Materiales y Métodos: Se realizé un estudio obser-
vacional prospectivo que incluyd 20 muestras de
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pacientes, a las cuales se les determino la
concentracion de HbA1c por IT (Cobas €311 ROCHE-
HITACHI), y por RE (POCT NycoCard™ READER II-
Alere). El mensurando fue medido por triplicado;
en el Hospital Papa Francisco por ITy REy en un
centro de salud por este ultimo método. Las
determinaciones fueron realizadas por el mismo
operador (plataforma automatizada y POCT),
utilizdndose la misma micropipeta automatica, a
fin de eliminar las variables: operador dependiente
y material volumétrico empleado dependiente.

Resultados: Mediante el analisis de los datos de la
comparacion de métodos por la Prueba t de
Student y ANOVA se pudo determinar que hay
homogeneidad de varianza y de medias para los
datos obtenidos.

Conclusiones: la metodologia del POCT genera
resultados comparables con el método de
referencia de IT, siempre y cuando se utilice
material volumétrico calibrado y se sigan las
especificaciones del fabricante para su toma de
muestra, almacenamientoy procesamiento.

Palabras claves: Diabetes Mellitus, HbA1c, Inmu-
noturbidimetria, Reflectancia Espectral, Poin of
Care Testing,

>>> INTRODUCCION

La Diabetes Mellitus (DM) se encuentra
dentro del grupo de las Enfermedades Crénicas No
Transmisibles y se caracteriza por hiperglucemias

crénicas debido a defectos en la secrecidén y/o
acciondelainsulina.

La prevalencia de la DM en nuestro pais es
de 9,8%, esta se incrementa en grupos etarios
mayores, personas con menor nivel de ingresos
y/o educacién y con cobertura de salud del sector
publico. El Ministerio de Salud de la Nacidn realizé
la Tercera Encuesta Nacional de Factores de Riesgo
para Enfermedades No Transmisibles en el afio
2013, en la cual se documentd que entre los
encuestados mayores de 18 afios, uno de cada 10
refirié tener diagndstico de diabetes (1).

El Area Operativa N° 55 (AOLV) pertene-
ciente a zona sanitaria centro de la provincia de
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Salta, posee una poblacion de 246.809 habitantes
(Censo 2017 realizado por la Direccién de Primer
Nivel del AOLV) de los cuales 1.461 son pacientes
diabéticos que se encuentran dentro del Programa
de Diabetes de la Provincia de Salta (2) (Diabetes
Mellitus tipo 1y tipo 2); la proporcién de estos
pacientes es semejante a las publicadas en la
encuesta de nacidén de factores de riesgo de
enfermedades no transmisibles del pais:

Poblacion de diabéticos detectados en el
AOLV ano 2017/ Poblacién mayor de 18 afios en el
AOLV afno 2017=1461/143935=0.01%

Parala poblacion de diabéticosy el equipo
de salud que los contiene, la determinacion de
Hemoglobina Glicosilada (HbA1c) representa una
herramienta importante ya que permite conocer
cudlhasido el control glucémico de los Gltimos tres
meses aproximadamente.

Cabe recordar que el papel fundamental
de esta proteina en la diabetes se vio acentuada
por la publicacion en 1993 del Ensayo de
Complicaciones y Control de la Diabetes (DCCT);
este estudio compard la terapia de insulina
intensiva con la convencional en pacientes con
diabetes tipo 1, documentando una relacién
directa entre las concentraciones de glucosa en
sangre (evaluadas por HbA1c) y el riesgo de
complicaciones microvasculares (3). Se observd
también en el Estudio Prospectivo de Diabetes Del
Reino Unido (UKPDS) una importante correlacion
entre HbA1cylas complicaciones en pacientes con
diabetes tipo 2(4). Ambos estudios demostraron
que el valor de HbA1c predice el riesgo de
complicaciones microvasculares en pacientes con
DMyaseatipo10otipo2(5).

La HbA1c segin la Federacién Interna-
cional de Quimica Clinica (IFCC), se trata de un
término genérico que se refiere a un grupo de
sustancias que se forman a partir de reacciones
bioquimicas entre la hemoglobina A (HbA) y
algunos azlcares presentes en la circulacién
sanguinea (6). Por lo tanto, hay una relacién
directa entre el porcentaje de la HbA1c y el
promedio de glucosa sérica porque la glicaciéon de
lahemoglobina es un procesorelativamente lento,
no-enzimatico, que sucede durante los 120 dias de



la vida media del eritrocito y que termina en una
reaccion irreversible de la hemoglobina de los
glébulos rojos hasta su muerte; es por ellos que se
afirma que la HbA1c refleja la glucemia media del
individuo en los tres a cuatro meses previos a la
toma delamuestra (7).

Los métodos para el dosaje de esta pro-
teina al principio mostraron gran variabilidad,
situacidon que se evidencio en 1992 cuando el
Colegio Americano de Patdlogos (CAP) publicé el
primer estudio que mostrara la realidad analitica
delapruebaenese momento (8-9).

Como respuesta a la situacion, y ante la
necesidad de tener una prueba lo suficientemente
confiable, la IFCC establecid un grupo de trabajo
con el objetivo de estandarizar la medicién de la
HbA1c, incluyendo la preparacién y evaluacion de
material dereferenciay el desarrollo de unmétodo
dereferenciainternacional.

En el afio 2010 esta prueba fue incor-
porada como criterio diagndstico de DM por la
Asociacién Americana de Diabetes (ADA), especi-
ficdndose el requisito de que la determinacidon se
realice con métodos certificados por el Programa
Nacional de Estandarizacién de Hemoglobina
Glicosilada (NGSP) y estandarizados de acuerdo
con las especificaciones de Pruebas de Control de
Diabetes y Complicaciones (DCCT). Dicho criterio
establece que el diagndstico de DM se realice con
valores de HbA1c superiores a 6,5% (segun NGSP)
(10). Estofue avalado en 2011 por el Panel de Exper-
tos de la Organizacion Mundial de la Salud e inclui-
do en las Guias y Recomendaciones para Analisis
de Laboratorio en el Diagndstico y Manejo de
Diabetes Mellitus (11-12).

Conrespecto a las recomendaciones ana-
liticas, el Colegio Americano de Anatomo-Pato-
logos (CAP) y NGSP han variado en el tiempo,
tornandose cada vez mas estrictas en cuanto a la
exactitud del método; tal es asi que el error total
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(ET%) aceptable en el afio 2007 era de 15,0%, y
disminuyd a 7,0% en 2012 y a 6,0% en 2013. Asi
mismo, las recientes pautas para el andlisis de
laboratorio en el diagndstico y manejo de la diabe-
tes recomiendan que la imprecisién o coeficiente
de variacién intra-laboratorio (CV) debe ser ideal-
mente menoral 2,0% y entre laboratorios, menor al

3,5%(13,14)

El objetivo de este trabajo es comparar el
método Reflectancia Espectral (RE) del dispositivo
point of care testing (POCT) NycoCard™ READER
[I-Alere para la medicion de HbA1c contra el
método de referencia de dicho analito por Inmu-
noturbidimetria (IT) del autoanalizador Cobas ¢311
ROCHE-HITACHI, a fin de poder considerar como
confiables analiticamente los resultados del POCT,
los cuales se encuentran en los laboratorios de los
centros de salud del AOLV. Esto es de suma
importancia ya que los pacientes del area pueden
recibir atencidn tanto en los dispensarios como en
el hospital nodo de area, paralo cual los resultados
emitidos por ambas metodologias deben ser
comparables en lo que respecta a seguridad ana-
liticaya que de acuerdo a los resultados del analito
se toman decisiones en cuanto a tratamiento y
conductamédica.

Este trabajo también permitira al servicio
de laboratorio del Hospital Papa Francisco
considerar la metodologia POCT como alternativa
util ante fallas y problemas que pudieran surgir en
la rutina con la plataforma automatizada (Cobas
c311ROCHE-HITACHI).

Se eligié a la técnica de IT como método
de referencia ya que es reconocida como equiva-
lente almétodo HPLC, segtin el NGSP (15).

>>> MATERIALESY METODO

Se realizé un estudio de observacional y
prospectivo que incluyé 20 muestras de pacientes
seleccionadas al azar, que concurrieron a con-
troles clinicos al Servicio de laboratorio del
Hospital Papa Francisco en la provincia de Salta
Capital durante los meses de marzo y abril del afio
2018. La poblacidn estudiada incluyd a pacientes
adultos de ambos sexos, diabéticos y no diabé-
ticos, que no presentaban anemia, ni hemoglobi-
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nopatias asociadas.

A los pacientes se les extrajo sangre por
venopuncidn, con el propdsito de determinar la
concentracion de HbA1c por dos metodologias
distintas: Inmunoturbidimetria (IT) dada por la
plataforma automatizada Cobas C311 Roche-
Hitachi, y por Reflectancia Espectral (RE) dado por
el sistema de Point of Care Testing (POCT)
Nycocard ® HbA1cde Alere.

Las muestras fueron recolectadas en
tubos con anticoagulante EDTA para la medicién
de la HbA1C con ambos métodos, conservadas a
4°C y procesadas dentro de las 48 horas. La toma
de muestra y el almacenamiento de las mismas se
realizd siguiendo las indicaciones de los fabri-
cantes paraambas metodologias.

El mensurando fue medido por triplicado,
utilizando:

1- Cobas C311 Roche-Hitachi del Hospital Papa
Francisco

2- POCT Nycocard® perteneciente al laboratorio
delmencionado Hospital

3- POCT Nycocard® perteneciente a un Centro de
Salud del Area Operativa LV

Todas las determinaciones fueron realiza-
das por el mismo operador, tanto en la plataforma
automatizada como en los POCT. En cuanto a las
mediciones realizadas en los POCT se utilizé la
misma micropipeta automatica. El objetivo de
todo este procesamiento fue eliminar las varia-
bles: operador dependiente y material volumé-
trico empleado dependiente.

Las concentraciones medidas de HbA1c
incluyeron los niveles de decision médica
establecidos como referencia: 5.9%, valor diagnds-
tico:6,5% y objetivo terapéutico:7% (16-17).

>>> METODOS

El dispositivo POCT Nycocard ® HbA1c de
Alere consiste en un método basado en la afinidad
del boronato. Cuando la sangre es adicionada al
reactivo los eritrocitos son inmediatamente
lisados y la hemoglobina total precipita. El con-
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jugado de acido bdrico se une inmediatamente ala
configuracién cis-diol de la hemoglobina glico-
silada. Una alicuota de esta mezcla con el reactivo
es aplicada sobre la placa del test y lahemoglobina
total libre o conjugada permanece en el filtro. Todo
el exceso de conjugado coloreado es eliminado por
la solucion de lavado. El precipitado es valorado
por lamedida de laintensidad de la coloracién azul
(hemoglobina glicosilada) o roja (hemoglobina
total) en el medidor NycoCard® READER I, la
lectura obtenida es proporcional al porcentaje de
HbA1c en la muestra. Las calibraciones como los
controles aplicados obedecieron a las especifica-
ciones delfabricante (18,19).

La plataforma automatizada Cobas C311
Roche-Hitachi estd basado en el principio de
inmunoensayo de inhibicidon turbidimétrica com-
petitiva para sangre entera hemolizada. La mu-
estra de sangre entera se hemoliza usando un
reactivo que contiene detergente, el paso de
hemolizar puede realizarse automaticamente en el
instrumento o manualmente con el reactivo hemo-
lizante. La hemoglobina liberada en la muestra
hemolizada se convierte en un derivado estable
que se mide fotométricamente durante la fase de
preincubacién de la reaccién inmunoldgica. La
hemoglobina glicosilada (HbA1c) en la muestra
reacciona con el anticuerpo anti-HbA1c para
formar complejos solubles, los polihaptenos en el
reactivo reaccionan con anticuerpos anti-HbA1c en
exceso y forman un complejo insoluble de an-
ticuerpo-polihapteno. Este complejo puede me-
dirse turbidimétricamente: cuanto mayor es la
concentracidon de HbA1c, menor es la turbidez. La
calibracién del método Tina-quant HbA1c Gen3 se
llevd a cabo utilizando C.F.A.S. (Calibrator for Auto-
mated Systems) HbA1c, se utilizaron los controles
internos de Roche, Precicontrol HbA1c Norm® vy
Precicontrol HbA1c Path®(20).

Analisis estadistico

El andlisis de los datos para la compara-
cionde métodos serealizd mediante el analisis de:

- Prueba t de Student para dos muestras indepen-
dientes.

- Andlisis de varianza de un factor para muestras in-
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dependientes (ANOVA): hipdtesis nula que afirma
que todaslas muestras tienenla mismamedia

Se utilizé el programa estadistico IBM
SPSSversidn1s.

Paralos estadisticos analizados se planted
como hipdtesis nula: “todas las muestras tienen la
misma media “, es decir que no hay diferencia
entre los valores arroyados por la plataforma
automatizada (Cobas ¢311 ROCHE-HITACHI) y el
dispositivo POCT (Nycocard ® HbA1c de Alere) en
las condiciones de: mismo operador y misma
micropipeta automatica utilizada en todos los
procedimientos.

> >> RESULTADOS

Los resultados de tendencia central,
medias y medianas, asi como de desviacion estan-
darsepresentanenlaTabla1.

>> Tabla 1: Resultados obtenidos con IT
(Cobas C311) y RE (Nycocard ® HbA1c) en Hospital
Papa Francisco (HPF) y en un Centro de Salud (C.S)
del AOLV (n=20)

COBAS C311 NYCOCARD| NYCOCARD C.S.
HPF (%) HPF (%) | AOLV (%)
Concentracién Minima | 4,90 5,20 5,10
Concentracion Maximal 9,90 9,70 9,90
Mediana 6,00 6,30 6.30
Media 6,60 6,74 6,72
Desviacion Estandar [ 1,39 1,23 1,23

Mediante la Prueba t de Student se
compard las medias de dos poblaciones indepen-
dientes, se clasifico como Grupo 1: HbA1c COBAS
C311y HbA1c NYCOCARD C.S. AOLV y como Grupo
2: HbA1c COBAS C311y HbA1c NYCOCARD HPF.

El estadistico t presento un nivel de
significacion bilateral de 0.802 ( Grupo 1) y 0.771
(Grupo 2), estos valores nos informan sobre el
grado de compatibilidad entre la hipdtesis de
igualdad de medias y las diferencia entre medias
poblacionales observadas; al ser ambos mayor a
0,05 (p>0,05) se acepta la hipdtesis nula, es decir



que los resultados han mostrado que no hay
diferencias estadisticamente significativas entre
los resultados obtenidos entre la plataforma
automatizada Cobas C311 de Roche y el POCT
Nycocard® HbA1c de Alere del C.SAOLVy del HPF.

Se observa también que en los intervalos
de confianza se encuentran los valores de las
diferencias de medias en ambos grupos, lo cual
también permite aceptar que las medias son
estadisticamente iguales, o lo que es lo mismo, no
se han encontrado diferencias estadisticamente
significativas entrelos dosmétodos enloreferente
asumediaenlosdosgrupos.Tabla2y3

> > Tabla Il: T DE STUDENT - COMPARACION
DE DOS MEDIAS ENTRE COBAS C311Y NYCO-CARD
PERTENECIENTEALC.S.AOLV (GRUPO1)

medias soniguales entre si. Tabla 4

> > Tablag4:Resumendel ANOVA de unfactor

ANOVA
RESULTADOS
Suma de I Media ]
cuadrados 9 cuadratica F Sig
Entre
grupos 0,171 2 0,086 |0,052| 0,95
Dentro de
grupos 94,163 57 1,652
Total 94,334 59

Prueba de muestras independientes

Prueba de Levene de

igualdad de varianzas Prueba t para laigualdad de medias

95% de intervalo de
ia |Diferenci: confianza de la

. < Diferenci
F Sig. t|al la.IS:g , | demedias | deeror X -
ilateral estandar | Inferior | Superior

Se asumen

varianzas 0,409 | 0,526 |o,253]| 38 |0,802| -0,105 |0,4155|-0,9461/0,7361

iguales

No se
asumen 0,253 |37,484/ 0,802 | -0,105 [0,4155|-0,9465|0,7365
varianzas
iguales

> Tabla lll: T DE STUDENT - COMPARA-CION
DE DOS MEDIAS ENTRE COBAS C311 Y NYCOCARD
HPF(GRUPO2)

Prueba de muestras independientes

Prueba de Levene de

igualdad de varianzas Prueba t para la igualdad de medias

95% de intervalo de
confianza de la

F sig. | t | gl sig [ oreenaa ol

Bilateral estandar | Inferior

Se asumen
varianzas 0,38 0,541 }0,29| 38 |0,774| -0,12 |0,4143-0,9586|-0,7186

iguales

No se
asamen 0,29|57.425) 0,774 -0,12 |0,4143] -0,959 | -0,719

varianzas
iguales

Con respecto al estadistico de Levene en
ambos grupos toma un valor mayor a 0,05 con lo
cual también se puede asumir el supuesto de
igualdad delas varianzas delos grupos.

El Analisis de Varianza ANOVA presento
una significacién mayor a 0,05, con lo cual se
aceptar la hipdtesis nula que establece que las

>>> DISCUSION

El sistema de POCT NycoCard® HbA1c es
un equipo de facil manejo, que no requiere de
experiencia previa, ni de equipamiento extra y
ademads provee un resultado de forma inmediata,
permitiendo si es necesario, cambiar la conducta
del médico o del paciente para mejorar el control
glucémico.

Existen estudios previos que demos-
traron las ventajas que presenta enlos pacientes|a
rapida determinacion de la concentraciéon de la
HbA1c mediante el uso del POCT. Ya en 1999
Cagliero et al. publican el primer estudio contro-
lado randomizado para demostrar que la
determinacién de POCT-HbA1c mejora el control
glicémico del paciente (21). Laintroduccion de esta
metodologia fue recibida positivamente tanto por
los clinicos como por los pacientes. Se produjo una
reduccion de costos asociada a un descenso de la
HbA1c del 0.5% (estos costos estan establecidos
porel DCCT)(22).

En 2003 se publican los resultados del
primer estudio multicéntrico de evaluacién de
implantacion de equipos POCT-HbA1c en 45
comunidades aborigenes de Australia tras tres
afnos y medio en funcionamiento (23). Estas comu-
nidades tienen una alta prevalencia de diabetes
tipo 2 (10-30%) y limitaciones geograficas de
accesibilidad a los laboratorios hospitalarios del
pais.

Miller et al. realizaron un ensayo prospec-
tivo controlado en el que participaron 597 pa-
cientes diabéticos tipo 2, una de las observaciones



que se obtuvo del estudio es que la disponibilidad
de la HbA1c inmediata se relaciond con una mayor
frecuencia de intervencién terapéutica (intensi-
ficacién de la terapia) en pacientes no controlados
adecuadamente. (24)

Ademas del impacto en el control glicé-
mico del paciente el POCT-HbA1c presenta otras
ventajas compartidas por diversos autores (21,23-
28).

La DM, en especial la tipo 2 constituye en
nuestro pais un problema de salud publica de gran
relevancia dada su elevada morbimortalidady gran
carga socioecondmica; la diabetes es responsable
de casi el 50% de las amputaciones no traumaticas
de miembros inferiores, una importante propor-
cién de los infartos agudos de miocardio, acc-
identes cerebrovasculares y enfermedad renal
cronica en didlisis, constituyendo una de las
principales causas de ceguera en adultos.(29) Por
lo tanto su control y seguimiento para la instau-
racion de un tratamiento, es de suma importancia
en el primer nivel de atencidon de salud.

Es por ello que podemos concluir que la
determinacion de HbA1c a través de un dispositivo
POCT en el AOLV adquiere relevancia ya que
permite realizar un control oportuno en la pobla-
cion diabética y, con resultados que poseen segu-
ridad analitica, ya que son comparables a los
emitidos porun método dereferenciacomoloesla
inmunoturbidimetria. Ademas de presentar facili-
dadysencillezde manejo.

También se ha podido evidenciar a partir
de este trabajo que el POCT puede ser considerado
como sistema alternativo ante fallas y problemas
delanalizador utilizado de rutina.
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