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RESUMEN

Introduccidn: El consenso para la medicibn de Hemoglobina Glicada (HbAlc) establece
qgue los métodos deben ser certificados por el National Glycohemoglobin Standardization
Program (NGSP). En la actualidad los métodos basados en Inmunoturbidimetria (IT)
cumplen con esta especificacion, una alternativa podrian ser los métodos Point of care,
basados en inmunoensayos (IE). Estos dispositivos presentan la ventaja de brindar los
resultados de manera inmediata, reduciendo el tiempo para la toma de decisiones e
intervenciones terapéuticas. El objetivo de este estudio es comparar la metodologia de IT
con el IE de los equipos POC en la medicién de HbAlc y evaluar si los resultados son
comparables en términos de error sistematico permitido. Materiales y métodos: Se realizé
un estudio observacional y prospectivo que incluyé 66 muestras de pacientes a los cuales se
les extrajo sangre con la finalidad de determinar la concentracion de HbAlc por IT (Cobas
C311, Roche), e IE (POC AC1Now®, Bayer). La toma de muestra y el almacenamiento se
hicieron siguiendo las indicaciones de los fabricantes para ambos métodos. Resultados:
Mediante el procedimiento no paramétrico de Passing Bablok se obtuvo la recta: y
=0,1733+0,9833x. El intervalo de confianza del 95% de la ordenada al origen contiene al
cero y el de la pendiente al 1. Basados en la ecuacién de la recta obtenida se establecié que
alrededor de los puntos de corte establecidos como: referencia, diagnéstico y objetivo
terapéutico, la discrepancia entre los métodos fue de 1.27%, 1.00%, y 0.81%
respectivamente. El analisis del grafico de Bland-Altman estimé un sesgo de 0,3% entre el
método IE y el IT, valor menor al establecido como permitido por variabilidad bioldgica y por
IFCC. Conclusién: Basados en las especificaciones de calidad del NGSP y variabilidad
biol6gica concluimos que el método de POC es comparable con el sistema de IT para
cuantificar HbAlc.

Palabras clave: HbA1lc, diabetes, inmunoturbidimetria, poin of care



INTRODUCCION

La prevalencia de Diabetes Mellitus (DM) tipo 2 va en continuo aumento a nivel mundial, con
una velocidad de crecimiento mayor en los paises en desarrollo. En Argentina, se estimaron
1.426.000 diabéticos en el afio 2000 y se prevé que este numero llegard a 2.457.000 en el
afio 2030 (1).

El control de la glucemia es una parte esencial en el manejo de la DM. Los resultados
obtenidos por varios estudios indican que un adecuado control glucémico reduce
significativamente las complicaciones micro y macrovasculares de la enfermedad (2,3).

La Hemoglobina Glicada (HbALc) es el indicador recomendado para determinar el grado de
control metabdlico en la DM que mide en retrospectiva los niveles promedio de glucemia en
un periodo de 2 a 3 meses (4).

La Asociacion Americana de Diabetes (ADA) establece como primer objetivo terapéutico,
mantener estable el nivel de HbAlc, recomendando la medicion de la misma al menos dos
veces al afio en pacientes con control glucémico estable y cada 3 meses en pacientes cuya
terapia ha cambiado o que no logran las metas de control glucémico (5).

Con el objetivo de estandarizar la determinacién de HbAlc, los organismos internaciones y
nacionales establecen que el método de medicién adecuado debe ser certificado por el
National Glycohemoglobin Standardization Program (NGSP), tener buena trazabilidad
respecto al método de referencia de la International Federation of Clinical Chemistry (IFCC),
poseer un coeficiente de variacion intraensayo (CV) menor al 2% y un sesgo menor al 5%
respecto al método de referencia, cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC) (6,7).

En la actualidad los métodos basados en Inmunoturbidimetria (IT) son usados por la
mayoria de los laboratorios clinicos. Segun el NGSP éstos son reconocidos
internacionalmente como equivalentes al método HPLC (6). Sin embargo, dicha metodologia
requiere de equipamientos costosos, por lo que no estaria al alcance de una gran cantidad
de laboratorios.

Una alternativa de dicha medicion podria ser la utilizacion de métodos Point of Care (POC),
basados en inmunoensayos (IE) (8). Estos dispositivos presentan la ventaja de brindar los
resultados inmediatamente después de la recoleccion de la muestra, lo que reduce el tiempo
necesario para la toma de decisiones e intervencion terapéutica mas rapida (9).

El objetivo de este estudio es comparar la metodologia de IT con el IE de los equipos POC
en la mediciéon de HbAlc y evaluar si los resultados son comparables en términos de error
sistematico permitido.

MATERIALES Y METODOS

Se realiz6 un estudio observacional y prospectivo que incluyé 66 muestras de pacientes que
acudieron al Servicio Bioquimico del Hospital San Roque, Coérdoba, Argentina, durante el
aflo 2016. La poblacion estudiada consisti6 en pacientes adultos de ambos sexos,
diabéticos y no diabéticos, que no presentaban anemia, ni alguna hemoglobinopatia
asociada. A los pacientes participantes se les extrajo sangre por venopuncién con la
finalidad de determinar la concentracién de HbAlc por dos metodologias diferentes: IT dada



por la plataforma automatizada Cobas C311, e IE dado por el sistema de POC AC1Now® de
Bayer.

Las muestras fueron recolectadas en tubos con EDTA para su medicion en Cobas C311 y
en tubos heparinizados para el sistema POC AC1Now®, ambas fueron conservadas a 4°C
y procesadas dentro de las 48 horas.

La toma de muestra y el almacenamiento se hicieron siguiendo las indicaciones de los
fabricantes para ambos métodos.

Las concentraciones medidas de HbAlc incluyeron los niveles de decisibn médica
establecidos como referencia (5.9%) (11), valor diagnéstico (6.5%) (5) y objetivo terapéutico
(7%) (5).

Para la aceptacion de las diferencias entre los métodos se cotejé el sesgo obtenido, con las
especificaciones de calidad, en términos de error total permitido, del NGSP (6%) y de
variabilidad biologica deseable (3%). Se considerd error sistematico permitido al 50% del
error total permitido.

Métodos

El equipo de POC AC1Now® de Bayer consiste en un IE basado en la exposicion de sangre
diluida a anticuerpos anti-HbA1C marcados con latex azul. La muestra de sangre entera se
pone en contacto con un diluyente que convierte la hemoglobina de la muestra en
metahemoglobina. Esta se conjuga con anticuerpos anti-HbA1C marcados con
microparticulas azules que migran a lo largo de las tiras reactivas. La cantidad de
microparticulas azules capturadas en las tiras refleja la cantidad de HbAlc en la muestra.
Los resultados de la prueba se expresan como porcentaje de HbAlc. La calibracién de los
equipos es realizada por el fabricante mediante un conjunto de muestras de sangre cuyas
concentraciones han sido asignadas por un laboratorio certificado por el NGSP utilizando un
método de referencia (10).

La plataforma automatizada de Roche Cobas C311 estd basado en el principio de
inmunoensayo de inhibicion turbidimétrica competitiva para sangre entera hemolizada. La
muestra de sangre entera se hemoliza usando un reactivo que contiene un detergente. La
hemoglobina liberada se convierte en un derivado estable que se mide fotométricamente
durante la pre incubacién. La HbAlc en la muestra reacciona posteriormente con
anticuerpos anti-HbAlc formando complejos solubles, mientras que los anticuerpos
excedentes reaccionan con polihaptenos cuyo complejo puede medirse turbidimetricamente
(11). A mayor concentracion de HbAlc, menor es la turbidez detectada.

La calibracion del método se llevdé a cabo utlizando C.F.A.S. HbA1C, se utilizaron los
controles internos de Roche, Precicontrol HbA1C Norm®, Precicontrol HbA1CPath® y el
control de calidad externo del Programa de Evaluacion Externa de Calidad (PEEC) de la
Fundacion Bioquimica Argentina.

Se tom6 como método de referencia la plataforma automatizada por ser reconocida como
equivalente a HPLC, segun el NGSP (6), y por ser el método de rutina utilizado en nuestro
Laboratorio.

Andlisis estadistico

El andlisis de los datos de la comparacion se realizd6 mediante andlisis de regresion de
Passing-Bablok y el grafico de dispersion de Bland-Altman, para el andlisis estadistico se
utilizé el programa MedCalc® versién demo; los valores de pendiente y ordenada al origen
se expresan junto al intervalo de confianza del 95% (IC 95%). Se determind el promedio de
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error sistematico en todo el rango de concentracion evaluado y en los puntos de decision
médica se lo compar6 con el error sistematico aceptado por el NGSP y el deseable por
variabilidad bioldgica.

RESULTADOS

Los resultados de tendencia central, medias y medianas asi como de desviacion estandar
se presentan en la Tabla 1.

Tabla 1: Resultados obtenidos con ambas metodologias (n= 66)

Cobas C311 AC1Now®
Concentracion Menor 5,20 5,40
Concentracion Mayor 11,20 11,60
Media 7,34 7,32
Mediana 6,90 7,00
Desviaciéon Estandar 1,64 1,69

Mediante el procedimiento no paramétrico de Passing-Bablok se obtuvo la recta:
y=0,1733+ 0,9833x (Figura I).

Figura |: Recta de regresion obtenida por Passing-Bablok.
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En el eje “x” se representan las determinaciones medidas por la plataforma automatizada
Cobas C311, y en el eje “y” aquellas medidas por ACINow®. Se muestra la recta de
regresion (linea sélida) e intervalo de confianza del 95% (punteado alrededor de la recta de
regresion). La recta punteada central corresponde a la recta con ordenada 0 y pendiente 1.



En este analisis los parametros de regresion y su IC 95% fueron:

e Pendiente: 0,9833 (0,9000 a 1,0667)

e Ordenada al origen: 0,1733 (-0,3800 a 0,7600)
Los IC 95% establecidos para pendiente y ordenada al origen muestran que el valor 1y 0 se
encuentran contenidos respectivamente en cada intervalo, mostrando una desviacion de la
linealidad no significativa con un p<0,0001.
Basados en la estimacion de la diferencia entre el sistema de POC y el automatizado,
utilizando la ecuacién de la recta obtenida por Passing-Bablok, se establecié que alrededor
de los puntos de corte establecidos como referencia (5.9%) (11), valor diagnéstico (6.5%) (5)
y objetivo terapéutico (7%) (5), la discrepancia entre los métodos fue de 1.27%, 1.00%, y
0.81% respectivamente, valor menor al establecido por variabilidad biologica (1.5%) (12) y
por el NGSP (3%) (7).

La Figura Il muestra el grafico de Bland-Altman en el que se observa la relacion entre la
diferencia de las concentraciones de HbAlc medidas por ambos métodos. Este gréafico
muestra la aleatoriedad de los valores alrededor del valor medio y estima un sesgo de 0,3%
entre el método POC y el automatizado. El valor obtenido es menor al error sistematico
permitido por el NGSP (3%) y por variabilidad biolégica (1,5%).

Figura Il: Grafico de Bland-Altman.

2

w

8

E [ ]

& 151

3 a oo t196 5D
a ® 13,4
o 10l .

o

o [ ]

g 51 ° o )

2 ° L4 °®

& 0 ® .. Mean
o= [— L J L J L J

3 ® ° 03
Z . ¢ ¢ .

Q 5 [ L]

< °

— ® L]

5 -0 ®

0 1.96 SD
© 25
s . 12,8
st . o T
= 5 6 7 8 9 10 11 12 13

Promedio de Diferencias (%) entre Cobas C311 y AC1Now

[7a ]

En el gje “y” se grafican las diferencias entre las concentraciones en porcentaje entre la
plataforma automatizada Cobas C311 y el sistema de POC ACTNow®. En el eje “x” se
representa el promedio de las concentraciones medidas por ambos métodos, la recta
horizontal marca la media de las diferencias, las rectas horizontales segmentadas

representan + 1.96 DS.



DISCUSION

El sistema de POC AC1Now® fue disefiado para el monitoreo de los niveles de HbAlc en
pacientes diabéticos. Consiste en equipos de facil utilizacién, que no requieren de
equipamiento extra y que proveen un resultado inmediato agilizando la accion terapéutica.
Estudios previos demostraron los beneficios que presenta en los pacientes la rapida
devolucién de la concentracién de HbAlc, agilizando el tratamiento y mejorando el control
glucémico (13,14,15). Otra ventaja de estos dispositivos de POC es en reemplazo de las
metodologias de laboratorio en lugares donde el acceso a los mismos es limitada y la falta
de control glucémico puede aumentar las comorbilidades asociadas a la patologia diabética
(16,17). No obstante, estos dispositivos, necesitan ser probados para proporcionar
mediciones lo suficientemente fiables para su uso en casos de falta o dificultad al acceso de
los servicios de laboratorio (18).

También debe tenerse en cuenta las interferencias que se presentan por variantes de la
hemoglobina. Se ha observado que tanto la hemoglobinopatia dada por hemoglobina C
como por la hemoglobina S, arrojan sesgos positivos en la determinacion de HbAlc por el
método AC1Now® (19). Esta sobreestimacién podria conducir a un tratamiento mas
agresivo del paciente diabético, con el consiguiente aumento en el riesgo hipoglucémico de
los mismos (20). La revision bibliografica muestra que la calidad analitica de los sistemas
POC es controversial.

Si bien estos equipos presentan certificacion de la IFCC, existen estudios cientificos que
indican que estos criterios no son alcanzados (21). Lenters-Westra y col. (22) compararon la
performance de 7 dispositivos de POC para la determinacién de HbAlc. Basados en los
protocolos de Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI) para precision y sesgo,
determinaron que solo 3 de ellos cumplian con los criterios analiticos establecidos por el
NGSP.

Un metaanalisis publicado recientemente compara de manera directa el rendimiento de
dispositivos de POC para HbAlc con los métodos de laboratorio, mostrando que existe una
gran variabilidad en el sesgo para la mayoria de los equipos (23).

Asegurar la calidad analitica de los instrumentos POC es crucial, los mismos deben formar
parte de una cadena de control de calidad de los hospitales, laboratorios y consultorios
médicos, de lo contrario el impacto en los pacientes puede ser perjudicial.

La comparacion entre instrumentos sirve para obtener datos en cuanto a sistemas
alternativos de andlisis ante fallas del analizador de rutina. El protocolo de linealidad da el
rango de concentraciones entre las cuales se realiza la comparacion; la evaluacion de la
ecuacion de la recta y contar con muestras en los puntos de decision médica, con sesgos
menores a los permitidos, aportan las herramientas para dar como aceptable la comparacion
(24).

En nuestro trabajo, observamos en el grafico de Bland-Altman una constante variabilidad y
aleatoriedad de los valores alrededor del valor medio, con un ligero incremento entre las
mediciones en concentraciones bajas de HbAlc, pudiendo esto atribuirse a que el nimero
de pacientes con valores de HbAlc normales fue mayor que aquellos que poseian valores
elevados. El sesgo estimado por este grafico y el error establecido por la ecuacion de la
recta, en concentraciones de decisibn médica (valor de referencia, diagnostico y objetivo
terapéutico), mostraron no ser superiores a los errores sistematicos permitidos evaluados.



Basados en las especificaciones de calidad de los organismos internacionales NGSP y
variabilidad biolégica concluimos que el método de POC fue comparable con el sistema de
IT utilizado como rutina en el laboratorio Clinico.
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