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Resumen. El control de calidad en el laboratorio clinico es un sistema
disefiado para incrementar la probabilidad de que cada resultado reportado por el
laboratorio sea valido y pueda ser utilizado con confianza por el médico para tomar
una decision diagnostica o terapéutica. La evaluacion de los kit reactivos es un factor
de suma importancia para la emisién de resultados confiables, mediante los cuales se
puede asegurar el diagnostico precoz y seguimiento de diversas patologias. Venezuela
es uno de los paises en el mundo afectado por la diabetes mellitus, enfermedad que
ocasiona dafios a maltiples 6rganos. Para su tratamiento y seguimiento se utiliza la
determinacion de la hemoglobina glicosilada. Por ello el objetivo de la presente
investigacion fue evaluar el comportamiento de dos Kits reactivos presentes en el
mercado y usadas para la determinacion de este analito. Se evaluaron parametros de
desempefio como la precision y la correlacion entre los métodos TECO
DIAGNOSTICS y BIOSCIENCE, encontrandose al comparar el %CV que para la
precision no se reflejé diferencia significativa (p>0.05) y que los resultados emitidos
por ambos se correlacionan significativamente (p< 0.05), concluyendo que la
determinacion de glicohemoglobina se puede realizar indistintamente por ambos Kits.

Palabras clave: Control de calidad, precision, gliconemoglobina, correlacion.



INTRODUCCION:

Cada dia resulta mas evidente que el diagndstico clinico es el punto critico
mas importante en la atencion medica, ya que de él depende el prondstico y el
tratamiento de las enfermedades. El control de calidad en el laboratorio clinico es un
sistema disefiado para incrementar la probabilidad de que cada resultado reportado
por el laboratorio sea valido y pueda ser utilizado con confianza por el médico para
tomar una decision diagndstica o terapéutica (1). A través del control de calidad se
demuestra que un método de medicién implementado en el laboratorio, tiene la

capacidad para realizar la medicién correctamente (2).

La confiabilidad de un método analitico para proporcionar resultados 6ptimos,
se ve reflejado bajo diversos parametros, entre éstos, la precision, que se refiere al
grado de concordancia de las medidas repetidas en una misma muestra, por lo tanto
describe la reproducibilidad de las mediciones (3), mientras que la evaluacion de la
correlacion es un método estadistico que proporciona informacion sobre la relacion

lineal existente entre dos variables cuales quiera (4).

La evaluacion de los kit reactivos es un factor de suma importancia para la
emision de resultados confiables, mediante los cuales se puede asegurar el
diagnostico precoz y seguimiento de patologias, como en el caso de la diabetes
mellitus (DM) que es considerada un problema de salud publica y de caracter mundial
(5); de acuerdo con la Organizacion Mundial de la salud (OMS) se estima que en el
mundo hay 346 millones de personas con diabetes, cifra que muy probablemente de
no mediar intervencion alguna para 2030 se habra mas que duplicado. Casi el 80% de
las muertes por diabetes se producen en paises de ingresos bajos o medios, siendo
aproximadamente la mitad de esas muertes en personas de menos de 70 afios, y un

55% son mujeres (6).



La diabetes se define como un estado hiperglicémico que con el correr de los
afios genera dafios a multiples 6rganos, siendo la primera causa de ceguera, falla
renal, amputaciones en adultos Yy una de las principales causas de enfermedades
cardiacas. Desde el descubrimiento de la glicohemoglobina, esta ha sido el indicador
mas fiel para monitorear al paciente diabético y esta disponible comercialmente como
prueba de laboratorio para uso clinico desde finales de la década de los 70 (7). La
hemoglobina glicosilada constituida por tres fracciones: Ala, Alb y Alc es la mejor
prueba disponible que refleja el control glicémico del paciente diabético y en especial
la determinacion de la fraccion Alc (HbALc). Esta prueba ha permitido estratificar a
los pacientes en categorias de riesgo para desarrollar complicaciones
microvasculares, por lo que sirve para evaluar y pronosticar el futuro de los pacientes,
asi como modificar a tiempo la terapia de control de la DM, e identificar los casos

que requieran atencion especial (8).

Existen diversos métodos para la determinacion de la HbAic y de la
glicohemoglobina total, agrupandose en dos categorias fundamentales, la primera se
basa en la diferencia de cargas entre la hemoglobina glicosilada y la no glicosilada,
dentro de la cual estan; la cromatografia de intercambio i6nico, la electroforesis, el
enfoque isoeléctrico y la cromatografia liquida de alta presion (HPLC).EIl segundo
grupo de métodos se fundamentan en las caracteristicas estructurales de los
glucogrupos de la hemoglobina, tales como el inmunoensayo y la cromatografia de
afinidad (9).

Entre las investigaciones relacionadas con el desempefio de métodos para la
determinacion de la glicohemoglobina se encuentran el de Tallano y Capriotti (2009),
quienes evaluaron la eficacia analitica de un método para la determinacion de HbAlc
en diferentes analizadores automaticos frente a los requerimientos internacionales de
calidad concluyendo que el método HbAlc Turbitest AA en todos los analizadores

evaluados, cumplié con los requerimientos de precision exigidos por la Nacional



Academy of Clinical Biochemistry (NACB) Guidelines 2002 (CV <8 5%) y con los
criterios de exactitud establecidos por la National Glycohemoglobin Standardization
Program (NGSP), en todo su rango de medicion (10).

Asi mismo Rojano y col. (2007) se enfocaron en evaluar y conocer el
desempefio analitico de los laboratorios que realizan determinaciones de HbAlc con
sus metodologias y equipos para el establecimiento de un programa de evaluacion
externa de HbAlc donde se concluyo que la mayoria de los resultados mostraron un
alta imprecision y fueron heterogéneos, por lo que la implementacion de un programa

de evaluacion externa de la calidad para la HbAlc resulta necesario (11).

La American Diabetes Asociation (ADA) y la Diabetes Control and
Complications Trial (DCCT) recomiendan el uso del método por HLPC ya que
proporciona una determinacion fiable de la HbAlc (9), pero este no puede ser
utilizado en la mayoria de los laboratorios clinicos, debido entre otras causas al costo
que involucra esta técnica, por lo que deben emplear otros métodos analiticos de
mayor accesibilidad, entre los cuales se encuentran los métodos manuales basados en
la cromatografia de intercambio idnico, la cual utiliza una columna de resina
catidnica débil para la rapida separacion de la glicohemoglobina total (Ala, Alb y
Alc) de la hemoglobina no glicosilada que queda retenida por la resina después de 5
minutos de agitacion. El porcentaje de la glicohemoglobina es determinado por la
medida de la absorbancia a 415 nm, de la fraccion de glicohemoglobina y la
hemoglobina total, calculando el cociente de las absorbancias, y comparando este

cociente con el del calibrador empleado.

El kit de la casa comercial TECO DIAGNOSTICS basado en la técnica
descrita anteriormente es ampliamente utilizado para la determinacion de la
hemoglobina glicosilada total por parte de los laboratorios clinicos del municipio

Valencia-Edo Carabobo, por tanto, el propdsito del presente trabajo fue evaluar



parametros de desempefio del mismo asi como del kit BIOSCIENCE de fundamento
similar, también presente en el mercado pero de uso menos frecuente y compararlos
entre si, para conocer si eran semejantes 0 No en cuanto a precision y si se podian
correlacionar a fin de predecir los valores que se pudieran obtener por un método en
funcion a los del otro. Todo esto con la intencion de ofrecer herramientas a los
Licenciados en Bioanalisis a la hora de escoger un método adecuado para la

determinacion de la glicohemoglobina.



OBJETIVO GENERAL:

Evaluar el comportamiento de los parametros de desempefio de la
metodologia propuesta por las casas comerciales TECO DIAGNOSTICS Y
BIOSCIENCE para la determinacion manual de la glicohemoglobina.

OBJETIVOS ESPECIFICOS:

* lIdentificar el método de wuso frecuente para la determinacion de
glicohemoglobina en los laboratorios clinicos del municipio Valencia — Edo
Carabobo.

 Verificar la calibracién de las pipetas automaticas de piston.

» Evaluar la exactitud, precision, linealidad fotométrica y la exactitud de la
longitud de onda del instrumento de lectura quimica.

» Evaluar la variabilidad de los resultados aportada por los analistas.

» Valorar la precision de los kit reactivos de las casas comerciales TECO
DIAGNOSTICS y BIOSCIENCE para la determinacion manual de
glicohemoglobina.

» Correlacionar los resultados de las concentraciones de glicohemoglobina y
estimar el sesgo obtenido por ambos métodos.

« Comparar los parametros evaluados entre ambos Kit.



MATERIALES Y METODOS

La investigacion desarrollada fue de tipo descriptivo, correlacional ya que se
evaluo la precision como parametro de desempefio de dos kit reactivos usados para la
determinacion manual de glicohemoglobina y se establecio la correlacion entre
ambos. Adicionalmente, fue de corte transversal ya que los datos se recogieron en un

solo momento de la investigacion.

Para dicho estudio se elabor6 un instrumento de recoleccion de datos, con el
fin de conocer los kit de uso frecuente en el municipio Valencia, estado Carabobo. Se
visitaron 50 laboratorios de la regién, a cada uno de ellos le fue informado el
proposito de la investigacién, haciéndole entrega de una carta con el consentimiento
informado que firmaron los licenciados encargados de dichos laboratorios clinicos.

Previo a la determinacion de los parametros de desempefio se procedio a
evaluar el funcionamiento de las pipetas de piston, del equipo de lectura que se utilizd
y de los analistas involucrados en el estudio. Todas las determinaciones de la
investigacion fueron realizadas en la Unidad Bioanalitica de Investigaciones

Hematoldgicas (UBIH) de la Escuela de Bioanalisis de la Universidad de Carabobo.

Fueron evaluadas tres pipetas de piston, una de volumen fijo de 20ul, otra de
100 pl y una de volumen variable entre 100 y 1000 pl, evaluada en 500 pl. Esto se

realizd utilizando el método gravimétrico (12), luego se calculd la media (%),

desviacion estandar (s), coeficiente de variacion (CV) y porcentaje de error relativo
(%ER). Se analizaron los resultados bajo los criterios de la norma internacional 1SO

8655-2 para Piston-operated apparatus (13).

Con respecto a la evaluacion del equipo de lectura, un Spectronic 20, se
evaluo exactitud y precision fotométrica, la linealidad fotométrica y la exactitud de la
longitud de onda, siguiendo el protocolo recomendado por Duymovich (14). Para la



precision fotométrica se utilizd una solucion de CoCl, al 2%, la cual tiene una
absorbancia maxima a 510 nm realizando 10 lecturas consecutivas de la solucién de

CoCl,. Luego se obtuvo la media (), desviacion estandar (s) y el coeficiente de

variacion (CV) para los valores obtenidos. En relacion a la exactitud fotométrica se
obtuvo el promedio de las absorbancias de tres lecturas consecutivas de la solucién de
CoCly al 2% realizadas en el instrumento a ser evaluado y se compar0 con la
absorbancia determinada en un instrumento de referencia, calculandose luego el

porcentaje de inexactitud fotométrica.

Para la evaluacion de la exactitud de la longitud de onda se realiz6 un espectro
de absorcion entre 400 nm y 600 nm variando de 10 en 10 la longitud de onda,
utilizando para ello dos soluciones de CoCl», una al 2% y otra al 1% de concentracion,
obteniendo luego la grafica correspondiente. En cuanto a la linealidad fotométrica se
trabajoé con cinco soluciones de CoClz: al 2%, 1,5%, 1%, al 0,5% y al 0,25% (v/v)

luego se determind el coeficiente de determinacion (r?).

En relacion a los analistas, cada uno de ellos proceso cuatro veces una misma
muestra siguiendo las instrucciones del inserto del kit para la determinacion de la
glicohemoglobina, posteriormente se calcularon para cada grupo de valores, la media

(¥), varianza (s?), desviacion estandar (s), el coeficiente de variacion (CV) y la

Daocima de Cochran.

Para la determinacion de la precision de los Kit reactivos se procedié de la
siguiente manera: se efectuaron 10 determinaciones de glicohemoglobina con cada kit
de reactivo utilizando una muestra. A continuacion con los resultados obtenidos se
calcul6 la media (%), la desviacidn estandar (s) y el coeficiente de variacion (CV). El
criterio de aceptacion empleado fue que para el kit reactivo cuyo inserto refiera la

precision, el valor obtenido en esta investigacion debia ser < al referido en dicho

inserto (15).



En cuanto al estudio de la correlacion entre ambos kits se le determiné la
glicohemoglobina a 20 muestras diferentes y se eliminaron aquellos que quedaron

fuera de los limites establecidos por la ¥ + 2DS, con estos datos se evaluo la

correlacion entre ambos Kit a través de la metodologia de los minimos cuadrados y se
estimo el sesgo entre las medias de las concentraciones obtenidas por los métodos.
Adicionalmente se compararon las medias de las concentraciones por la t de Student
para muestras independientes. Luego se graficaron los valores para obtener la
ecuacion de la recta, el coeficiente de correlacion lineal (r) y el coeficiente de

determinacion (r?).



RESULTADOS Y DISCUSION

Al identificar el método de uso mas frecuente para la determinacion de
glicohemoglobina en los laboratorios clinicos del municipio Valencia — Edo
Carabobo se revel6 que de 50 laboratorios encuestados (100%), 33 laboratorios
(66%) determinan hemoglobina glicosilada y 17 laboratorios (34%) restante no
la determinan (grafico 1). De los laboratorios que determinan la
glicohemoglobina el método usado con mas frecuencia con un ndmero de 22
(67%) laboratorios clinicos es el de la casa comercial TECO DIAGNOSTICS,
quedando el kit BIOSCIENCE como uno de los métodos de menor uso (grafico
2).

8 SI Datemunan

BNO Detemunan

Gréafico 1. Porcentaje de laboratorios que procesan glicohemoglobina en el
municipio Valencia-Edo Carabobo. Periodo 2011-2012.

A través del instrumento de recoleccion de datos se demostré que el método
de uso frecuente para la determinacion de glicohemoglobina es el de la casa
comercial TECO DIAGNOSTICS, lo cual infiere que la determinacién usual en los



laboratorios clinicos del municipio Valencia-Edo Carabobo es la glicohemoglobina
total; en segundo lugar se encontr6 el método NYCOCARD que evalta Hb Alc, lo
que indica que aunque en baja frecuencia la Alc es reportada por los laboratorios
clinicos. EI método de referencia indicado por la ADA y DCCT para la
determinacion de glicohemoglobina, especificamente la determinacion de HbAlc

(HPLC) es poco usado, con un numero de 1 (3%) de los laboratorios.

B BIOSCIENCE (13%)
0
S & ELISA (9%)
-
=
= ‘
- 15 @ Glycohemogiobin Ic de Human
§ (3%)
-
oS 10 HPLC (3%)
7.
M Nycocard (15%)
# TECO (67%)

I écnicas

Grafico 2 Métodos usados en el municipio Valencia- Edo Carabobo para la

determinacion de glicohemoglobina (2011- 2012).

Con respecto a la evaluacion de las pipetas de piston de 20 pl, 100 pl y 500
ul, no presentaron problemas en las mediciones realizadas de exactitud y precision,
pues el error maximo permitido en términos de porcentajes de inexactitud y CV
fueron inferiores a los establecidos en la guia ISO 8655-2 Piston-operated apparatus

(13), excepto para la pipeta de 20 pl la cual arrojo un CV superior a los establecidos,
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sin embargo esta pipeta fue la que mejor CV presento de varias evaluadas. Resultados
reflejados en la Tabla 1.

Tabla 1. Resultados de la evaluacion de las pipetas de piston.

Valores de referencia segun (ISO 8655-2)

Pipeta Ccv % inexactitud Error Maximo Permitido

20 pl 2.1% 1,5% %CV (% 1,6%)

% inexactitud (£ 2,4%)
100 pl 0,3% 0,1% %CV (£ 0,3%)

% inexactitud (= 0,8%)
500 pl 0.3% 0.3% % CV + (3,0%)

% Inexactitud (x 8,0%)

Por otro lado la evaluacion del equipo de lectura arrojo una exactitud
fotometrica optima (% inexactitud -1,84) toméanado como valor de referencia £2% vy

una presicion fotométrica optima (CV 0,00) siendo el valor referncial < 0,5%.

En cuanto a la linealidad fotométrica del equipo Spectronic 20 analdgico
utilizado en esta investigacién cumple con la ley de Lambert y Beer (16) ya que se
obtuvo un coeficiente de determinacion muy cercano a 1 (r> = 0,9979) para un nivel

de confianza del 95% (grafico 3).
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Grafico 3 Linealidad del equipo Spectronic 20 analdgico evaluada con solucién de

CoCl, a distintas concentraciones.

En relacion a la exactitud de la longitud de onda la absorbancia méaxima del
CoCl; se presenta a 510 nm, al realizar la evaluacion de este parametro se obtuvieron
los valores maximos entre 490 y 500 nm observandose un ligero corrimiento de la
longitud de onda, sin embargo la glicohemoglobina tiene un maximo de absorbancia
entre 390 y 420 nm (17), lo cual indica que a pesar del corrimiento de la longitud de
onda del instrumento el analito evaluado tiene un rango de lectura de longitud de
onda suficiente en el cual se puede realizar las lecturas sin caer en mayores errores

analiticos.

Para evaluar la variabilidad aportada por los analistas en la determinacion de
gliconemoglobina se determino la Docima de Cochran, obteniéndose un valor de
C=0,488 concluyendose que no habia diferencia significativa entre dichas

determinaciones para un nivel de confianza del 95%.

En lo que respecta a la precision de los métodos el coeficiente de variacion

obtenido con el método de casa comercial TECO fue superior al referido por el
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inserto (5,9% vs 2,7%). Esto refleja que los resultados obtenidos fueron mas
dispersos que los referidos por la casa comercial evidencidndose la presencia de
factores aleatorios no controlados en el procesamiento de la muestra los cuales

introducen mayor variabilidad en los resultados.

Para el caso del kit de la casa comercial BIOSCIENCE este no reporta el
coeficiente de variacion, por lo tanto, el encontrado por este estudio (4,6%) podréa ser

utilizado como valor de referencia interna.

Al comparar los coeficientes de variacion de ambos metodos, el de la casa
comercial BIOSCIENCE resulto ser menor con respecto al de la casa comercial
TECO (4,6% vs 5,9%), sin embargo no se observo diferencia estadisticamente
significativa al 95% de confianza en la variabilidad de los resultados obtenidos entre
ambos metodos, al aplicar el test de Fisher (F=2,56; p=0,0887). Asi mismo Garzarella
y col, 2011 (18) al evaluar precision de la técnica modificada de JAFEE para la
determinacion de creatinina de la casa comercial BIOGANMA encontraron baja
variabilidad en los resultados obtenidos concluyendo que el método reflejo una

precision aceptable.

Por otro lado al realizar la prueba t de Student no se observd diferencia
estadisticamente significativa entre las medias de las concentraciones de

glicohemoglobina determinadas por ambos métodos estudiados (T=0,50 ; p=0,6301).

En cuanto a la correlacion de Pearson, se observo relacion significativa entre
las concentraciones del analito estudiado, determinada por ambos métodos (r=0,89;
p < 0,05). El coeficiente de determinacion obtenido (r?=0,80) indica que el 80% de la
variabilidad de los resultados obtenidos por la casa comercial TECO puede ser

explicado por la a variabilidad de los resultados de la casa comercial BIOSCIENCE .
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En cuanto al sesgo, este fue de -1,2% lo que indica poco alejamiento del valor

obtenido referente al valor esperado.

Por otra parte, se determin0 la recta de regresion (grafico 4) para estimar
valores de glicohemoglobina por el método TECO DIAGNOSTICS a partir de
valores de este mismo parametro obtenidos por el método BIOSCIENCE, la cual
tiene como ecuacion: TEC0O=0,0211+0,9868x(BIOSCIENCE).

Simple Regression Plot

70

TECO

45

43 50 57 64
BIOSCIENC

TECO=0.0211+40.3268 * BIOSCIENC  88% coof and pred infervals

Grafico 4. Recta y Ecuacion de Regresion para los valores de glicohemoglobina
obtenidos por los métodos TECO y BIOSCIENCE.
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CONCLUSION

En relacion a la precision de los métodos evaluados al compararlas
entre si esta no reflejo diferencia significativa, aun cuando el CV de la casa
comercial BIOSCIENCE fue menor que el de la casa comercial TECO
DIAGNOSTICS, por lo tanto, cualquiera de los dos métodos se puede utilizar
para obtener determinaciones precisas. Sin embargo, al comparar el CV
obtenido durante el estudio con el método TECO con el reportado por el
inserto de esta casa comercial, este fue superior por ello se recomienda
controlar los factores aleatorios de tal manera que la dispersion disminuya y

mejore la precision.
Asimismo, los valores obtenidos por ambos métodos se correlacionan

lo que evidencia que al realizar una determinacién por uno u otro los

resultados seran similares.
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