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RESUMEN

Entre las pruebas de diagnostico y seguimiento del paciente diabético,
la mas utilizada es hemoglobina glicosilada quien representa una
herramienta importante y un buen marcador de complicaciones diabéticas;
por lo que, el laboratorio clinico debe asegurar la confiabilidad de sus
resultados. Con el objetivo de evaluar el desempefio analitico en la
determinacion de hemoglobina glicosilada en laboratorios clinicos
participantes del PEEC-ULA, se realiz6 una investigacion con enfoque
cuantitativo y disefio experimental, en la cual, se prepar6é un material de
control de matriz bovina. En la primera encuesta se invitaron 138 laboratorios
clinicos, de ellos, s6lo 7 aceptaron participar; en la segunda encuesta se
invitaron 51 laboratorios, de los cuales, 18 respondieron. Una vez obtenidos
los resultados de cada laboratorio se les calcul6 el desvié relativo porcentual
y el Z score; ademas se calcul6 el coeficiente de variacion interlaboratorio.
Se logré preparar un control con estabilidad de un afio. En la primera
encuesta se observo un 42,8% de laboratorios con desempefio satisfactorio,
y un 28,6% tanto para laboratorios con desempefio cuestionable como para
desempeiio insatisfactorio. Para la segunda encuesta se obtuvo un 27,8% de
laboratorios con desempefio satisfactorio, un 5,6% con desempefio
cuestionable y un 66,6% de laboratorios con desempefio insatisfactorio. Se
obtuvo un bajo porcentaje de participacidn considerandose viable la
transferibilidad de los resultados en algunos laboratorios. Concluyéndose que
la mayoria de estos laboratorios deben mejorar su desempefio analitico en la
determinacion de hemoglobina glicosilada por lo que es fundamental
continuar con Programas de Evaluacion Externa de la Calidad.

Palabras claves: Desempefio analitico, Hemoglobina Glicosilada, Programa
de Evaluacion Externa de la Calidad de la Universidad de los Andes.
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INTRODUCCION

En el mundo hay mas de 347 millones de personas con Diabetes;
segun la Organizacion Mundial de la Salud (OMS), la Diabetes se esta
convirtiendo en una epidemia, calculandose que las muertes aumentaran
mas de un 50% en los préximos 10 afios. Asi mismo, el Ministerio del Poder
Popular para la Salud (MPPS) de la Republica Bolivariana de Venezuela
registro, segun el anuario de mortalidad 2011; elaborado por la direccion de
informacion y estadisticas de salud, adscrita a la direccion general de
epidemiologia, que la Diabetes es la cuarta causa de muerte. En el estado
Mérida esta enfermedad segun dicho anuario, ocupa el sexto lugar como
causa de mortalidad (MPPS, 2011; OMS, 2012).

Con respecto a la Diabetes Mellitus (DM) es una enfermedad causada
por un déficit absoluto o funcional de la insulina, que conduce al aumento de
los niveles de glucosa en sangre. Es una condicion clinica comun que afecta
aproximadamente al 7,6% de todos los adultos entre 30 y 69 afios y el 0,3%
de las mujeres embarazadas. Muchos esfuerzos se han dedicado a la
aplicacién de métodos de vigilancia y el desarrollo de terapias efectivas para
su diagnéstico y control (Fabro & Kunde, 2006; Sikaris, 2009).

Es asi que entre las pruebas de diagnéstico y seguimiento del paciente
diabético, la mas utilizada es la hemoglobina glicosilada, la cual es una
herramienta importante para el control glucémico a mediano y largo plazo
para personas con dicha patologia (Glesby et al., 2010; Weykamp et al.,
2009).

La hemoglobina glicada o glucada, también denominada Hemoglobina

Glicosilada, hemoglobina glucosilada, glicohemoglobina, HbA;c y mas



recientemente conocida como hemoglobina A1C, es un compuesto menor de
la hemoglobina normal del adulto y estd compuesta por subgrupos. El
subgrupo mas importante es hemoglobina A1C, el cual sitia glucosa fijada
en forma irreversible a las cadenas 3 de la hemoglobina, se produce durante
la vida del eritrocito y su sintesis depende del tiempo promedio de
concentracion de glucosa en sangre. Si las células jovenes son expuestas a
concentraciones extremadamente elevadas de glucosa (por ejemplo 400
mg/dL) durante varias horas, la concentracibn de hemoglobina glicosilada
aumenta tanto en concentracibn como en tiempo de exposicién. Por esta
razén, los eritrocitos mas maduros contienen mayor cantidad de hemoglobina
glicosilada que los eritrocitos mas jévenes (Mckenzie, 2000; Rojano y col.,
2007).

Por lo tanto, la hemoglobina glicosilada es una prueba considerada
como la representante de la media global ponderada, que mide la cantidad
de hemoglobina que se glucosila en la sangre (incluyendo ayunas y
postprandial), y brinda un buen estimado del control glucémico durante los
altimos dos a tres meses (Pimazoni et al., 2009). Los valores de hemoglobina
glicosilada para el diagnéstico de Diabetes se presentaran en la siguiente
tabla.

Tabla 1. Diagnéstico de Diabetes con hemoglobina glicosilada

Prueba Riesgo bajo de Riesgo Diabetes mellitus
diagnoéstica diabetes tipo 2 | aumentado de tipo 2
diabetes tipo 2

Hemoglobina <57% 57 a 6.4% 26.5%
Alc

Fuente: Zamudio (2010).

La hemoglobina glicosilada fue descrita por primera vez en 1958 por



Huisman y Meyering, usando un método cromatogréafico, en 1968 Bookchin y
Gallop la caracterizaron como una glicoproteina. Se acredita en 1969 a
Samuel Rahbar y otros el reconocimiento de la hemoglobina glicosilada
como anormal en Diabetes, ha sido aceptada como un indice de control de la
glucemia desde mediados de la década de 1970 y es el mejor marcador de
complicaciones diabéticas microvasculares (Alvarez y col., 2009; Pimazoni
et al., 2009; Saudek & Brick, 2009).

En ese sentido, en 1975, Bunn y otros describieron las reacciones
bioquimicas que llevan a cabo su formacion, de hecho el vinculo entre la
hemoglobina A y la glucosa es un tipo de glicosilacibn no enzimatica,
continda, lenta e irreversible. Sin embargo, la primera fase de la reaccion
entre la glucosa y hemoglobina es reversible y se produce un compuesto
intermedio llamado labil HbA;c 6 pre-Al1C. Los resultados de la segunda fase
es un compuesto estable de tipo ketoamines, ya no es separable y es ahora
conocida como hemoglobina glicosilada (Alvarez y col., 2009; Pimazoni et al.,
20009).

Por su parte, en 1976 Anthony Cerami, Ronald Koenig y otros
propusieron el uso de la hemoglobina glicosilada para el monitoreo del
control del metabolismo de la glucosa, en pacientes diabéticos. Los estudios
de Diabetes Control and Complications Trial (DCCT) y United Kingdom
Prospective Diabetes Study (UKPDS) mostraron la importancia de su uso en
el seguimiento y control de la DM 1y 2 (Alvarez y col., 2009). Siendo esta
una de las pruebas utilizadas para el seguimiento y control del paciente con
diabetes, el laboratorio clinico debe asegurar la confiabilidad de los
resultados de dicha determinacion.

Cabe destacar que los analisis que se efectian en los laboratorios son

cada vez mas importantes para el diagnostico clinico de individuos e



investigacion epidemioldgica de las poblaciones. En la actualidad el
laboratorio clinico se ha convertido en un elemento imprescindible en la
practica de la medicina, de forma que no solo deben cumplir criterios de
calidad analitica sino también tener relevancia clinica, aunque no estan
exentos de error en las diferentes etapas del procedimiento analitico
(Méndez y col., 2007; Ramirez y col., 2006; Vives y Aguilar, 2006).

Dentro de los tipos de errores que se presentan en la etapa analitica se
tienen: los errores aleatorios que generan imprecision y los errores
sisteméticos que producen inexactitud, los cuales afectan la confiabilidad de
los resultados (Castafio y col., 2008; Lopez, 2007). Es por eso que debe
existir el aseguramiento de la calidad en un laboratorio clinico, puesto que
involucra tanto el Control de Calidad Interno (CCl) o intralaboratorio, el cual
permite monitorear la precision interensayo y la presencia de errores
sistematicos, como la Evaluacion Externa de la Calidad (EEC) la cual va
dirigida a evaluar la exactitud y autenticidad de los mismos para permitir una
comparacién retrospectiva y objetiva de los resultados de los diferentes
laboratorios en una 0 mas muestras suministradas por un evaluador externo
al laboratorio (Lopez y col., 2009; Méndez y col., 2007). La exactitud es la
concordancia entre el valor obtenido y el valor real, mientras que la precision

es la reproducibilidad de los valores (Lopez, 2007).

El aseguramiento de la calidad tiene como objetivo garantizar la
fiabilidad (exactitud y precision) de las medidas que se realizan en el
laboratorio e incide sobre todos y cada uno de los procesos que se
desarrollan en el mismo de forma que la relevancia clinica del resultado es
decir, su contribucion al diagnostico, tratamiento o prevencion de una
enfermedad quede siempre garantizada. Para ello se debe disponer de todos
los medios adecuados para reconocer posibles errores y aplicar, en su caso,

las medidas correctivas necesarias (Vives y Aguilar, 2006).



En todo laboratorio clinico se debe realizar un Control de Calidad
Analitico con el objeto de garantizar que las prestaciones analiticas son
aptas para los fines de su uso. El mismo consiste en la utilizacion de
materiales de control y tratamiento estadistico de los resultados usados para
el seguimiento y evaluacion de los procedimientos analiticos realizados en
las muestras de los pacientes. Los métodos estadisticos requieren: a)
Pruebas regulares de control de resultados realizados al mismo tiempo con
las muestras de los pacientes, b) Comparacion de los resultados de los
controles con los limites estadisticos especificados. Estos resultados pueden
ser cuantitativos, semicuantitativos o cualitativos (Mazziotta y Correa citado

en Ferndndez y Mazziotta, 2005).

Por sus caracteristicas, modo de aplicacion y evaluacion de resultados,
el control de calidad se clasifica en Control de Calidad Interno y Evaluacion
Externa de Calidad, ambos necesarios para la evaluacibn de las
prestaciones de las pruebas de laboratorio (Mazziotta y Correa citado en

Fernandez y Mazziotta, 2005).

El Control de calidad interno se fundamenta en la introduccién de
materiales control de valores conocidos, utilizados al mismo tiempo y en
paralelo con las muestras de los pacientes, con el propésito de evaluar la
dispersion de los resultados. Siendo recomendable utilizar al menos dos
viales control de distintos niveles de concentracién para cada uno de los
analitos (L6pez, 2007). Por lo tanto el control de calidad interno es la suma
de las técnicas y actividades que se utilizan para cumplir los requisitos de
calidad del servicio, incluidas las mediciones, en su lugar de produccion. Esta
dirigido a monitorear las mediciones y asegurarse de que solo se informen
resultados de mediciones confiables y que se eliminen causas de

desempenio insatisfactorio (Boquet y col., 1995).



Por su parte, la Evaluacion Externa de la Calidad es la evaluacion de
los laboratorios por medio de personal ajeno al propio laboratorio y al
organismo del que depende, dicho evaluador puede ser gubernamental,
profesional o comercial. Esta evaluacion se realiza comparando los
resultados de varios laboratorios que analizan los mismos especimenes,
utilizan distintos métodos y/o instrumentos o sus estandares de ejecucién
para verificar si hay homogeneidad entre ellos (Boquet y col., 1995; Castafio
y col., 2008; Valcarcel y Rios, 1992).

Por tanto, la Evaluacién Externa de la Calidad constituye un
complemento imprescindible del Control de Calidad Interno, la cual se lleva a
cabo a partir de un Programa de Evaluacion Externa de la Calidad (PEEC)
que es organizado por una agencia externa al laboratorio, el cual evalla el
desempefio analitico de los distintos laboratorios y los valores obtenidos por
los mismos. Con dicho programa se puede: (a) Establecer el error
sistematico caracteristico de un meétodo, (b) Especificar los métodos que
existen en funcién de su nivel de calidad, (c) Escoger o descartar un método
entre varios de acuerdo a su nivel de calidad y (d) Averiguar cudles son los
procedimientos mas utilizados (Mariani y Sola, 2005; Vives y Aguilar, 2006).

Es importante destacar que uno de los objetivos que persigue el PEEC,
es la evaluacion continua y a largo plazo de los errores sistematicos en los
procedimientos de medida (Mariani y Sola, 2005). Para ello se envian
muestras de control, las cuales deben ser analizadas como si fueran
muestras de pacientes y posteriormente enviar los resultados al evaluador, el
cual determina la exactitud de ésta y la dispersion entre los laboratorios
(L6pez, 2007; Lépez y col., 2009).

En cuanto a los profesionales del laboratorio clinico cabe mencionar

que son los responsables de que los estudios correspondan a la mejor



opcién tecnoldgica para el diagndéstico del paciente y que los resultados sean
precisos, exactos y oportunos como producto de la capacitacion de los
profesionales y de los programas de control de calidad interno y externo. Por
ello se hace necesario que los laboratorios clinicos sean monitoreados
mediante la utilizacion de materiales control, con el fin de evaluar el

desempefio analitico en la determinacion de los diferentes analitos.

Los materiales de control son esenciales para el Control de Calidad
Interno y la Evaluacion Externa de la Calidad. Diariamente, o con cada
corrida analitica, deben incluirse una o0 mas muestras control para determinar
la calidad del proceso analitico. La principal caracteristica que deben tener
es la de parecerse lo mas posible a las muestras de los pacientes, ya que los
resultados obtenidos sobre los controles, se inferird la fiabilidad de los
resultados obtenidos sobre éstas (Boquet y col., 1995; Castafio y col., 2008;

Mazziotta y Correa citado en Fernandez y Mazziotta, 2005).

Es preferible adquirir materiales en cantidades suficientes para que
duren un afio, con lo que se monitorea a largo plazo. También es importante
que sean de bajo costo ya que se utilizan en grandes cantidades. Los
materiales de control se pueden clasificar de la siguiente manera: a) Material
control de valor asignado que permite el control de la veracidad y la precision
y b) Material control sin valor asignado que permite el control de la precisién
y de los cambios en veracidad (Boquet y col., 1995).

En principio todos los materiales de control, ya sean preparados por el
laboratorio o comerciales, deben manipularse adoptando las medidas de
bioseguridad universales en el manejo de material biolégico potencialmente
infeccioso. Es necesario leer atentamente las instrucciones del fabricante
acerca de las condiciones necesarias para la reconstitucion y las

caracteristicas de estabilidad (Mazziotta y Correa citado en Fernandez y



Mazziotta, 2005).

En esta investigacion se utilizé un material de control para hemoglobina
glicosilada, el cual representa una herramienta importante como método de
deteccion y seguimiento de la Diabetes Mellitus. Clinicamente, se utiliza hoy
en dia como una de las pruebas para evaluar el control glucémico en
personas con dicha patologia. En general, cuanto mas alto sea el nivel de
hemoglobina glicosilada mayor sera el riesgo para el paciente de desarrollar

complicaciones oculares, renales, vasculares y de los nervios periféricos.

El seguimiento periddico de los niveles de hemoglobina glicosilada
proporciona una forma uti de documentar el grado de control del
metabolismo de la glucosa en pacientes diabéticos, por lo que un menor nivel
de glucosa en sangre conduce a una disminucion de las tasas de morbilidad
y mortalidad, por ende el mantenimiento y control de la glicemia es un

objetivo para todos los pacientes con dicha enfermedad.

Las ventajas del uso de la hemoglobina glicosilada como prueba
diagnéstico de la Diabetes Mellitus en comparacion con determinaciones de
glicemia son: (a) Posee una mayor repetitividad, (b) La toma de muestra no
guarda relacion con el ayuno, (c) No sufre grandes fluctuaciones, (d) Ofrece
un mejor indice de exposicion a altos niveles de glucemia, (€) También un
excelente indice del riesgo de padecer complicaciones a largo plazo, (f)
Tiene menor variabilidad biolégica, asi como menor inestabilidad pre-
analitica, (g) Sus resultados se afectan discretamente en los procesos
agudos que habitualmente alteran las cifras de glucemia, (h) Se utiliza con
frecuencia como guia para modificaciones terapéuticas y pudiera ser

utilizada para el despistaje de Diabetes Mellitus.

La utilizacion de muestras control de hemoglobina glicosilada que



puedan emplearse frecuentemente, permite que los resultados de la prueba
realizada en los laboratorios clinicos sean confiables, reproducibles y
exactos, de manera que sirvan para el diagndéstico y vigilancia clinica de los
pacientes y también para la realizacion de estudios epidemioldgicos.
Ademas, si los laboratorios participan en un Programa de Evaluacién Externa
de la Calidad se puede monitorear la transferibilidad de los resultados.

En vista de que, los materiales de control para hemoglobina glicosilada
son escasos y econdémicamente poco accesibles para su obtencion por parte
de la mayoria de los laboratorios clinicos de rutina, en esta investigacion se

planteé la siguiente interrogante:

¢ Cudl seré el desempenio analitico en la determinacion de Hemoglobina
Glicosilada en laboratorios clinicos participantes del Programa de Evaluacion

Externa de la Calidad de la Universidad de Los Andes?

Si bien es cierto, antes de 1950 existian pocos programas de control de
calidad en los laboratorios clinicos; los cuales se realizaban para comprobar
que los resultados fuesen exactos y precisos. Fue hasta 1947, cuando Belk
y Sunderman revelaron una dispersién alarmante en los resultados analiticos
de los diferentes laboratorios, lo que desencadend un enorme interés por los
métodos para la obtencién de buenos resultados analiticos, desde entonces
la calidad de los andlisis ha aumentado en forma progresiva (Dharan, 1982).

Para los afios 1969 -1973 el programa de valoracion del Collage of
American Pathologists (CAP), ejecutd un estudio basado en la determinacion
del coeficiente de variacion medio para los analisis de calcio, colesterol,
glucosa, potasio, sodio, urea y acido Urico, donde se observé que los
laboratorios que participan alcanzan mejoras definitivas en la precision. Esto

mostré que los laboratorios son conscientes de la calidad y estan



esforzandose cada dia para mejorarla (Dharan, 1982).

Debe sefialarse que en Venezuela, el laboratorio Central del Ministerio
de Sanidad y Asistencia Social (MSAS), actualmente Ministerio del Poder
Popular para la Salud, inicia en 1977 una Evaluacion Externa de la Calidad
en el area de Bioquimica Clinica con glucosa, urea y creatinina, enviando a
los laboratorios dependientes del (MSAS) sueros controles ciegos,
obteniéndose un bajo porcentaje de respuestas durante los afios de su
aplicacion y revelando la poca utilizacion de los controles de calidad en los
laboratorios (Ramirez y col., 2006). En este mismo afio se introduce por
primera vez en los laboratorios clinicos la medicion del total de hemoglobina

glicosilada para el control de la Diabetes (Garry et al., 2007).

Por otro lado, en Argentina, la Fundacion Bioquimica Argentina (FBA)
desde 1987 ofrece el Programa de Evaluacion Externa de la Calidad con el
propésito de mejorar la calidad de los laboratorios de Andlisis Clinico
moderno. Dicho programa se ha transformado en la columna vertebral de
todas las actividades dirigidas a aumentar la confiabilidad de la informacién
que los laboratorios producen (Balado y col., 1998).

En Paraguay, para el afio 1989 se realizaron los primeros estudios
dirigidos a conocer el estado de calidad en Quimica Clinica, dichos estudios
revelaron imprecision en los resultados emitidos en un grupo de laboratorios

de Asuncion (Molinay col., 2003).

Adicionalmente, en 1997 el reporte del comité de expertos en Diabetes
niega el uso de la hemoglobina glicosilada como diagnéstico de Diabetes
Mellitus, en parte por la falta de precision de la prueba en varios laboratorios

y su pobre estandarizacion (Alvarez y col., 2009; Saudek & Brick, 2009).
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Para el afio 2003 el reporte del comité de expertos sugiere que, a pesar
de que el Programa Nacional de Normalizacion de Glicohemoglobina
(NGSP) tuvo éxito en la estandarizacion de la gran mayoria de los analisis
realizados en Estados Unidos, el uso de la hemoglobina glicosilada todavia
presentaba desventajas, y reafirmé la previa recomendacion de no utilizarla

en el diagnostico de la Diabetes Mellitus (Alvarez y col., 2009).

En este mismo afio, se realizé una Evaluacion Externa de la Calidad en
laboratorios clinicos de Mérida-Venezuela, en el cual se evidencia que en la
determinacion de triglicéridos los laboratorios participantes no obtuvieron
exactitud ni precision interlaboratorio, siendo los resultados no transferibles;
mientras que para el colesterol total, si se obtuvo confiabilidad en los

resultados obtenidos (Lopez, 2007).

Durante el afio 2007 Rojano y col realizaron una investigacion con el
objetivo de evaluar y conocer el desempefio analitico de los laboratorios
mexicanos que realizaban determinaciones de hemoglobina glicosilada.
Participaron 46 laboratorios nacionales, los cuales fueron clasificados por
grupos de acuerdo a la metodologia y equipos utilizados. A dichos
laboratorios se les enviaron dos pool de sangre fresca, las cuales fueron
analizadas por triplicado. Los resultados de hemoglobina glicosilada de cada

laboratorio mostraron una alta imprecision y fueron heterogéneos.

Por consiguiente esta investigacion demuestra la necesidad de
continuar monitoreando el desempefio de los laboratorios clinicos de México
en hemoglobina glicosilada, con el fin de mejorar la calidad en el servicio

otorgado a los pacientes.

En este mismo afio Méndez y col realizaron la investigacion titulada:

Comparacion de los resultados de pruebas de laboratorio seleccionadas de
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un estudio poblacional de adultos mayores de Costa Rica, donde sefala las
diferencias en la medicion entre laboratorios de siete biomarcadores
(colesterol total, HDL, LDL, triglicéridos, glucosa, creatinina seérica Yy
hemoglobina glicosilada). Para la valoracion de los biomarcadores se
seleccioné al azar las muestras de sangre/suero y orina de 20 participantes,
y se enviaron a los distintos laboratorios clinicos en diferentes periodos de
tiempo. En este estudio se encontrd una alta estabilidad para casi todas las
pruebas excepto creatinina sérica y hemoglobina glicosilada. Ademas se
observd una mayor variabilidad en creatinina sérica y hemoglobina

glicosilada.

Las diferencias observadas entre los distintos laboratorios refuerzan el
concepto de la variabilidad dependiente tanto del analito como del paciente y
del método de analisis. Por lo que, el control de calidad (interno y externo) y
los ajustes peridédicos son necesarios para verificar la calidad analitica y la
relevancia clinica de los resultados. Asi mismo los controles que se tienen en
los laboratorios deberan garantizar la comparabilidad de los resultados,
independientemente del fabricante, método de analisis o equipos utilizados
para poder satisfacer las necesidades de evaluacion médica.

Por otra parte, la Federacion Internacional de Quimica Clinica (IFCC) y
el grupo de trabajo de normalizaciébn de la hemoglobina glicosilada, han
establecido un sistema internacional de medicién de referencia y una exitosa
preparacion de material puro de calibracién, que deberia conducir a nuevas
mejoras en el método y la variabilidad entre laboratorios. Se ha acordado
informarla en unidades mmol/mol (IFCC) y porcentaje (NGSP) (Garry et al.,
2007).

Para el afio 2008, el actual comité internacional de expertos mediante

un examen actualizado de las mediciones de laboratorio de glicemia y

12



hemoglobina glicosilada, indica que con los avances en la instrumentacion,
estandarizacion, y precision en la medicion de la hemoglobina glicosilada

concuerdan con la glicemia (Alvarez y col., 2009).

Por su parte Pimazoni et al en el aflo 2009 publicaron la siguiente
investigacion: Actualizacion sobre la hemoglobina glucosilada (HbAlc) para
la evaluacion del control glucémico y el diagndéstico de la Diabetes: clinicos y
de laboratorio, la cual hace referencia a los laboratorios clinicos para que
mantengan un programa de Control de Calidad Interno de hemoglobina
glicosilada y establece como objetivo un coeficiente con desviaciones por
debajo del 5%, aunque el porcentaje deseado es menos del 3%, por lo tanto
el laboratorio debe utilizar dos niveles de muestras control para medir el
rendimiento de la prueba, también recomienda que los laboratorios participen
activamente en los programas de competencia, a fin de controlar la exactitud

y calcular el error total.

Por otro lado Campuzano y Latorre publicaron en el 2010 una
investigacion titulada: La HbAlc en el diagnéstico y en el manejo de la
Diabetes, la cual sefiala que la Diabetes se ha convertido en un problema
importante para la salud publica. Desde que se descubrié la hemoglobina
glicosilada, ésta ha sido el indicador mas fiel para monitorear los pacientes

diabéticos.

A partir de este mismo afio la American Diabetes Association (ADA) la
incorpord recientemente como el primer criterio diagnéstico de Diabetes en
poblacion sana como prueba de tamizaje y en pacientes con antecedentes

familiares o sintomatologia compatible con este diagndstico.

Quizas, lo méas importante es que el laboratorio clinico que haga la

prueba garantice que lleva estrictos controles de calidad que le permitan
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tener resultados con indices de variabilidad intralaboratorio menores de 2% e
interlaboratorio menores de 3%. Los laboratorios deben hacer los cambios
para alcanzar las metas de desempefio analitico que los mismos han
establecido participando activamente en programas de calidad a nivel

nacional e internacional.

Para el afio 2011 Berg et al publicaron la investigacién titulada:
Hemoglobina A1C estandarizado para uso diagndstico, en donde hizo
referencia a los andlisis de hemoglobina glicosilada como la ayuda mas
importante para evaluar el nivel de control de azlcar en sangre de un
paciente con Diabetes a través del tiempo, pero requeria de un analisis
estandarizado de alta calidad. Para alcanzar los estandares globales y
cumplir con una directiva en el diagnostico in-vitro la IFCC establecié un
grupo de trabajo para estandarizar la prueba de hemoglobina glicosilada. Un
requisito importante era crear 'y describir una preparacién de referencia y

establecer métodos de referencia.

Dentro de este marco de ideas, los PEEC poseen una amplia
trayectoria y su establecimiento en cada pais de Latinoamérica ha sido
considerado como el eje de las actividades desplegadas para la mejoria
continua de la calidad en los laboratorios. De hecho en un grupo de paises
como Bolivia, Chile, Uruguay, Republica Dominicana, Argentina y Paraguay,
se organizé una evaluacion externa de la calidad, empleando materiales de
control en dos niveles de concentracion y calculando el coeficiente de
variacion interlaboratorial, lo que revel6 resultados satisfactorios en cuanto a
la precision para los laboratorios de los paises participantes (Ramirez y col.,
2006).

Por ende es sumamente necesario que los laboratorios clinicos tomen

acciones preventivas y correctivas para mejorar su desempefio analitico, en
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la medida de sus posibilidades y a la brevedad posible migrar a metodologias
certificadas (Rojano y col., 2007).

Es importante destacar que en el afio 2006 se inicia un Programa de
Evaluacion Externa de la Calidad en la Facultad de Farmacia y Bioanalisis de
la Universidad de los Andes para 24 analitos de Bioquimica Clinica, luego
para el 2009 se incluye el subprograma de hemoglobina y posteriormente
para el afio 2011 se adicioné el subprograma de orina. Dicho programa es
ejecutado por el grupo de investigaciébn en aseguramiento de la calidad y
andlisis clinico (Rodriguez, 2008).

Hoy en dia, los materiales de control para hemoglobina glicosilada son
poco accesibles, por lo que, si se prepara dicho material y se utiliza en un
Programa de Evaluacion Externa de la Calidad se espera, que los
laboratorios clinicos participantes mejoren su desempefio analitico en la

determinacion de dicho analito.
Hipotesis

Se esperaria encontrar un alto porcentaje (%) de error al evaluar el
desempefio analitico en la determinacion de hemoglobina glicosilada, en
laboratorios clinicos participantes del Programa de Evaluacién Externa de la
Calidad de la Universidad de Los Andes.
Objetivos

Objetivo General

Evaluar el desempefio analitico en la determinacion de hemoglobina

glicosilada en laboratorios clinicos participantes del Programa de Evaluacion
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Externa de la Calidad de la Universidad de Los Andes.

Objetivos Especificos

Preparar un material de control estable para la determinacion de
hemoglobina glicosilada.

Invitar a los laboratorios clinicos a que participen en el Programa de

Evaluacién Externa de la Calidad de la Universidad de Los Andes.

Valorar el desempefio de los laboratorios participantes del Programa de

Evaluacion Externa de la Calidad de la Universidad de Los Andes.

Clasificar los laboratorios participantes segun su desempefio analitico.
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MATERIALES Y METODOS

El presente trabajo se desarrollé bajo un enfoque cuantitativo, ya que se
realizd la recoleccion y el analisis de datos que toman valores numéricos;

una investigacion explicativa, aplicando un disefio experimental.

Por otra parte, cabe resaltar que esta investigacion tuvo como alcance
evaluar el desempefio analitico en la determinacion de hemoglobina
glicosilada a los laboratorios clinicos participantes del Programa de
Evaluacion Externa de la Calidad de la Universidad de Los Andes que

emitieron resultados del material de control enviado.

Dentro de las limitaciones que presentd esta investigacién fue la
suspensioén de actividades universitarias que causo la interrupcion de la
continuidad de los envios de las encuestas lo que conllevé a la falta de
motivacion de los laboratorios participantes por un lado y por otro lado los
laboratorios clinicos carecian de reactivos para la determinacién de
hemoglobina glicosilada, ademas de ser una prueba costosa, todo lo anterior
trajo como consecuencia la baja participacion por parte de los laboratorios.

Poblacién y Muestra

La primera poblacién estuvo representada por 138 laboratorios clinicos
inscritos en el Programa de Evaluacion Externa de la Calidad de la
Universidad de Los Andes Mérida y la muestra estuvo constituida por 7

laboratorios que aceptaron participar y respondieron la primera encuesta.
La segunda poblacion estuvo representada por 51 laboratorios clinicos

inscritos en el programa y la muestra estuvo constituida por 18 laboratorios

que aceptaron participar en el Programa de Evaluacién Externa de la Calidad
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de la Universidad de Los Andes Mérida y respondieron la segunda encuesta.

Variables

Variable Independiente: La participacion de los laboratorios clinicos en el

Programa de Evaluacién Externa de la Calidad de la Universidad de Los

Andes en la determinacion de hemoglobina glicosilada.

Variable Dependiente: Desempefio analitico de los laboratorios clinicos

participantes.

Tabla 2. Operacionalizacién de las Variables

Objetivos especificos Variable Dimensiones Indicadores

v' Preparar un material - Test de diferencia
de control estable de medias intravial
para la determinacion Estabilidad | Uso interno del | en el tiempo.
de hemoglobina del control PEEC (Test de Student).
glicosilada - Coeficiente de

Variacion Intravial

v Invitar a los
laboratorios clinicos a | Participacion |- Local - Porcentaje de
gue participen en el de los - Regional aceptacion en
Programa de laboratorios relacion al
Evaluacion Externa clinicos en el porcentaje de
de la Calidad de la PEEC- ULA. invitados.
Universidad de Los
Andes.

v Valorar el desempefio - Coeficiente de
de los laboratorios Desempefio Laboratorios Variacion
participantes del de los participantes Interlaboratorio
Programa de laboratorios <8.76 %
Evaluacion Externa (transferibilidad)
de la Calidad de la - Desviacion
Universidad de Los Relativa

Andes.

Porcentual en
relacion al valor
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de consenso.
- Z score o indice
de desviacion

estandar
v Clasificar los Desempefio Laboratorios | - Porcentaje de
laboratorios analitico participantes laboratorios con
participantes segun desempeiio
su desempefio satisfactorio DRP
analitico. <8,7%yloZ<2,0

cuestionable DRP
<15%yloZ>2,0
y<3,0e
insatisfactorio
DRP >15 % y/o Z
> 3,0.

Fuente: Datos obtenidos de la presente investigacion.

Metodologia

Los materiales de control para hemoglobina glicosilada tienen un
elevado costo y su accesibilidad por parte de los laboratorios de analisis
clinico es muy limitada, por lo tanto se pretende elaborar materiales de
control menos costosos que puedan emplearse frecuentemente para
incrementar la probabilidad de que cada resultado reportado por el
laboratorio sea valido y pueda ser utilizado por el médico para tomar una

decision diagnostica o terapéutica.

Para llevar a cabo la preparacion de un material de control para la
determinacién de hemoglobina glicosilada, se utilizaron como donantes,
bovinos sanos provenientes de la finca “El Joque” de la Universidad de los
Andes, todos con serologia negativa al antigeno de superficie de la hepatitis
B (HBsAQ), virus de la hepatitis C (VHC) y virus de la inmunodeficiencia

humana (VIH). Obteniéndose muestras de sangre total, con una aguja para
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extraccion de 16 g, recolectandolas en bolsas estériles de tipo simple,
disefiadas para tal fin, con anticoagulante CPDA-1 (citrato-fosfato-dextrosa-

adenina), de material plastico PL-146 y una capacidad de 450 ml cada una.

Con estas muestras el personal que trabaja con el programa, preparo
un material de control designado como lote N° 9 que fue utilizado para llevar
a cabo la primera encuesta del Programa de Evaluacion Externa de la
Calidad de la Universidad de Los Andes. Posteriormente se evalud la
estabilidad mediante el envio de muestras del envasado lote N° 9 a tres
laboratorios clinicos que ya habian hecho la determinacion de hemoglobina

glicosilada a este mismo lote.

Una vez obtenidos los resultados se determind la estabilidad por medio
del test de Student para muestras relacionadas, al confrontar las primeras
tres determinaciones realizadas al material de control lote N° 9 y las Ultimas
tres determinaciones de los mismos un afio después. El calculo de dicho test
se realiz6 utilizando el paquete estadistico spss version 19 y el coeficiente de

variacion intravial (CVi) se calculé aplicando la siguiente formula:
DE
X

Posteriormente se prepar6 otro material de control designado lote N° 10
para la determinaciéon de hemoglobina glicosilada. La preparacion de dicho
lote se realiz6 tomando como base la metodologia descrita por Fink y col., en
el afio 1997, realizandose algunas modificaciones en el procedimiento. Los

pasos llevados a cabo para su preparacién se enumeran a continuacion:

1.- Se sacaron las bolsas de sangre de la nevera y se colocaron a

temperatura ambiente durante varias horas. Pasado el tiempo se procedi6 a

20



trasvasar la sangre anticoagulada a tubos de ensayo y posteriormente se
centrifugaron a 2500 rpm por 10 minutos, separando asépticamente el

plasma de la capa blanca.

2.- Luego se procedié a lavar con solucion salina fisiologica (NaCl 9g/l)
centrifugando a 2500 rpm por 10 minutos, se repiti0 este paso dos veces
mas para un total de tres lavados, con la finalidad de asegurar la completa
eliminacién del plasma, los leucocitos y las plaquetas, separando la capa

superior del paquete de eritrocitos en cada lavado.

3.- Se afadi6 a los eritrocitos lavados 3 ml de agua destilada (agitAindose
para favorecer la hemolisis) y 3 ml de tetracloruro de carbono (CCl,) a un
material de control A 'y 3 ml de cloroformo a un material de control B, se
ajusté la tapa de los recipientes y se procedié a agitarlos vigorosamente en
un agitador mecéanico durante 1 hora. Se dejaron en refrigeracion durante la
noche para que los desechos de lipidos y células formaran una interfase

semisodlida entre el CCl,, cloroformo y el lisado.

4.- Al siguiente dia, se centrifugaron a 2500 rpm durante 20 minutos;
separando las capas superiores de lisado en tubos de ensayo y volviendo a

centrifugar a 3000 rpm durante 1 hora.

5.- Luego utilizando dos cilindros graduados se procedié a medir el volumen
del material de control A preparado con CCl, y del material de control B
preparado con cloroformo. Se trasvasaron por separado a un Erlenmeyer

limpio.
6.- Por cada 70 mL de lisado, se afiadieron 30 mL de glicerol. Después se

agregaron los antibioticos (25-50 mg de penicilina y 25-50 mg de gentamicina

por cada 500 mL de material) para ambos materiales de control.
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7.- Agitando continuamente, se distribuyé asépticamente el material de
control A en alicuotas de 1000 pL en los tubos eppendorf estériles,
tapandose y sellandose con papel parafilm y el material de control B se
guardo en el Erlenmeyer. Ambos materiales se conservaron a 4 °C hasta su
utilizacion. ElI material de control A lote N° 10 alicuotado se uso6 para la
segunda encuesta del PEEC- ULA.

Por otra parte, con la intencién de realizar otro envio, se preparé un
material de control N° 11 siguiendo la metodologia anteriormente descrita
para la preparacion del material de control A lote N° 10. Una vez listo se
colocé 1000 pyL en un tubo eppendorf estéril y se envié a un laboratorio
clinico para que realizara la determinacion de hemoglobina glicosilada tanto
manual (anexo N° 1) como automatizado empleando el NycoCard, esto con
la finalidad de conocer el porcentaje de hemoglobina glicosilada antes de

hacer el envio a los laboratorios participantes del PEEC.

Una vez conocidos los resultados se decidié obtener una concentracion
menor de este material de control, preparando diluciones cuyos factores de
dilucion fueron: 1/2 y 1/6 respectivamente. Dichas diluciones se enviaron al
laboratorio clinico para que realizara la determinacién por NycoCard.
Seguidamente se procedié a realizar las determinaciones de hemoglobina
glicosilada del material de control sin diluir, 1/2 y 1/6 por el método manual
(anexo N° 2), utilizando para la medicion el equipo Metrolab 1700 DR

aplicando el siguiente protocolo:

Etapa 1: Hemolisis

a.- Se adicionaron 500 pL de lisante en tubos de ensayo previamente

rotulados como patrén y muestra.
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b-. Luego se le afiadié 100 yL de muestra y 100 uL de patron, y se procedio

a mezclar por 5 minutos a temperatura ambiente.

Etapa 2: Determinacion de Hemoglobina Glicosilada (HbA1)

a.- Seguidamente se afadieron 100 pyL del hemolizado de la etapa 1 en el
correspondiente tubo con la resina, y se coloco el tubo separador de forma

tal que el émbolo de goma quedara a 1 cm por encima del nivel del liquido.

b.- Se mezclé durante 5 minutos y luego se empujé el separador hasta que la
resina se comprimio en el fondo del tubo y el liquido sobrenadante quedo

dentro del separador.

c.- Se trasvaso el liquido sobrenadante a un tubo de ensayo para su

posterior medicion.

Etapa 3: Determinacién de la hemoglobina total

a.- Consecutivamente se pipete6 20 uL del hemolizado de la etapa 1 y se
afiadieron a 5000 pL de agua destilada contenida en tubos de ensayo

rotulados como muestra y patron.

b.- Por ultimo se ajusto el instrumento a cero usando agua desionizada como
blanco a una longitud de onda de 415 nm y se procedi6 a leer las
absorbancias para el patron y las muestras. Para calcular el contenido de

Hemoglobina Glicosilada se aplicaron las siguientes formulas:

- A Hb total (patrén) x % HDbA1 (patrén)
B A HbA1 (patron)
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A HbA1 (muestra)

% HbA1 tra) = F
Y (muestra) = Fx — Hb total (muestra)

Con la finalidad de conocer el valor de hemoglobina glicosilada se tomo
la decision de enviar una muestra de este material de control preparado a
otro laboratorio clinico para que realizara dicha determinacion utilizando el
equipo DCA 2000 Bayer cuyos limites de deteccién son mas bajos que el

NycoCard.

Por otra parte, con el propésito de corroborar que el método manual
aparentemente no agarraba dilucién y no era una interferencia del material
de control preparado se extrajo una muestra de sangre a un paciente sano

mediante el siguiente procedimiento:

1.- Se preparé todo el material, incluido el tubo tapa lila, algodon, alcohol,

jeringa, torniquete y guantes.

2.- Antes de realizar la puncion se escogio la vena de mayor calibre, para ello
se colocé el torniquete 5 cm por arriba del sitio seleccionado, para

visualizarla mejor.
3.- Una vez escogida la vena a puncionar se procedié a descontaminar el
area con alcohol al 70% utilizando algodén con movimientos circulares del
interior al exterior.
4.- Luego se coloco la punta de la aguja en un angulo de 15 a 30 grados
sobre la superficie de la vena escogida y se atravesdé la piel con un

movimiento firme y seguro hasta el lumen de la vena.

5.- Sosteniendo firmemente la jeringa se jalo el embolo con movimiento
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continuo para extraer la sangre hasta el volumen requerido.

6.- Se retird el torniquete para que la sangre fluyera mejor.

7.- Seguidamente se removio la aguja del brazo con movimiento suave, al
terminar de colectar la sangre; sin apretar el area de puncion se colocé un

algodon sin ejercer presion.

8.- Por ultimo se llené el tubo tapa lila con un volumen de 4 mL, se mezcl6

unas 5 veces, se descarto la jeringa y aguja en un contenedor apropiado.

Luego a dicha muestra se le realiz6 una dilucién cuyo factor fue 1/2,
consecutivamente se efectu6 la medicion de hemoglobina glicosilada de la
muestra del paciente sin diluir y diluida por método manual utilizando el

Metrolab 1700 DR, aplicando el protocolo descrito anteriormente.

A continuacién se le agregd a dos tubos eppendorf estériles
previamente rotulados, 300 yL de muestra del paciente, los cuales fueron
enviados a dos laboratorios clinicos: uno para que realizara la determinacion
de hemoglobina glicosilada por NycoCard; vy el otro laboratorio utilizara para
su determinacion el DCA 2000 Bayer con el propésito de asegurarnos del
valor de hemoglobina glicosilada del paciente sano utilizando dos equipos
automatizados mas especificos para hemoglobina glicosilada que el método

manual.

Una vez obtenido el material de control lote N° 9 se procedio a invitar
138 laboratorios clinicos a nivel local, regional y nacional para que
participaran en el Programa de Evaluacion Externa de la Calidad de la

Universidad de Los Andes subprograma de hemoglobina glicosilada.
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La primera encuesta se realizd mediante el envio de un sobre manila
previamente identificado con el cddigo de cada laboratorio, el cual contenia:
un tubo eppendorf etiquetado como hemolizado lote N° 9, una planilla de
inscripcion (anexo N° 3), una planilla de resultados (anexo N° 4), y una tabla
de cddigos de hemoglobina glicosilada (anexo N° 5). Dicho sobre se entregé
personalmente a los laboratorios cercanos y a los que estaban fuera de la

region se les envié por MRW.

Sin embargo para no perder tanto material de control se decidi6 para la
segunda encuesta enviar el lote N° 10 a los 51 laboratorios que mas
responden el PEEC, aplicando el mismo protocolo de la primera encuesta.
Es importante destacar que durante la aplicacion de esta encuesta se realizo
un seguimiento via telefénica y personalizada a los laboratorios con el

propdsito de aumentar la participacién de los mismos.

Los laboratorios clinicos que aceptaron participar en dichas encuestas
se encuentran inscritos en el referido programa, a través de un cédigo de
identificacion confidencial asignado a cada uno por el Programa de
Evaluacion Externa de la Calidad de la Universidad de Los Andes.

Una vez obtenidos los resultados de cada laboratorio participante se
procedio a realizar el analisis estadistico de los mismos calculandose la
media (Y) la desviacion estandar (DE), el coeficiente de variacion
interlaboratorio (CVi, transferibilidad) que evalta la dispersion entre los
laboratorios participantes, el desvié relativo porcentual (DRP) el cual no es
mas que la expresion porcentual de la dispersion del resultado del laboratorio
con respecto al valor consenso (Lépez, 2007). Y el Z score o puntuacion Z
que se realiza expresando el desvio del resultado del laboratorio con
respecto al valor consenso expresado en numero de desviacion estandar.

Cuando se realiza este sistema de puntuacion, es muy importante conocer el
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valor de la desviacién estandar utilizada en el célculo, ya que si es muy
grande, entonces se admitiran como aceptables desvios que pueden llegar a
ser inaceptables desde el punto de vista analitico (Correa citado en

Fernandez y Mazziotta, 2005).

Por otro lado, el informativo PEEC 2013 del Instituto de Salud Publica
de Chile sefala que para evaluar el desempefio se utiliza la escala del Z
score o Indice de Desviacién Estandar (IDE), como valor absoluto
establecida por la norma ISO 17043, la cual es definida como una estimacién
del desempefio con respecto a los laboratorios participantes.

A través de estos parametros se valor6 el desempefio de los
laboratorios participantes del Programa de Evaluacion Externa de la Calidad
de la Universidad de Los Andes en el subprograma de hemoglobina

glicosilada en la primera y segunda encuesta.

Para decir que habia la posibilidad de transferibilidad (armonizacion) de
resultados entre los laboratorios participantes el coeficiente de variacion
interlaboratorio debia ser menor o igual a 8,76 % que es el error total maximo
(ETM) calculado segun uno de los criterios mas conocidos y aceptados
como es el descrito por Tonks. Por su parte, refiere Terres (2007) que “la
variabilidad analitica debe ser de 25.0% del intervalo de variabilidad
biolégica, lo que equivale a una desviacién estandar bioldgica” (p.33). Asi
mismo es necesario resaltar que hubo flexibilidad a la hora de establecer el
ETM, aunque este valor se ira ajustando poco a poco a medida que la
participacion persista en el tiempo. La formula de Tonks para calcular el
ETM (Terres, 2003) es la siguiente:

VB = (Y4 intervalo de referencia / valor promedio) X 100
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MAX — MIN x 25 %
MEDIA

En vista de que los coeficientes de variacion interlaboratorio eran muy
elevados se decidio realizar el truncamiento para una desviacion estandar
hasta lograr que dicho coeficiente fuera menor que el ETM, luego se calculo
la media y la desviacion estandar, datos con los cuales se estimo el valor de
consenso, el cual es un valor considerado como verdadero o exacto y se
obtuvo con la media de los resultados de los laboratorios, luego de eliminar

los valores aberrantes.

Seguidamente se procedi6 a calcular el desvio relativo porcentual y el Z
score de cada laboratorio utilizando las siguientes formulas:

prp = 20— V¢ 100
o~ e

Siendo VO, el valor obtenido por cada laboratorio participante y VC, valor de

consenso.

7 - Xi — Xr
~ Sr
Dénde:

Z = indice de desviacién estandar
Xi = Valor obtenido por cada laboratorio participante.
Xr = Valor de consenso.

Sr = Desviacion estandar.

Posteriormente, se clasificaron los laboratorios participantes segun su

desempeiio analitico, es decir si dichos laboratorios poseian un desempefo
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satisfactorio, cuestionable o insatisfactorio lograndose esta clasificacion de
acuerdo al resultado obtenido del DRP y la escala del Z score que es
utilizada como criterio de evaluacion de desempefio por el Programa de
Evaluacion Externa de la Calidad del Instituto de Salud Publica de Chile
segun se muestra en la tabla N° 3. Una vez clasificados los laboratorios se
procedi6 a calcular el porcentaje de laboratorios con desempefio

satisfactorio, cuestionable o insatisfactorio.

Tabla 3. Clasificacion de los laboratorios segun su desempefio analitico

DESEMPENO DRP Z score
Satisfactorio <+8,76 % <20
Cuestionable <15 % Z>20y<30
Insatisfactorio >15% Z=23,0

Fuente: Datos propios de la investigacion y del PEEC 2013, Instituto de
Salud Publica de Chile.
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RESULTADOS

En la tabla N° 4 se pueden observar los resultados del estudio de la
estabilidad del material de control lote N° 9 preparado para el control de
calidad en hemoglobina glicosilada. La media obtenida en Agosto de 2013
fue de 5,63 con una desviacion estandar de 0,37 y un coeficiente de
variacion de 6,70 %. En el caso de Agosto de 2014 se obtuvo una media de
5,76 con una desviacion estandar de 0,50 y un coeficiente de variacion de
8,70 %.

Tabla N° 4

Estabilidad del material de control lote N° 9 en el tiempo

Agosto de 2013 Agosto de 2014
Laboratorios Hemoglobina Glicosilada | Hemoglobina Glicosilada
1 5,9 % 6,3 %
2 5,8 % 5,7 %
3 5,2 % 5,3%
X 5,63 5,76
DE 0,37 0,50
CVv 6,70 % 8,70 %
T -0,91
Sig 0,45

Fuente: Datos propios de la investigacion.
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Grafico N° 1

Estabilidad del material de control lote N° 9 en el tiempo

Laboratorio 1 Laboratorio 2 Laboratorio 3
H Agosto 2013 HE Agosto 2014

Fuente: Datos de la Tabla N° 4.

Se observa en el Grafico N° 1 que el material de control preparado es
estable durante un afo, al no presentar diferencias estadisticamente
significativas (p<0,05) entre la media de los resultados iniciales y la media de
los resultados obtenidos luego de un afio. Obteniéndose coeficientes de

variacion intravial menores a 8,76 % que es el error total maximo.

En la tabla N° 5 se muestra los valores obtenidos de la preparacion del
material de control lote 10 con tetracloruro de carbono y cloroformo.
Obteniéndose un volumen de 270 mL de hemolizado al realizar la extraccion
con tetracloruro de carbono y un volumen de 137 mL del mismo empleando

cloroformo.
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Tabla N° 5

Comparacion de la preparacion del material de control lote 10 con
tetracloruro de carbono y cloroformo

Material de control A lote 10 con Material de control B lote 10

tetracloruro de carbono con cloroformo

270 mL 137 mL

Fuente: Datos propios de la investigacion.

Grafico N° 2

Comparacion de la preparacion del material de control lote 10 con
tetracloruro de carbono y cloroformo

B Material de control A lote 10 con tetracloruro de carbono

B Material de control B lote 10 con cloroformo

Fuente: Datos de la Tabla N° 5.
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En la tabla N° 6 se reflejan los resultados de hemoglobina glicosilada
del material de control 11 empleando el método automatizado y manual.
Obteniéndose un valor no detectable por NycoCard y de 33,4 % usando Teco

Diagnostics.

Tabla N° 6

Determinacion de Hemoglobina Glicosilada al material de control 11 por

dos métodos

Material de NycoCard Teco Diaghostics
control 11 (Automatizado) (Manual)
Hemoglobina Glicosilada No detectable 33,4%

Fuente: Datos propios de la investigacion.

En la tabla N° 7 se evidencian los resultados de hemoglobina
glicosilada del material de control 11 luego de disminuir su concentracion.
Observandose que las diluciones 1/2 y 1/6 por el método automatizado
mantuvieron el valor inferior al limite de deteccién de NycoCArd. Con el
método manual empleando el Metrolab 1700 DR se aprecia que utilizando el
blanco diluido se obtuvo en la muestra sin diluir: 33,1 %, en la muestra
diluida 1/2 37,0 % y en la muestra diluida 1/6 35,6 % respectivamente. Por
otro lado al utilizar el blanco sin diluir se pueden observar los siguientes
resultados: en la muestra sin diluir un 33,1 % en la diluida 1/2 un 17,5 % y
en la diluida 1/6 un 12,5 %.
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Tabla N° 7

Determinacion de Hemoglobina Glicosilada al material de control 11 por

dos métodos, luego de disminuir su concentracion

Muestra Equipo/ método | Equipo/ método | Equipo/ método
Material de NycoCard Metrolab 1700 DR | Metrolab 1700 DR
control 11 (Manual) (Manual)

(Automatizado) Blanco diluido Blanco sin diluir
Sin diluir NR * 33,1 % 33,1%
Diluido 1/2 <4 % 37,0 % 17,5%
Diluido 1/6 <4% 35,6 % 12,5 %

NR* = No se realizo.

Fuente: Datos propios de la investigacion.

El resultado de hemoglobina glicosilada obtenido por el equipo DCA
2000 Bayer fue de 2,5 %.

En la Tabla N° 8 se observan los resultados de hemoglobina

glicosilada de la muestra de un paciente sano sin diluir y diluida 1/2

determinada por método manual obteniéndose un valor de 4,7 %

para

ambas muestras empleando el blanco diluido y de 4,7 % en la muestra sin

diluiry 2,4 % en la muestra diluida 1/2 utilizando el blanco sin diluir.
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Tabla N° 8

Determinacion de Hemoglobina Glicosilada a una muestra sin

diluir y diluida de un paciente sano.

Muestra Método Método
Paciente Sano Human (Manual) Human (Manual)
Blanco diluido Blanco sin diluir
Sin diluir 4,7 % 4,7 %
Diluida %2 4,7 % 2,4 %

Fuente: Datos propios de la investigacion.

Grafico N° 3

Determinacion de Hemoglobina Glicosilada a una muestra sin diluir y

diluida de un paciente sano.

Muestra sin diluir Muestra diluida

espmmBlanco diluido esl=»Blanco sin diluir

Fuente: Datos de la Tabla N° 8.
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En la tabla N° 9 se reflejan los resultados de hemoglobina glicosilada
de la muestra del paciente sano empleando dos equipos automatizados
obteniéndose por NycoCard un valor de 4,6 % y por el DCA 2000 Bayer un
5,1 %.

Tabla N° 9

Determinacion de Hemoglobina Glicosilada utilizando dos equipos

automatizados

Muestra Equipo Equipo
automatizado Automatizado
Paciente sano NycoCard DCA 2000 Bayer
Hemoglobina Glicosilada 4,6 % 5,1 %

Fuente: Datos propios de la investigacion.

En la tabla N° 10 se observa el porcentaje de participacion en relacion
al porcentaje de laboratorios invitados. Para la primera encuesta de 138
laboratorios invitados solo respondieron 7 que representan un 5 % de
participacion y en una segunda encuesta se invitaron 51 laboratorios de los

cuales respondieron solo 18 que representan un 35,2 % de participacion.
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Tabla N° 10

Aceptacion de laboratorios invitados

Laboratorios | Laboratorios que | Porcentaje (%) de
Encuestas invitados aceptaron la participacion
invitacion
Primera 138 7 5
Segunda 51 18 35,2

Fuente: Datos propios de la investigacion.

Gréafico N° 4

Aceptacion de laboratorios invitados
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H Lab. Aceptaron % participacion

Fuente: Datos de la Tabla N°10.

37




Las tablas enumeradas 11 y 12 corresponden a los resultados del
desempefio analitico de la primera y segunda encuesta de los laboratorios
participantes, donde se calcul6 el coeficiente de variacion luego del
truncamiento para determinar la transferibilidad de los resultados entre los
laboratorios, el DRP y la Z score. En la tabla N° 11 se evidencia para la
primera encuesta un coeficiente de variacion de 7,00% luego del
truncamiento y un DRP de los laboratorios 2,3 y 4 menor a 8,76 % que es el
error total maximo. Los laboratorios 1, 2, 3, 4 y 5 obtuvieron una Z score
menor a 2. En la tabla N° 12 se observa para la segunda encuesta un
coeficiente de variacion de 5,83 % luego del truncamiento, un DRP de los

laboratorios 3, 4, 5, 6 y 7 menor a 8,76 % y una Z score menor a 2.

Tabla N° 11

Desempefio Analitico de la primera encuesta

Primera encuesta
Laboratorios participantes DRP Z score
1 -9,72 % -1,38
2 2,77 % -0,39
3 0,69 % 0,09
4 2,43 % 0,34
5 9,37 % 1,33
6 71,87 % 10,24
7 281,94 % 40,19
CV sin truncamiento 70,17 %
CV luego del truncamiento 7,00%

Fuente: Datos propios de la investigacion.
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Tabla N° 12

Desempefio Analitico de la segunda encuesta

Segunda encuesta
Laboratorios participantes | DRP Z Score
1 -27,13 % -4,65
2 -22,27 % -3,82
3 -2,84 % -0,48
4 -2,84 % -0,48
5 -2,84 % -0,48
6 -2,84 % -0,48
7 -0,41 % -0,07
8 11,73 % 2,01
9 21,44 % 3,67
10 23,87 % 4,09
11 23,87 % 4,09
12 38,45 % 6,59
13 55,45 % 9,51
14 62,73 % 10,76
15 72,45 % 12,42
16 203,61 % 34,92
17 509,66 % 87,42
18 575,24 % 98,67
CV sin truncamiento 94,10 %
CV luego del truncamiento 5,83 %

Fuente: Datos propios de la investigacion.
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Las tablas enumeradas 13 y 14 muestran la clasificacion de los
laboratorios clinicos segun su desempefio analitico, obteniéndose para la
primera encuesta un 42,8 % de laboratorios con desempefio satisfactorio,
repitiéndose el mismo porcentaje de 28,6 % tanto para los laboratorios con
desempefio cuestionable como los laboratorios con desempefio
insatisfactorio. Para la segunda encuesta se observa en la tabla N° 14 que se
obtuvo un 27,8 % de laboratorios con desempefio satisfactorio, un 5,6 % con
desempefio cuestionable y un 66,6 % de laboratorios con desempefio

insatisfactorio.

Tabla N° 13

Porcentaje de laboratorios con desempeifo satisfactorio, cuestionable e

insatisfactorio en la primera encuesta

Laboratorio N° | Desempefio Desempefio Desempefio
Satisfactorio Cuestionable Insatisfactorio

1 X

2 X

3 X

4 X

5 X

6 X

7 X

TOTAL (%) 42.8% 28.6% 28.6%

Fuente: Datos propios de la investigacion.
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Tabla N° 14

Porcentaje de laboratorios con desempefio satisfactorio, cuestionable e

insatisfactorio en la segunda encuesta

Laboratorio N° Desempefio Desempefio Desempefio
Satisfactorio Cuestionable | Insatisfactorio

1 X

2 X

3 X

4 X

5 X

6 X

7 X

8 X

9 X
10 X
11 X
12 X
13 X
14 X
15 X
16 X
17 X
18 X

TOTAL (%) 27.8% 5.6% 66.6%

Fuente: Datos propios de la investigacion.

41



DISCUSIONES

El hecho de haber preparado un material de control estable para el
control de calidad en hemoglobina glicosilada se correlaciona con un estudio
realizado por van Assendelft (1976 citado en Briones y col, 2009) donde hace
referencia que una solucion concentrada de hemoglobina se mantiene
estable por al menos un afio. Ademés Briones y col 2009 refieren que para la
elaboracion de controles se le agrega glicerol y antibiéticos al hemolizado,
los cuales fueron materia prima de esta investigacion. Al observar que la
media de hemoglobina glicosilada se mantuvo reproducible en una segunda
medicion se puede afirmar que el control preparado se mantiene estable por

al menos un afio. Informacion que le servira al PEEC como uso interno.

Con respecto a la extraccion en la preparacién del material de control
lote N° 10 se observd que al sustituir el tetracloruro de carbono por
cloroformo para la extraccion, se obtiene poco volumen de material de
control por lo cual no se recomienda su uso en este tipo de programa, ya que
resultaria muy laborioso tener que preparar mas material de control para

obtener un volumen considerable que supla las necesidades del programa.

En vista de que por NycoCard no fue detectable, es decir, el valor de
hemoglobina glicosilada estaba por debajo del limite de deteccién, segun las
especificaciones del manual de este equipo los rangos de deteccion van de
4 -15 % vy por Teco Diagnostics se obtuvo un valor muy alto, se dedujo que
este material de control tenia alguna interferencia, debido a que los
resultados no se correlacionaban entre un método y otro. Por lo tanto, se
decidio realizar diluciones de este material de control N° 11 con la finalidad
de disminuir su concentracion en el caso que 33,4 % fuera el valor real de

hemoglobina glicosilada.
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De acuerdo a los resultados obtenidos luego de disminuir la
concentracion del material de control N° 11 se lleg6 a la conclusion que en
realidad el material de control tenia una concentracion de hemoglobina
glicosilada menor de 4 % y no era necesario realizar diluciones, por ende
NycoCard mantuvo resultados menores al 4% en ambas diluciones. Por otro
lado al utilizar el método manual por cromatografia de intercambio i6nico se
observaron dos resultados uno utilizando el blanco diluido y otro el blanco sin
diluir con la finalidad de indicar que aparentemente el método manual no
diluye y la Unica manera de obtener una dilucién de la muestra es cuando se

hace la correccién utilizando el blanco sin diluir.

Aungue no fue objetivo de esta investigacion los resultados demuestran
que si se toman los blancos diluidos para realizar los célculos se mantienen
parecidas las relaciones de porcentaje de hemoglobina glicosilada en
relacion a la hemoglobina total. Por lo tanto se aconseja que si en algun
momento se desea diluir la muestra de un paciente utilizando el método
manual por cromatografia de intercambio iGnico se procese el blanco sin
diluir debido a que se esta midiendo es un porcentaje de la hemoglobina total
que se glica, es decir no es especifica para la hemoglobina glicosilada lo
gue explica la obtencién de valores muy altos utilizando este método, lo cual
se correlaciona con un estudio realizado por Gatti y Zacara, 2012 donde
informa que las técnicas de intercambio i6nico arrojan resultados mayores
debido a las distintas variables que modifican sus resultados como son:
cambios de pH, fuerza i6nica, temperatura e inespecificidad analitica debido

a que determinan la hemoglobina glicosilada total.

Por otro lado se logré conocer el valor exacto de hemoglobina
glicosilada de este material de control N° 11 utilizando el equipo DCA 2000
Bayer; segun las especificaciones técnicas del manual los rangos analiticos

van de 2,5 -14 % demostrando ser mas sensible y especifico que NycoCard,
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obteniéndose un resultado de 2,5 % lo que permitid6 concluir que este
material de control no podia utilizarse para llevar a cabo la tercera encuesta
debido a que la mayoria de los laboratorios participantes utilizaban como
equipo de medicion el NycoCard y como la concentracién de dicho material
de control era tan baja no seria posible conocer su valor ya que su limite de
deteccion es mas alto que el DCA 2000 Bayer.

Los resultados de la muestra de un paciente sano sin diluir y diluida 1/2
arrojaron resultados de 4,7% de hemoglobina glicosilada para las dos
muestras, lo que corrobora que el método manual no agarra diluciéon y que
no es una interferencia propia del material de control preparado porque la
muestra del paciente tampoco se diluyo. Por otra parte se demostré con la
referida muestra que empleando el blanco sin diluir el resultado disminuye
proporcionalmente a la dilucion realizada, por ende las literaturas deberian
agregar una nota del paso a seguir cuando se quiere diluir la muestra de un

paciente.

La determinacion de hemoglobina glicosilada de la muestra del paciente
sano determinada por dos equipos automatizados como el Nycocard y el
DCA 2000 de Bayer permitieron corroborar el valor obtenido por método
manual empleando el Metrolab 1700 DR debido a que los resultados de
ambos equipos automatizados no se alejan del resultado obtenido

manualmente.

Referente a la solicitud enviada a los laboratorios clinicos para su
participacion en el Programa de Evaluacion Externa de la Calidad de la
Universidad de Los Andes, se realizaron dos invitaciones. En la primera de
ellas el porcentaje de aceptacién solo fue de 5 % de un total de 138
laboratorios, es decir, se obtuvo una baja respuesta por parte de los

laboratorios clinicos por lo que se incentivdo a participar en una segunda
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encuesta, aunque se logro elevar el porcentaje de participacion a 35.2 % de
un total de 51 laboratorios en esta encuesta, todavia los datos obtenidos no

son estadisticamente significativos.

Estos resultados se contradicen con el Programa de Evaluacion Externa
de la Calidad organizado por el Instituto de Salud Publica de Chile en el
subprograma de Hemoglobina Glicosilada en el afio 2011 quienes publican
en su libro anuario el reporte de 243 laboratorios inscritos respondieron 232
laboratorios que representan el 95,4 % de respuestas. Lo anterior quizas se
deba a que en Venezuela el PEEC- ULA es relativamente nuevo, en
comparacion con el Instituto de Salud Publica de Chile (ISP), el cual a través
del Departamento Laboratorio Biomédico Nacional y de Referencia, lo
organiza desde el afio 1972, incluyendo las &reas de Bacteriologia,
Hematologia, Inmunohematologia, Inmunologia, Parasitologia, Quimica
Clinica y Virologia, también demuestra la motivacion por parte de los
laboratorios en querer mejorar la calidad de las prestaciones del laboratorio.
Ademas todas las limitaciones que hubo en la presente investigacion
posiblemente fueron otra de las causas de esta baja participacion.

En principio los resultados para ambas encuestas no eran transferibles
entre todos los laboratorios porque se obtuvieron coeficientes de variacion
elevados en los resultados acumulados, es decir mayores al error total
méaximo, debido al uso de métodos de baja reproducibilidad e imprecision,
sin embargo se observd que los resultados si eran transferibles luego del
truncamiento entre tres laboratorios con un coeficiente de variacion de 7.00%
en el caso de la primera encuesta. También se observd en la segunda
encuesta que los resultados si eran transferibles luego del truncamiento entre
5 laboratorios obteniéndose un coeficiente de variacion de 5.83 %, es decir,
en ambas encuestas dichos coeficientes de variacién luego del truncamiento

fueron menores al error total maximo establecido segun el criterio de Tonks.
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De acuerdo con Guba y Lincoln (1981) “se trata de examinar que
tanto se ajustan los resultados con otro contexto”. (p. 8). Con relacion a lo
anterior, la transferibilidad consiste en la posibilidad de transferir los
resultados a otros laboratorios o grupos. Asi mismo Vives y Aguilar (2006)
opinan que “avanzar en el conocimiento de los procedimientos de
normalizacion y el empleo de las mejores metodologias contribuye a una
mayor transferibilidad de resultados”. (p.39). Es decir para que exista dicha
transferibilidad es de importancia que los laboratorios seleccionen y evalten
la instrumentacién y los procedimientos analiticos disponibles para poder
obtener medias confiables que aseguren el reporte de resultados

clinicamente adecuados asi como la transferibilidad de los mismos.

Con respecto a la valoracién del desempefio los resultados permitieron
establecer que el 42,8% de los laboratorios participantes de la primera
encuesta y el 27,8% de los laboratorios participantes de la segunda encuesta
obtuvieron un DRP (desempefio aceptable) por debajo del error total
maximo. Finalmente los resultados obtenidos fueron mayormente

satisfactorios en la primera encuesta e insatisfactorios en la segunda.

Al clasificar los laboratorios segin su desempefio analitico se logré
observar que los laboratorios que participaron en la primera encuesta
obtuvieron segun el calculo del DRP vy la Z score un desempefio satisfactorio
de 42,8%, un desempefio cuestionable de 28,6% y un desempefo
insatisfactorio de 28,6%. Mientras que en la segunda encuesta como se
aumentoé el nivel de participacién se logré observar que el desempefio de
estos laboratorios participantes fue insatisfactorio en un 66,6% lo que
demuestra un alto porcentaje de error al evaluar dicho desempefio, el 5,6%
de laboratorios obtuvieron un desempefio cuestionable y solo el 27,8% un
desempefio satisfactorio. Por lo que se requiere de mas estudios para

confirmar estos desempefios y poder determinar los factores que afectan sus
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determinaciones, también es importante que cada laboratorio tomen las
acciones preventivas y correctivas para mejorar su desempefo analitico y
que participen permanentemente en los programas de Evaluacion Externa de
la Calidad que ofrece la Universidad de los Andes. Por su parte Rojano y col
2007 opinan que seria Util el establecimiento de un programa permanente de
ensayos de hemoglobina glicosilada, en el que participen un mayor nimero
de laboratorios, permitiendo tener una muestra mas representativa de cada
equipo y método para incrementar la significancia de estadisticas de los

resultados y las respectivas evaluaciones.
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APORTES DE LA INVESTIGACION

Durante la preparacion del material de control lote N° 10 se demostré
que al realizar la extraccion con cloroformo en vez de tetracloruro de carbono
se obtiene menos volumen de material de control por lo cual no se

recomienda su uso en este tipo de programa.

Ademas no se puede utilizar muestras frescas de bovinos para preparar
material de control, puesto que se obtiene una baja concentracion de

hemoglobina glicosilada lo que la hace indetectable por NycoCard.

Por otra parte, al realizar la determinacion de hemoglobina glicosilada
del material de control N° 11 diluido utilizando el método manual por
cromatografia de intercambio i6nico se demostrd que dicho método tampoco
diluyo y que no era una interferencia propia del material de control porque los
resultados de la muestra del paciente sano diluida determinada manualmente
tampoco agarro dilucién. Por ende la correccion a la técnica seria especificar
gue cuando se desea diluir la muestra de un paciente se procese el blanco

sin diluir.

En la determinacién de la concentracién de hemoglobina glicosilada del
material N° 11 por dos equipos automatizados se logrdé corroborar que el

equipo DCA 2000 Bayer es mas sensible y especifico que el NycoCard.

Finalmente se logré dar un diagnostico del desempefio analitico para
hemoglobina glicosilada en el Estado Mérida, ademas de incorporar este
analito en el Programa de Evaluacion Externa de Calidad de la Universidad
de los Andes.
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CONCLUSIONES

Es perfectamente viable utilizar donantes bovinos sanos para preparar
un material de control estable para la determinacion de hemoglobina
glicosilada en el Programa de Evaluacion Externa de la Calidad de la
Universidad de Los Andes, lo cual quedé demostrado a través del Test de
diferencia de medias intravial en el tiempo (Test de Student) y la medicion del

coeficiente de variacion Intravial.

A pesar de los esfuerzos realizados en la preparacion y envio de
material de control a gran cantidad de laboratorios, se obtuvo un bajo
porcentaje de participacibn por parte de los laboratorios invitados al

Programa de Evaluacion Externa de la Calidad.

Al valorar el desempefio de los laboratorios participantes del Programa
de Evaluacion Externa de la Calidad de la Universidad de Los Andes, se
obtuvo un Coeficiente de Variacién Interlaboratorio aceptable luego del
truncamiento, por lo tanto se considera viable la transferibilidad de los

resultados en algunos laboratorios.

Una vez finalizada la investigacion, fueron clasificados los laboratorios
segun su desempefio analitico. El resultado obtenido fue mayormente
satisfactorio en la primera encuesta, obteniéndose un desempefio de 42.8 %
e insatisfactorio en la segunda lograndose solo un desempefio de 27.8 %.
Por consiguiente la mayoria de estos laboratorios deben mejorar su

desemperio analitico en la determinacion de hemoglobina glicosilada.
Es fundamental continuar con Programas de Evaluacion Externa de la

Calidad para mejorar los resultados obtenidos a fin de cumplir con la mejoria

continua de la calidad en los laboratorios clinicos.
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RECOMENDACIONES

Dar a conocer los resultados de la investigacion para incentivar y
promover el uso de donantes bovinos sanos, ya que se demostré que con
este tipo de donantes es posible preparar un material de control estable,
accesible y de bajo costo, lo cual favorecerd su implementacion para la
evaluacion de hemoglobina glicosiladsa en el Programa de Evaluacion

Externa de la Calidad de la Universidad de Los Andes.

Disefar estrategias para motivar a los laboratorios a participar en el
Programa de Evaluacion Externa de la Calidad, pues al hacerlo mejoraran su
desemperio analitico y por tanto la calidad de su servicio, logrando que sus
estudios sean una excelente opcion tecnoldgica para asistir a los médicos
en el diagndstico y seguimiento de sus pacientes y que los resultados sean
precisos, exactos y oportunos manteniendo un coeficiente de variacion
interlaboratorio aceptable, con resultados transferibles. Todo lo anterior en

beneficio de las personas que acuden a ellos para realizar sus estudios.

Se debe resaltar la importancia de aumentar la frecuencia de envios del
Programa de Evaluacion Externa de la Calidad de la Universidad de los
Andes y que exista una mayor constancia en las respuestas por parte de los
laboratorios clinicos. Por ultimo hacer un seguimiento de la evolucion de los

laboratorios con referente a este analito en futuras investigaciones.
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ANEXO 1

TECO DIAGNOSTICS
1268 N. Lakeview Ave. GLYCOHEMOGLOBIN
Anaheim, CA 92807 - REAGENT SET
1-800-222-9880
INTENDED USE INSTRUMENTS

For the determination of glvcohemogiobin in blood.

SUMMARY AND EXPLANATION OF TEST

Throughout the circulatory life of the red cell. glycohemoglobin is
formed continuously by the addition of glucose to the N-terminal of the
hemoglobin beta-chain. This process. which is non-enzymatic. reflects
the average exposure of hemoglobin to glucose over an extended
period. In a classical study. Trivelli et al! showed glycohemoglobin in
diabetic subjects to be elevaied 2-3 fold over the levels found in normal
individuals. Several investigators have recommended that
glycohemoglobin serve as an indicator of metabolic control for
diabetic. since glycohemoglobin levels approach normal values for

diabetics in metabolic control. 234

Glycohemoglobin has been defined operationally as the "fast fraction”
hemoglobins (HbAla. Alc). which elute first during column
chromatography with cation-exchange resins.  The nonglycosyiated
hemoglobin. which consists of the bulk of the hemogiobin, has been
designated HbAo. The present glycohemoglobin procedure employs a
weak binding cation-exchange resin for the rapid separation of
glycohemoglobin (fast fraction) from non-glycosylated hemoglobin.

PRINCIPLES ;

A hemolyzed preparation of the whole blgod 1S mixed continuously for
5 minutes with a weak binding cation-exchange resin/ During this time.
HbAo binds to the resin. Afier the mixing period. a filter is-gsed to
separate the supernatant containing the glycohemoglobin from the
resin. The percent glycohemoglobin is determined by measuring the
absorbance at 415nm of the glycohemoglobin fraction and the total
hemoglobin fraction. The ratio of the two absorbances gives the percent
glycohemoglobin.

REAGENTS AND MATERIALS PROVIDED

Test Kit containing:

Resin reagent: 8 mg/mi Cation-exchange Resin bufféred at
pH6.9.

Lysing reagent: 10 mM Potassium Cyanide, surfactant added.
Glycohemoglobin Standard: 10% glycohemogiobin

Serum separators.

e 0

PREPARATIONS OF REAGENTS

1. Ghlecohemogiobin Lysing R
temperature.
Glyeohemoglobin Cation-Exchange Resin: Bring contents to
room temperature. Swirl and gently invert 2 minimum of 10
times. swirl the bottle after addition to each 3 tubes.

- Bring contents 1o room

5

STORAGE AND STABILITY
All reagents are stable to expiration date stated on the labels. Resin
and Lysing Reagents may be stored refrigerated (2-8°C).

PHYSICAL OR CHEMICAL INDICATIONS OF INSTABILITY
Alterations in the physical appearance of the reagents or values of
conirol sera ouiside the manufacturer's acceptable range may be an
indication of reagent instability.
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Use a spectrophotometer or colorimeter set at 415 nm.

SPECIMEN COLLECTION AND PREPARATION

Special preparation of the patient is unnecessary. Fasting specimens are
not required. No special additives or preservatives other than the
anticoagulants are required. Collect venous bleod with EDTA using
aseptic technigue. Glycohemogiobin in whole blood collecied with
EDTA is stable for one week at 2 - 8°C.

INTERFERING SUBSTANCES

Samples that are severely lipemic may cause clevated results. Fetal
hemogiobin (HbF) has resin binding characteristics similar to
glycohemogiobin value if present. Glvcosylated HbS and HbC bind
more tightly than HbAl and produce lower values. Other
hemoglobinopathies (e.g.. betathalassemia and hemolytic anemia) also
produce lowered results.

MATERIALS REQUIRED BUT NOT PROVIDED
1. 20 ul and 100 pl micropipettes.

2. 500 ul 3 ml and 5 ml pipettes or dispensers.

3. 13 x 100 mm glass tubes.

4 Glass or plastic test tubes to hold 0.6 mi and 5 mi.

3 Rockerorrotater.

6. Glycohemoglebin controls: Normallevel & Elevated Level.
PROCEDURAL OUTLINE

A. Hemolysate Preparation:
i. Dispense 300 pl Lysing Reagent into tubes* labeled:
Standard. Control. Sample 1, etc.
2. Place 100 ui of the well-mixed biood sample, standard or
control into the appropriately labeled tube. Mix well.
3. Aliow to stand for 5 minutes.

*Plastic or glass tubes of appropriate size are acceptabie.

B. Glvcohemoglobin Preparation:
1. Dispense 3.0 m! of Glycohemoglobin Cation-exchange Resin
into 13 x 100 mm glass tube* labeled: Standard. Control.
Sample 1. etc.
*Do not use plastic tubes.

NOTE: Before use. mix the resin by inverting at least 10

times. Swirl the boitle after addition io each 3 tubes.

Add 100 ul of the hemolysate (from Step A3).

Position the Filter Separators in the tubes so that the rubber

sleeve is approximately I cm above the liquid level.

4. Place the tubes on the rocker or rotator and mix continuously

for 5 minutes.

Remove the tubes from the rocker or rotator.

6. Push the Filter Separator into the tubes until the resin is

firmly packed.

The supernatant may be poured into another tube or directiy

into a cuvetic for absorbance measurement.

8. Adjust the instrument to zero absorbance at 415 nm with
deionized water as the biank. (Wavelength range: 390-420
nmj.

w19

W



ANEXO 1

9. Read and record the absorbance values for Standard. Control.
Sample 1. etc.  These readings are for
glycohemoglobin.

C. Total Hemoglobin Fraction:
1. Dispense 3.0 mi deionized water into tubes* labeled:

Standard. Control. Sample 1. etc.

Place 20 pl of the hemolysate (from Step A3) into the

appropriately labeled tbe. Mix.

Adjust the instrument to zero absorbance at 415nm with

deionized water as the blank.

4. Read and record the absorbance values for Standard. Control.
Sample 1. etc. These readings are for total hemoglobin.

[

%)

*Plastic or glass tubes of appropriate size are acceptable.

QUALITY CONTROL

The reliability of test results should be monitored routinely using stable
quality control materials and analyzed in the same manner employed
for the unknowns. We suggest the use of Glycohemoglobin Controls:
Normal, Elevated.

CALCULATIONS
Results for the unknowns should be determined in the following
manner: = e =

% Glyco. (unknown) =R (unknown} > Standard conc
R (standard)

where:

R (unknown) = Ratio (unknown) = Abs. of Giveo (unknown)
Abs. of Total Hb (unknown)

R {standard) = Ratio (standard) = Abs. of Givco (standard) =
Abs. of Total Hb (standard)

Example:

A standard containing 8.0% givcohemoglobin had Abs. = 0.480 for the
glycohemoglobin and Abs. = 0.575 for the total hemoglobin. An
unknown sample had glvcohemoglobin Abs. = 0.962 and total
hemoglobin Abs. = 0.746. The glvcohemoglobin concentration of the
unknown is calculated as follows:

R {unknown)=0.962=1.29
0.746

R (standard) = 0.480 = 0.835
0.575

% Glyco. (unknown)=1.29 = 8.0 =12.4%

0.835

LIMITATIONS OF PROCEDURE -
Sample from patients with hemolglobinopathies or decreased
ervthrocytes survival times may show incorrect results. See section on
"Specimen Collection.”

EXPECTED VALUES

6.6-8.6%

This range represents the 95% confidence interval for 100 outpatient
subjects with normal glucose values and no history of diabetes. A
study of 31 diabetic subjects showed glvcohemoglobin values from
8.4% to 16.0%. For the diabetic population. a comparison of the
fasting plasma glucose with the glycohemogiobin level gave a
correlation coefficient equal 10 0.84.

PERFORMANCE CHARACTERISTCS
Linearity:
The glycohemoglobin assay shows linearity for glycohemoglobin level
in the range of 4.0 - 20.0%. Blood samples with total hemoglobi
greater than 18 ¢/dl should be diluted x 2 with deionized water before
Precision:
Within Run: The intra assay precision was established by
assaving bloods with normal and elevated glycohemoglobin
levels twenty times each

Level Mean Std. Dev. % CV
Normal 78 0.21 27
Elevated 134 0.23 1.7

Run to Run. The inter run precision was established by
assaving blood with normal and elevated glycohemoglobin
levels for ten runs conducted over a five day period.

Level Mean  Std.Dev. %CV
Normal 7.6 031 4.1
Elevated 13.0 0.60 46

CORRELATION -
A comparative study of the Teco glvcohemoglobin procedure and
another widely used commercial method showed correlation (r) of 0.96.

SENSITIVITY
This glvcohemoglobin procedure has a sensitivity of 0.02%
glvcohemoglobin per 0.001 units of absorbance.
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ANEXO 2

GLYcOHEMOGLOBIN HbA,-TEST

Método rapido de separacion por resina de
intercambio i6nico

Presentacién del estuche
REF] 10657 20 Tests Estuche completo
10658 100 Tests Estuche completo
10259 2xparalml Controles normai
yanormal
Método

La formacion de glicohemoglobina ocurre irreversible y progresivamente
en los eritrocitos a través de los 120 dias de vida normal de estas células.
Debido a que la concentracion de glicohemoglobina en ei eritrocito refleja
el nivel promedio de glucosa en la sangre de las 4 a 6 semanas anteriores
y es estable por la vida de los eritrocitos, la medicién de la glicohemo-
globina proporciona una prueba de gran valor para evaluar el control a
largo plazo de los pacientes diabéticos.

Principio

La sangre total se mezcla con un reactivo hemolisante compuesto por un
detergente e iones borato. La eliminacion de la base iabil de Schiff se
consigue asi durante la hemolisis. La preparacion hemolizada se mezcla
por 5 minutos con una resina de intercambio catiénico de capacidad
enlazante débil. Durante este tiempo, fa HbA, se une a la resina.
Empleando un separador de resina especial se extrae la misma del fiquido
sobrenadante que contiene la HbA,. El porcentaje de glicohemoglobina
sobre la hemoglobina total se determina midiendo la absorbancia de la
fraccion de glicohemoglobina y la hemo-globina total 2 415 nm 6 405 nm
Hg, en comparacién con el patron de Glicohemoglobina suministrado
desarrollando con él un procedimiento de trabajo similar.

Contenidos, composicion de reactivos en la prueba

REF 10657 10658

10 mi 5x10mi

20x2,5 ml 100 x 2,5 mi,

STD] 1xparalml 1xparalmi

20 100

20 100

Reactivo lisante (pH 7,0 £ 0,1)
Borato 1 moi/l
Detergente 0.25%
Azida de sodio 0,065 %

Resina de intercambio iénico (pre envasado en tubos de plastico)
Buffer imidazol {(pH 7,5 + 0,1) 30 mmol/l
Borato 150 mmol/I
Timerosal 0,1g/1

por 1,0 ml Patrén hemoglobina humana fiofilizada
humano, ver la concentracién en fa etiqueta

Tubos de plastico para la hemélisis

SEP]  Separadores de resina

10259

GCN|]  por 1,0 mi Control de glicchemoglobina (normal)
humana, ver la concentracién en la etiqueta

por 1,0 ml Control de glicoshemoglobina {anormal)

humana, ver la concentracién en la etiqueta

Preparacion de reactivos y estabilidad

[RGT]: listo para usar. Almacenar a 2..25°C.

[LYSE]: listo para usar. Estable por 2 meses después de la primera
apertura si se almacena a 2..25°C. Mezclar bien antes de usar. Pipetear
0,5 mi de y agregarlo a los recipientes identificados como
[STD], muestras, y controles.

[5TD]. [GCN} y [GCA]: Almacenar a 2...8°C. Reconstituir con 1,0 mi de agua
destilada. Dejar reposar por 30 minutos, mezclando ocasionalmente. Usar
recién reconstituidos o almacenar congelados en alicuotas. Los reactivos
reconstituidos son estables por 30 dias almacenados a -20°C 0 mas bajo.
Mezclar bien antes de usar. Congelar solamente una vez. Tratar exacta-
mente como las muestras.

Muestras
Usar sangre total con EDTA como anticoagulante. La muestra es estable
Por una semana, a temperatura de 2..8°C. Mezclar bien antes de usar.

Ensayo
Llengitud deonda: 415 nm 6 Hg 405 nm
Temperatura: 15..25°C
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Medicién:
Pracedimiento
Etapa 1 Hemolisis
Pipetear en pre envasado 100 p! de [STD], muestra, o
Mezclar. Incubar por 5 min. a 15...25°C {Nota 2)
Etapa 2 Determinacion de HbA, (Nota 3)
Pipetear 100 pl del hemolisado de fa etapa 1 en

Colocar dentro del de manera que émbolo de goma esté
aprox. 1 cm arriba del nivel del liquido. Mezclar en un agitador hema-
toldgico por 5 min. Empujar hacia ei fondo hasta que Ia resina esté
firmemente presionada. Verter el sobrenadante dentro de una cubeta.

Contra blanco de agua

Leer la absorbancia A uu gsyjmuotsrntr
Etapa 3 D inacion de la hemoglobina total
Pipetear 20 pl del hemolisado de la etapa 1 en tubos marcados

Agregar 5 ml de agua destilada

Mezclar cuidadosamente.

Leer [a 2bsorbancia A i o B8 fmucstsa/contro
Calculo del contenido de HbA,

Determinacion del factor F por medio del [STD):

El porcentaje de glicohemoglobina (% HbA, 575) se encuentra en la
etiqueta bajo %.

A ot 5T X % HDA, 1)

F=
Ao 78

G ido de glicok lobina de la

Avioaz musstia

% HbA; mueas = F X

A b totat muestra

Interpretacion clinica

Pacientes % HbA,
con metabolismo normal o diabéticos estables 45-7,0
Diabéticos, mal controlados o con metabolismo >85

desequilibrado

Caracteristicas de fa ejecucion

Las caracteristicas de ejecucion de la prueba pueden ser encontradas en

el informe de verificacion, accesibie via

www.human.de/data/gb/vr/su-glych.pdf o

www.human-de.com/data/gb/vr/su-glych.pdf

Notas

Los resultados no son influenciados por las variaciones de temperatura.

Controlar a intervalos convenientes, por lo menos una vez por

estuche.

. Los diabéticos descompensados pueden tener niveles extrernada-
mente aftos de la forma labil de aldimina. En este caso la etapa 1 de-
beria aumentarse a 15 minutos para asegurar la eliminacién total de
esta forma labil.

= debe mezclarse muy bien para asegurar una buena repro-

ducibilidad de la prueba.

Si no hay agitador hematolégico disponible, se puede usar un agitador

vortex o agitacién manual para agitar [RGT}. Es suficiente agitar

durante 10-15 segundos varias veces durante la etapa 2.

Coma todos los métodos de diagnéstico, el diagnéstico final no deberia

basarse en los resultados de una sola prueba, sino que deberia funda-

mentarse en una correlacion de resultados con otros hallazgos clinicos.

. [ETD] y fueron probados y se encontraron negativos para
HBsAg, HCV y anticuerpos HIV, sin embargo se deben manejar con
cuidado como material potencialmente infeccioso.

contiene timerosal. No ingerirlo. Evitar el contacto con la piel y

membranas mucosas.
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Fecha:

NOMBRE DEL LABORATORIO:
DIRECCION:
ESTADO:

TELEFONO: FAX:

PROFESIONAL RESPONSABLE:

Recuerde que para formalizar su inscripcion debe realizar el pago correspondiente, segun la hoja de instrucciones

ANEXO 3

Hemoglobina Glicosilada

PLANILLA DE INSCRIPCION

Complete la informacion solicitada en letra de molde en forma legible.

Cadigo de Laboratorio:

CIUDAD:

e-mail:

PROGRAMA DE EVALUACION EXTERNA DE LA CALIDAD. PEEC-ULA. Universidad de Los Andes. Facultad de Farmacia y Bioanalisis. Galpon N° 2-Bioquimica Clinica.

Campo de Oro. Mérida-Estado Mérida. Teléfono: 0274-2403532, 2403497, 0424-4256703. Fax: 0274-2403532. e-mail: peec@ula.ve
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DE LA CALIDAD FACULTAD DE FARMACIA Y BIOANALISIS
MERIDA-VENEZUELA
ULA
Hemoglobina Glicosilada
Planilla de resultados
Encuesta N° 1
21 Junio 2013 LOTE: 9
FECHA TOPE DE ENTREGA: CODIGO DE LABORATORIO

La muestra que usted recibe es un hemolizado de glébulos rojos. Debe mezclar bien antes de procesar. Se
debera analizar su concentracion de hemoglobina glicosilada.

CcODIGO METODO REACTIVO CALIBRADOR | INSTRUMENTO | RESULTADO | UNIDADES

HbA1C %

FECHA DE RECEPCION:

Observaciones:

FIRMA'Y SELLO

PROGRAMA DE EVALUACION EXTERNA DE LA CALIDAD. PEEC-ULA. Universidad de Los Andes. Facultad de Farmacia y Bioandlisis. Galp6n N° 2-
Bioquimica Clinica. Campo de Oro. Mérida-Estado Mérida. Teléfonos: 0274-2403532, 0424-4256703. Fax: 0274-2403532. e-mail: peec@ula.ve
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ANEXO 5

TABLA DE CODIGOS DE HEMOGLOBINA GLICOSILADA HbA1C

Método Caodigo
Cromatografia 101
Inmunoturbidimetrico 102
Inhibicion de aglutinacién de particulas de latex 103
Captura lonica IMX 104
Otro * 199

Reactivo Caodigo
Tina-quant-Roche 201
Bayer 202
Tecodiagnaostico 203
Biosystems 204
Biolinker 205
Human 206
Stanbio 207
Otro * 299

Calibrador Caodigo
Tina-quant-Roche 301
Bayer 302
Otro * 399
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