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RESUMEN

Objetivos. Determinar los factores que interfieren en la interpretacion de
los valores de HbAlc de personas con Diabetes Mellitus tipo Il atendidos
en el Hospital René Toche Groppo - EsSalud de Chincha. Materiales y
métodos. Se disefidé un estudio observacional, prospectivo, analitico, de
corte transversal. Se obtuvieron datos de edad y sexo de los evaluados,
asi como muestras de sangre para el analisis de HbAlc, hemoglobina
total y recuento de reticulocitos, para someterlos a un andlisis de
regresion lineal y multinomial y definir el grado de influencia que ejercen
dichas variables sobre la concentracion de HbAlc. Resultados. Se
evaluaron 106 personas constituidas por varones y mujeres con una
razon de 4:6, con una edad media de 52.9 * 9.1 afios. El analisis
bivariado mediante regresion lineal simple entre la HbAlc y los factores
influyentes generaron las siguientes ecuaciones para la correccion de la
HbAlc: HbAlc = 5.662 + 0.023 x edad, HbAlc = 8.106 - 0.094 x
hemoglobina total y HbAlc = 6.786 + 0.083 x recuento de reticulocitos. El
sexo de los evaluados no generd variacion significativa en los niveles de
la HbAlc. el andlisis de regresion multivariada define a todas las
variables influyentes en una sola ecuacion en el cual se debe asumir los
valores de cada una de ellas para tener el valor final de la HbAlc
corregida. Conclusiones. La edad, concentracion de hemoglobina total y
recuento de reticulocitos generan variacion en los niveles de HbAlc; sin
embargo, mediante un modelo de regresion simple o multiple puede
corregirse sus valores para tener un resultado confiable en su

interpretaciéon médica.

Palabras clave: Factores interferentes, HbAlc, Diabetes Mellitus II,

hemoglobina, reticulocitos
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ABSTRACT

Objectives. To determine the factors that interfere in the interpretation of
the HbAlc values of people with Type Il Diabetes Mellitus seen at the
René Toche Groppo Hospital- EsSalud of Chincha. Materials and
methods. An observational, prospective, analytical, cross-sectional study
was designed. Data of age and sex of the evaluated, as well as blood
samples for the analysis of HbAlc, total hemoglobin and reticulocyte
count, were obtained for a linear and multinomial regression analysis and
to define the degree of influence exerted by these variables on levels of
HbAlc. Results. We evaluated 106 men and women with a ratio of 4:6,
with a mean age of 52.9 + 9.1 years. The bivariate analysis using simple
linear regression between HbAlc and the influencing factors generated
the following equations for the correction of HbAlc: HbAlc = 5.662 +
0.023 x age, HbAlc = 8.106 - 0.094 x total hemoglobin and HbAlc =
6.786 + 0.083 x count Reticulocytes. The sex of the evaluated ones did
not generate significant variation in the levels of the HbAlc. The
multivariate regression analysis defines all the influential variables in a
single equation in which the values of each of them must be assumed to
have the final value of the corrected HbAlc. Conclusions. Age, total
hemoglobin concentration, and reticulocyte count generate variation in
HbAlc levels; However, a simple or multiple regression model can be

corrected to have a reliable result in its medical interpretation.

Kew words: Interfering factors, HbAlc, Diabetes Mellitus Il, hemoglobin,
reticulocytes
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|. INTRODUCCION

La hemoglobina Alc (HbAlc) se usa rutinariamente para monitorear el
control glicémico a largo plazo en personas con diabetes mellitus, ya que
estd directamente relacionada con los riesgos de las complicaciones
diabéticas (1).

El concepto emergente de que la HbAlc puede usarse en lugar de la
glucosa en la sangre en el diagnéstico de la diabetes es muy atractivo por
una variedad de razones, incluyendo menor sensibilidad a las variables
pre analiticas, menos variabilidad bioloégica del sujeto, poca o nula
interferencia de variaciones diurnas, farmacos comunes que se sabe
influyen en el metabolismo de la glucosa, asi como el hecho de que una
sola medicién puede proporcionar informacion tanto para diagnosticar la
diabetes como para monitorear el control glucémico. Por otro lado, el uso
de la HbAlc para el cribado y el diagnéstico de la diabetes también
presenta algunas limitaciones, incluyendo el bajo desempefio diagndstico
en diferentes poblaciones (es decir, embarazo, ancianos y no hispanos),
el riesgo de sobre diagndstico en sujetos con anemia ferropénica, sujetos
genéticamente predispuestos a la hiperglucacion, y en aquellos con
aumento del recambio de glébulos rojos. También existe un mayor riesgo
de diagnésticos errdneos en pacientes con enfermedad renal en etapa
terminal y consumo excesivo de alcohol. Por ultimo, la prueba de HbAlc
puede estar sesgada debido a la interferencia de varias variantes de la
hemoglobina, y se caracteriza por una mayor imprecision que la medicion

de glucosa en sangre, y ademas es mas costosa (2).

Siendo la HbAlc una prueba ampliamente utilizada para monitorear la
terapéutica de personas con Diabetes Mellitus, su interpretacion presenta
sesgo Yy limitaciones debido a la presencia de diversos factores
interferentes, muchos de ellos de naturaleza intra e interindividual tales
como las distintas formas de hemoglobina humana (3) asi como su
concentracion total en sangre, raza (4), edad (5), sexo (6), estados
patolégicos como anemia (7); y ademas las variadas metodologias y

13
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tecnologias para su determinacion cuantitativa, siendo la prueba de oro la
cromatografia liquida de alto rendimiento (8), siendo esta una tecnologia
de dificil acceso a los laboratorios clinicos, generando la necesidad de la
aplicacién de otros métodos como la espectrofotometria en luz visible (9),
la cual presenta interferentes propios de la misma tecnologia. Todos los
factores sefialados no son de conocimiento por parte de los médicos,
quienes finalmente realizan la interpretacion de los resultados y en
funcion a ellos, proveen de un tratamiento determinado, razén por la cual
constituye un inconveniente durante los procesos de diagndstico y

prondstico de la Diabetes Mellitus.

Por lo tanto, la presente investigacion tuvo por objetivo definir cuéles son
los factores que interfieren en la interpretacion de los valores de HbAlc
en personas con Diabetes Mellitus Tipo Il atendidos en el Hospital René
Toche Groppo — EsSalud de Chincha. Los resultados serviran para tener
una idea clara de cémo interpretar correctamente los valores de HbAlc
en personas con Diabetes Mellitus tipo Il considerando que existen
factores que inciden directamente sobre el comportamiento de la HbAlc
pudiendo ocasionar una disminucién o incremento de su valor. Mediante
un modelo regresional se podra establecer la influencia de cada factor
interferente sobre el resultado final de la HbAlc. De este modo, el médico
podra interpretar correctamente los niveles de HbAlc para dar un
tratamiento mas preciso y exacto mediante la prueba que constituye una
de las herramientas fundamentales en el monitoreo y pronostico de la

Diabetes Mellitus tipo 1.

14
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ll. MARCO TEORICO

ANTECEDENTES DE LA INVESTIGACION

Rhea y Molinaro (US, 2014) evaluaron los diferentes métodos para medir
HbAlc, con un enfoque en las interferencias resultantes de las variantes
de Hb. Evidenciaron que la presencia de variantes de Hb y/o anomalias
en la morfologia eritrocitaria no sélo puede interferir analiticamente con
las mediciones de HbAlc, sino también puede afectar su interpretacion
clinica (10).

Schnedl et al (US, 2000) evaluaron métodos comerciales disponibles para
la determinacion de HbAlc en pacientes con variantes de la hemoglobina
(hemoglobina Hb Graz, Hb Bosque Sherwood, Hb O Padova, Hb D y Hb
S). Los resultados mostraron que el efecto de las hemoglobinopatias
sobre las mediciones de la glicohemoglobina fue altamente dependiente
del método. Los métodos de HPLC para la determinacion de HbAlc
carecian de la resolucion necesaria para diferenciar variantes de
hemoglobina. Ellos demostraron picos adicionales en los cromatogramas
y resultados de HbAlc demasiado bajos o demasiado altos en
comparacion con el rango de referencia en personas no diabéticas. Con
todos los inmunoensayos, la Hb presentd valores falsamente bajos. Las
otras hemoglobinopatias en nuestro estudio causaron valores falsamente
bajos y/o altos de HbAlc en métodos de inmunoaglutinacion. EI método
de afinidad con boronato mostré valores en un rango aceptable para
todas las variantes de hemoglobina. Por lo tanto, se concluye que debido
a la presencia local de variantes de Hb y al origen étnico de una
poblacién determinada, cada laboratorio individual debe establecer y
validar su propio método de ensayo. En el manejo de pacientes
diabéticos, el conocimiento de las hemoglobinopatias que influyen en los
meétodos de determinacion de HbAlc es esencial debido a que las
variantes de la hemoglobina podrian causar mal manejo de la diabetes

como resultado de falsas determinaciones de HbAlc (11).

15
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Sinha et al (India, 2012) realizaron un estudio para analizar los efectos de
la anemia por deficiencia de hierro en los niveles de HbAlc y para
evaluar si el tratamiento de la anemia por deficiencia de hierro afecta los
niveles de HbAlc. Evaluaron 50 pacientes confirmados con anemia por
deficiencia de hierro a quienes se midieron los niveles de HbAlc basal
como a los 2 meses después del tratamiento, y estos valores se
compararon con los de la poblaciéon de control. La media del nivel basal
de HbAlc en pacientes anémicos (4,6%) fue significativamente menor
gue en el grupo control (5,5%, p <0,05). Se observG un aumento
significativo en los niveles absolutos de HbAlc a los 2 meses después del
tratamiento (0,29 g/dL frente a 0,73 g/dL, p <0,01). Hubo una diferencia
significativa entre los valores basales de los pacientes y los controles
(0,29 g/dL frente a 0,74 g/dL, p <0,01). Concluyen que los niveles de
HbAlc y los niveles absolutos de HbAlc aumentaron con el tratamiento
de la anemia por deficiencia de hierro. Esto podria atribuirse a la

deficiencia nutricional y/o ciertas variables desconocidas (12).

Coban et al (Turquia, 2004) determinaron el efecto de la anemia por
deficiencia por hierro sobre los niveles de HbAlc en pacientes no
diabéticos. La poblacion estudiada consistié en 50 pacientes (30 mujeres,
20 hombres, edad media 35,7 + 11,9 afios) con anemia por deficiencia de
hierro y 50 sujetos sanos que fueron emparejados por edad y sexo. Se
excluyeron los pacientes con anomalias de tolerancia a la glucosa
(tolerancia a la glucosa o diabetes mellitus), hemoglobinopatias, anemia
hemolitica, ingestion crénica de alcohol e insuficiencia renal crénica. Se
midieron parametros hematoldgicos, niveles de glucosa en ayunas y post
prandial y HbAlc en todos los sujetos antes de la terapia con hierro.
Todos los pacientes con anemia por deficiencia de hierro fueron tratados
con hierro 100 mg/dia durante 3 meses. Repetimos la investigacion de
laboratorio después de la terapia con hierro. Antes del tratamiento con
hierro, el nivel medio de HbAlc (7,4 + 0,8%) en los pacientes con IDA fue
mayor que en un grupo sano (5,9% = 0,5) (p <0,001). En los pacientes
con AIF, la HbAlc disminuyé significativamente después del tratamiento
con hierro de una media de 7,4% * 0,8 a 6,2% + 0,6 (p <0,001). La

16
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deficiencia de hierro debe corregirse antes de tomar cualquier decision

diagnéstica o terapéutica basada en la HbAlc (13).

BASES TEORICAS

Estructura de la hemoglobina glicosilada (HbA1c).

Estructuralmente, esta relacionada con la hemoglobina adulta (Hb A) y se
forman no enzimaticamente por condensacién de la glucosa u otros
azucares reductores con la Hb A. La HbAlc, se incrementa de dos a tres
veces en los glébulos rojos de pacientes diabéticos, y se ha convertido en
un indicador cuantitativo aceptado para evaluar el control de la diabetes
mellitus. También se estan investigando posibles correlaciones de la
HbAlc con complicaciones secundarias y secuelas de la enfermedad.
Aunque el sitio principal de la union de la molécula de hexosa a la
hemoglobina esta en el extremo N de las cadenas beta, recientemente se
ha propuesto que la glicosilacion de ambas cadenas alfa y beta puede
tener lugar en multiples sitios incluyendo en el extremo N De cadena alfa
puede tener lugar en multiples sitios incluyendo en el extremo N de una
cadena alfa y un grupo epsilon-amino de varios residuos de lisina en las
cadenas alfa y beta. La glicosilacion de la hemoglobina es una
modificacion de proteina no especifica, no enziméatica, postranslacional y
se ha utilizado como modelo para modificaciones similares en otras
macromoléculas tales como proteinas cristalinas de plasma y cristalino, e
incluso insulina. Esta revision considera las investigaciones actuales
sobre la bioquimica, la biosintesis y las implicaciones clinicas de las

hemoglobinas glicosiladas y otras proteinas (14).

La hemoglobina glicada no es una entidad molecular Unica. Existen
muchas especies moleculares Sangre, resultante de los muchos sitios
potenciales de glicacién en la molécula de hemoglobina, las diferentes
formas moleculares de hemoglobina humana tal como HbAO (a2-32),
HbA2 (a282), HbF (a2y2), y las numerosas variantes de hemoglobina
tales como la HbS, HbC, HbE (15).

17
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Ademas de los parametros fisioldgicos tales como la temperatura, pH,
tiempo de vida de las proteinas, concentraciones de sustrato y factores
individuales, el promedio de formacién de ceto aminas es dependiente de
la reactividad de los grupos amino. Para la molécula de la Hb, con las
cadenas a2 y 2, el grupo amino terminal de la cadena 3 es la mas usual
en glicosilarse. Ya que los hematies son permeables a la glucosa, el
promedio de formacién de glico Hb es directamente proporcional a la
concentracion de glucosa en el cual los hematies circulantes estan

expuestos (16).

Estas modificaciones post-traduccionales de la molécula de HbA para
formar Glico Hb son esencialmente irreversibles, y la glicacion de la
hemoglobina durante toda la vida util de los hematies; el nivel de GHb es
una medida integrada de la media de glucosa en sangre durante estos
120 dias (17).

Usos clinicos de la HbAlc

Monitoreo: La concentracion de HbAlc se utiliza ampliamente para la
monitorizacion rutinaria del estado glicémico a largo plazo en pacientes
con diabetes mellitus tipo | y Il. La HbAlc es el indice de la glicemia
media y, como tal, documenta el grado de control glicémico, la respuesta
a la terapia y el riesgo de desarrollar o empeorar las complicaciones de la
diabetes (18)

Diagnéstico: Considerando una mejor normalizacion de la prueba y datos
recientes que demuestran la relacion con la retinopatia, un comité de
expertos internacionales recomendé utilizar la concentracion de HbAlc
para diagnosticar la diabetes. Este punto de vista ha sido adoptado en
muchos paises, entre ellos Estados Unidos, Japon y el Reino Unido. Sin
embargo, la aplicacién en la practica diaria varia de reemplazar la prueba
de tolerancia a la glucosa y/o de glucosa en ayunas de plasma a utilizar
las mediciones de HbAlc en paralelo a estas pruebas (19). La OMS
recomienda que la HbAlc puede utilizarse como prueba diagndéstica para
la diabetes, siempre que existan rigurosas pruebas de aseguramiento de

18
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la calidad y los ensayos estén estandarizados con criterios alineados con
los valores internacionales de referencia y no existan condiciones que
impidan su medicion exacta. Estas condiciones incluyen embarazo,
sospecha de diabetes tipo I, una corta duracion de los sintomas de la
diabetes, enfermedades agudas, recibir medicamentos que pueden
causar un rapido aumento en el nivel de glucosa, dafio pancreatico,
hemoglobinopatias, anemia, insuficiencia renal e infeccion por el VIH
(20).

Embarazo: Una aplicacion especifica es el uso de las mediciones de
HbAlc durante el embarazo en pacientes con diabetes para determinar el
riesgo perinatal minimo para la madre y la salud maxima del feto. El
control riguroso antes y durante el embarazo disminuye el riesgo de
malformaciones congénitas, los lactantes con sobrepeso, asi como las
complicaciones del embarazo y el parto relacionados con el mal control

de la glucemia (21).

Evaluacion de la calidad en cuidados de la DM: Las autoridades de
atencion de salud utilizan indirectamente las mediciones de HbAlc al
evaluar la calidad del cuidado de la diabetes. Se controla la frecuencia
(uso) de los proveedores de atencion de salud y el valor medio o la

proporcion de pacientes por debajo de un objetivo especifico (22).

Métodos para la determinacién de la HbAlc

Cromatografia de intercambio iénico

Se basa en el uso de columnas de celulosa con resinas de intercambio
cationico en jeringas de 20 mL por donde se filtra la muestra de sangre.
Las columnas inicialmente eran preparadas en jeringas de 20 mL. En
primer lugar, la hemoglobina glicosilada era eluida para posteriormente
continuar con la hemoglobina no modificada. La concentracion de la

HbAlc debia ser medido por espectrofotometria (23).

Posteriormente, diversos autores han descrito métodos que han sido

disefiados a gran escala, permitiendo que estos sean realizados de un
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modo rapido. Ademas, las columnas ya se encuentran comercialmente
con el empleo de tampones exclusivos para los procedimientos descritos.
En la mayoria de casos, miden la Hb A total y también la base intermedia
de Schiff, mas que la HbAlc exclusivamente. Sin embargo, diversas
modificaciones han permitido medir Unicamente a la HbAlc utilizando
microcolumnas y ciertos reactivos que permiten la separacion de la
HbAlc de la Hb Alay Hb Alb (24).

La desventaja del uso de microcolumnas es que son muy sensibles a las
pequefias variaciones en diversas condiciones tales como la fuerza

iGnica, pH del eluyente, y temperatura (25).

El uso de la cromatografia por lotes es otra aplicacion en intercambio
cationico. En este método, la resina y el tampdén de elucion son
mezclados para formar una suspension, que después se agita con el
hemolizado. La hemoglobina no modificada se une a la resina, mientras
gue la hemoglobina glucosilada se mantiene en el sobrenadante y se
puede medir espectrofotométricamente después de la separaciéon. La
experiencia con el método es limitada, pero es sensible a cambios en la
temperatura de la misma manera al método convencional de columna
(26).

Cromatografia de afinidad

Se utilizan microcolumnas llenas de acido fenico y un gel de afinidad que
ofrecen un nuevo enfoque. Los restos de hemoglobinas glicosiladas estan
atadas selectivamente, lo que permite la separacién de la hemoglobina
no modificada. La técnica parece ser menos sensible a cambios de
temperatura y pH y las columnas puede ser regeneradas facilmente. Es
especialmente adecuada para su uso en el estudio de la diabetes en
animales de laboratorio con hemoglobinas heterogéneas donde es

complicada la evaluacién por otros métodos (27).
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Cromatografia liquida de alto rendimiento

Métodos mas sofisticados que ofrecen mayor precision y permiten la
separacion de los distintos componentes de la Hb A, pero requieren de
personal altamente calificado y son ensayos muy costosos por el uso de

equipos de alta tecnologia (28).

Colorimetria

Cuando se calienta con acido oxalico, la cetoamina vinculada a las
hexosas se hidroliza a 5-hidroximetilfurfuraldehido (HMF). La adicién de
Acido 2-tiobarbitdrico produce un producto coloreado que se puede
estimar por fotometria. Esta reaccién fue una promesa inicial como un
medio de estimacion de la hemoglobina glicosilada. Sin embargo, los
grupos de hexosas en sus residuos terminales de valina (cadenas de
globina), y residuos de lisina también glicosiladas pueden reaccionar
produciendo HMF (29).

Enfoque isoeléctrico

Debido a la alta resoluciéon que puede conseguirse esta tecnologia es
muy usada como instrumento de investigacion. El equipo comercial esta
disponible y es particularmente util para la identificacion de variantes de
hemoglobinas que se puede eluir junto con la Hb Al en métodos de
microcolumna. Otra ventaja es que la HbAlc es estable y facilmente
separada de la base de Schiff (30).

Radio inmuno ensayo

Ha habido un reporte que el uso de un antisuero especifico desarrollado
en ovejas contra humana HbAlc podria ser utilizado como base para un
ensayo cuantitativo. EI método aun no ha sido desarrollado para su uso

general (31).

Espectrofotometria

El acido fitico se une a la hemoglobina, alterando sus propiedades de
absorcion oOptica. La hemoglobina glucosilada no se une a &cido fitico.
Por lo tanto, el porcentaje de hemoglobina glucosilada en la muestra de

sangre es inversamente proporcional a la diferencia en la absorcion antes
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y después de la adicién de acido fitico. EI método es rapido, simple, e
independiente de la temperatura, pero depende de la utilizacion de un

espectrofotometro con alta resolucién (32).

Electroforesis

La glicosilacion de hemoglobina cambia su punto isoeléctrico en 0.01 de
pH. Existen técnicas electroforéticas convencionales que han demostrado
ser adecuados para el ensayo de Hb A. Sin embargo, el método descrito
usando gel de agar cuyas placas de separacion de la Hb A se consigue
por electro endosmosis. Ahora disponible en el mercado, la técnica es
simple, rapida, y no dependiente de temperatura, pero la lectura de las
placas requiere ajuste cuidadoso del densitémetro de exploracion a la

linea de base correcta (33).

Factores influyentes en la interpretacion de resultados de la HbAlc
Factores pre-analiticos

Con la excepcion de la técnica colorimétrica, todos los métodos de uso
comun miden la aldimina labil intermedio junto con Hb A. Un corto
periodo de hiperglucemia antes de la toma de sangre conduce a un
aumento agudo de la formacién de aldimina que puede aumentar la
concentracion de HbAlc en un 10-20%. Por lo tanto, puede reducir la
fiabilidad de la prueba como una medida de largo plazo control de la
diabetes (34).

Factores bioldgicos

La presencia de variantes genéticas de la hemoglobina tales como
hemoglobinas S o C, por ejemplo, en condicion heterocigética, puede
causar interferencias en la mediciéon de HbAlc, los valores resultantes
falsamente elevados o disminuido de acuerdo con el tipo de método de
ensayo utilizado. La dosis de HbAlc no se aplica en condiciones
homocigotos para hemoglobinas anormales, por cualquier método, por

tanto, en estos casos, la hemoglobina esta practicamente ausente (35).
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Las enfermedades que alteran el tiempo de supervivencia de los
hematies, como la anemia hemolitica y la hemorragia, puede resultar en

resultados falsamente bajos (35).

La presencia de grandes cantidades de vitaminas C y E se describe como
uno de los factores que puede inducir resultados falsamente bajos

inhibiendo el proceso de glicacién de la hemoglobina (35).

Los estados de anemia por deficiencia de hierro, vitamina B12 o acido
félico, en el que hay un aumento de supervivencia de hematies, se puede

observar valores falsos elevados de HbA1c (35).

La presencia de hemoglobinas modificadas quimicamente, tales como,
por ejemplo, la hemoglobina carbamilada asociada a la uremia y la
hemoglobina acetilada formadas después de la ingesta de salicilatos

pueden aumentar falsamente los resultados (35).

La hiper trigliceridemia, hiperbilirrubinemia, el alcoholismo crénico y el
uso cronico de opiaceos son otra de las condiciones clinicas que pueden

causar aumento de la HbAlc (35).

BASES LEGALES

Normativa internacional

ISO 9001:2015. Es la base del sistema de gestion de la calidad ya que es
una norma internacional y que se centra en todos los elementos de
administracion de calidad con los que una empresa debe contar para
tener un sistema efectivo que le permita administrar y mejorar la calidad

de sus productos o servicios (36).

ISO 15189. Es una norma internacional desarrollada por ISO
(International Organization for Standardization) para el laboratorio de
analisis clinicos que quiere especificar los requisitos generales para su

competencia técnica. Bajo esta norma los laboratorios clinicos pueden
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acreditarse en la ejecucion de un determinado ensayo, incluye a la

hemoglobina glicosilada (37).

ISO 17025. Es una normativa internacional desarrollada por I1SO
(International Organization for Standardization) en la que se establecen
los requisitos que deben cumplir los laboratorios de ensayo y calibracion.
Se trata de una norma de Calidad que tiene base en la serie de normas
ISO 9000, aunque introduce una serie de requisitos técnicos
imprescindibles para lograr la acreditacion de los laboratorios de ensayo y
calibracion, la cual incluye la validacion de nuevas tecnologias para la

determinacion de analitos como la hemoglobina glicosilada (38).

BPL. Es un conjunto de reglas, de procedimientos operacionales y
practicas establecidas y promulgadas por determinados organismos
como la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) Organization for
Economic Cooperation and Development (OCDE), o la Food and Drug
Administration (FDA), etc.), que se consideran de obligado cumplimiento
para asegurar la calidad e integridad de los datos producidos en

determinados tipos de investigaciones o estudio (39).

Normativa nacional
Ley N° 26842, Ley General de Salud. Norma sobre el cual se rige todo el
sistema nacional de salud en Peru. Es de aplicacién y alcance para

instituciones estatales y privadas (40).

NTS N° 0021- MINSA/DGSP V.01. Este documento busca contribuir a la
mejora de la organizacion de los servicios de salud estableciendo
claramente las categorias de establecimientos necesarios para cada nivel
de atencion. Esta norma técnica se aprob6 con Resolucion Ministerial N°©
769-2004/MINSA, Norma Técnica de Categorias de Establecimientos del
Sector Salud (41).

NTP-ISO 15189:2004. Esta norma fue aprobada con Resoluciéon N° 0071-
2004/CTR-INDECOPI y especifica los requisitos relativos a la calidad y la
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competencia de los laboratorios clinicos y ademas para uso de los
laboratorios clinicos en el desarrollo de sus sistemas de gestion de la
calidad y la evaluacién de sus propias competencias, y para uso por los
organismos de acreditacién en la confirmacion o reconocimiento de la

competencia de los laboratorios clinicos (42).

Resolucién Ministerial N° 588-2005/MINSA, Listado de Equipos
Biomédicos Basicos para establecimientos de Salud. Esta norma enlista
los equipos de equipos biomédicos basicos que deben ser utilizados en

los establecimientos del primer, segundo y tercer nivel de atencion (43).

NTS N° 050-MINSA/DGSP-V02. Norma Técnica de Salud para la
Acreditacion de Establecimientos de Salud y Servicios Médicos de Apoyo.
Esta norma fue aprobada con N° 777-2007/MINSA y busca contribuir a
garantizar a los usuarios y al sistema de salud que los establecimientos
de salud o servicios médicos de apoyo, segun su nivel de complejidad,
cuenten con capacidades para brindar prestaciones de calidad sobre la
base del cumplimiento de estandares nacionales previamente definidos
(44).

NTS N° 072-MINSA/DGSP-V.01. Norma que busca establecer los
criterios para la organizacion y el funcionamiento de la UPS de Patologia
Clinica, que permita una adecuada gestion en la misma. También permite
(i) regular las condiciones de infraestructura, equipamiento y recursos
humanos para brindar el servicio de Patologia Clinica, (ii) establecer los
criterios referidos a gestion, organizacion y prestacion de servicios de la
UPS de Patologia Clinica con énfasis en la calidad, seguridad y
oportunidad y (iii) asegurar el flujo adecuado de los recursos destinados a
la atencién de los pacientes en la UPS de Patologia Clinica, asi como

promover el uso racional de los mismos (45).

Normativa regional en Ica
R.M. N° 454-2009/MINSA. Esta normativa aprueba la resolucion de
procedimientos administrativos a cargo de las direcciones regionales de
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salud. Bajo esta norma, los establecimientos de salud, incluido los
laboratorios pueden registrarse a través del Registro Nacional de
Establecimientos de Salud (RENAES) (46).
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lIl. MATERIALES Y METODOS

DISENO DE LA INVESTIGACION

3.1.1. Tipo de investigacion

3.1.2.

Segun la manipulacion de la variable
Estudio observacional: las variables de estudio fueron medidas tal cual se
presentaron al momento de la evaluacion. No hubo manipulacion de

variables ni intervencion del investigador en modificacion de las mismas.

Segun la fuente de toma de datos

Prospectivo: La recoleccion de datos se realizo durante el mes de febrero
del afio 2017. Esto implicé la obtencion de muestras de sangre para su
analisis respectivo, asi como datos demograficos mediante entrevista,
con generacion de resultados de forma progresiva sin la necesidad de

recoleccion datos historicos.

Segun el numero de mediciones
Transversal: Las variables fueron medidas en una sola ocasion, tanto

toma de muestra bioldgica como obtencion de variables demogréficas.

Segun el numero de variables a analizar

Analitica: Ya que se buscé establecer una relacion entre la variable
dependiente y las independientes, las cuales han sido demostradas
mediante un modelo de regresion lineal y/o multinomial debido a la

naturaleza de las mismas.

Nivel de Investigacion

Explicativo: Ya que se ha explicado el comportamiento de una variable en
funcion de otras; buscando el efecto de causalidad. El control estadistico
fue multivariado a fin de determinar el nivel de asociacion entre la variable

dependiente (HbAlc) y las independientes (factores interferentes).
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Disefio:
Se disefid un estudio observacional, prospectivo, analitico, de corte

transversal.

Método

El investigador propuso diversas hipotesis como consecuencia de sus
inferencias del conjunto de datos a obtener en la ejecucion de la
investigacion. Se emplearon inferencias l6gico-deductivas para arribar a

conclusiones particulares a partir de las hipotesis de investigacion.

POBLACION Y MUESTRA DE LA INVESTIGACION

Poblacion

Estuvo constituida por todas las muestras de sangre colectadas de
personas con diagnostico confirmado de Diabetes Mellitus tipo Il para el
analisis de HbAlc realizado en el laboratorio de bioquimica del Hospital

René Toche Groppo — EsSalud de Chincha.

Criterio de Inclusion:

Muestras de sangre de individuos (de 18 hasta 65 afios de edad, varén o
mujer).

Muestras de sangre colectadas en tubos tapa lila con EDTA K3 de 4 mL.
Muestras de sangre obtenidas segun procedimientos establecidos en el

laboratorio de hematologia del Hospital René Toche Groppo de Chincha.

Criterio de Exclusion:

Muestras de sangre obtenidas en tubos que no tengan sistema de
extraccién al vacio

Muestras de sangre mal rotuladas

Muestras de sangre de pacientes que estén recibiendo tratamiento por
via endovenosa

Muestras de sangre hemolizadas o no tengan el volumen adecuado

segun el tubo de extraccion empleado
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Técnica de muestreo

Determinaciéon del tamafio de la muestra

El muestreo se calculé utilizando el programa para andlisis
epidemiologico de datos Epidat version 4.2. Se utilizO un muestreo

probabilistico basado en los siguientes parametros:

Tamafio de la poblacién*: 210098
Proporcién esperada: 7,400%
Nivel de confianza: 95,0%
Efecto de disefio: 1,0

*Segun censo en el afio 2012

Por lo tanto, la muestra estimada fue la siguiente:

Precision (%) Tamanfo de la muestra
5,000 106

Eleccion de los miembros de la muestra
La seleccién de las muestras de sangre fue segun el cumplimiento de los
criterios de elegibilidad y condiciones pre-analiticas requeridas para la

ejecucion de los ensayos.

TECNICAS E INSTRUMENTOS DE RECOLECCION DE DATOS
Técnicas

El Fichaje: Es una técnica auxiliar en investigacion cientifica; consistio en
registrar los datos que se fueron obteniendo en los instrumentos a través
del uso de fichas, las cuales, debidamente elaboradas y ordenadas
contuvieron la mayor parte de la informacion que se recopild en la

investigacion.

La Observacion: Es una técnica que consistio en observar atentamente el
fendmeno, hecho o caso, tomar informacién y registrarla para su posterior
analisis. La observacion fue un elemento fundamental de todo el proceso

investigativo.
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3.3.2. Instrumentos
Fotometria/Turbidimetria: La determinacion de la HbAlc se realizo
empleando un analizador automatizado de la marca Roche Dianostics
modelo Hitachi Cobas c311. El ensayo a ejecutar serd el Tinia-quant
HbAlc Gen. 3. La muestra de sangre entera se hemoliz6 usando el
reactivo que contenia detergente. La fase de hemodlisis se realizd
automaticamente en el instrumento. La hemoglobina liberada en la
muestra hemolizada se convirti6 en un derivado estable que se midid
fotométricamente durante la fase pre incubacion de la reaccion
inmunolégica. La HbAlc en la muestra reaccion6 con el anticuerpo anti-
HbAlc para formar complejos antigeno-anticuerpo solubles. Los
polihaptenos en el reactivo reaccionaron con anticuerpos anti-HbAlc en
exceso y formaron un anticuerpo-polihapteno insoluble complejo. Este
complejo se midié turbidimétricamente: a mayor concentracion de HbAlc,

menor fue la turbidez. Ver anexo 03

Fotometria: Para determinar los niveles de Hb total se empled un
analizador hematologico automatizado de la marca Roche Diagnostics
Modelo Sysmex XN-1000, de acuerdo al manual de operaciones de dicho

equipo.

Microscopia de luz visible: Para identificar reticulocitos en frotices de
sangre total tefiidos con el colorante azul brillante de cresilo y visualizados
con un microscopio de la marca Leica Modelo DM 750 a un aumento de

100 X en inmersién. Ver Anexo 04

3.3.3. Procedimientos para la recoleccion de los datos
a. Técnicas para el procesamiento
Las técnicas para el procesamiento de datos comprenderan las siguientes

etapas:

Obtencion de datos
Los datos fueron obtenidos de la aplicacion de los instrumentos (analizador

bioquimico, hematoldgico y microscopia de luz visible) para ser registrados
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en un formulario de trabajo (Ver Anexo 05). Cada muestra fue identificada

mediante la asignacion de un codigo de trabajo alfa numérico.

Clasificacion de datos

Los datos obtenidos de los hemogramas completos automatizados no
fueron categorizados para el analisis de regresion multinomial, sin
embargo, como parte de la presentacién de datos descriptivos fueron
categorizados a fin de mostrarlos en frecuencias absolutas y relativas.

Codificacion

La asignacion de codigos o valores a los resultados obtenidos fueron
realizadas solo durante el analisis estadistico y el empleo del paquete
estadistico STATA version 14. Los resultados fueron ingresados tal cual se

obtuvieron de la aplicacion de los instrumentos.

Tabulacion de datos

La informacion fue ingresada en el paquete estadistico STATA version 14,
en columna las variables y en filas los casos con el propésito de consolidar
y totalizar en cifras a los resultados obtenidos, y generar informacion a
través de los valores representativos y de estas el conocimiento para

facilitar su posterior andlisis e interpretacion.

3.3.4. Criterios de validez y confiabilidad de los instrumentos

Los datos generados en cada ensayo realizado fueron confiables
considerando que se trabajé con un sistema de aseguramiento de la
calidad mediante el uso de controles de calidad interno (sangre control en
3 niveles: bajo, normal y alto) con valores medios y rangos de referencia
asignados en una cartilla de trabajo, la cual permiti6 el calculo del
coeficiente de variacion (el cual fue menor al 15%). Ademas, el analizador
bioquimico y hematolégico automatizado fue calibrado mensualmente

para reducir el error sistematico en dichos equipos.
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3.3.5. Técnicas de andlisis e interpretacion de datos

3.4.

Los datos han sido presentados inicialmente de forma univariada
(frecuencias absolutas y relativas, asi como medidas de tendencia central
como media, y dispersion tales como desviacién estandar) y bivariada
(tablas de contingencia). Posteriormente se empled un analisis lineal de
forma bivariada. También se realiz6 un analisis de regresion logistica

bivariada y multinomial, asumiendo un nivel de confianza del 95%.

CONSIDERACIONES ETICAS

Los datos obtenidos en la presente tesis fueron manejados de un modo
confidencial, y garantizando el anonimato de los mismos; ademas de
respetar los principios bioéticos de confidencialidad, beneficencia, no
maleficencia, equidad y justicia. Ademas, considerando que se evaluaron
muestras biolégicas de personas, todos los participantes otorgaron un
consentimiento informado donde se les explicO en detalle sobre los

beneficios y riesgos que implicé su inclusién al estudio. Ver Anexo 05
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IV.RESULTADOS

Se evaluaron 106 personas con diagnéstico de Diabetes Mellitus tipo Il, los cuales
estuvieron conformados por varones y mujeres en 44.3 y 55.7%, respectivamente.
La edad promedio de los evaluados fue de 52.9 afios (DE: 9.1 afios, rango: 26-65
afnos) y fue categorizada tomando como referencia los percentiles 25, 50 y 75 (45.8,
55 y 61 afios, respectivamente), la cual se muestra en la tabla 1. No se tomé6 en
cuenta la clasificacion segun grupos etarios proporcionados por el Ministerio de
Salud, ya que la distribucion de los datos para la edad no fue homogénea y estuvo

acentuada en los adultos (30-59 afios).

Tabla 1. Distribucién de los evaluados segun grupos etarios, Hospital René Toche
Groppo — EsSalud de Chincha, 2017

Frecuencia Porcentaje
< 45.8 afios 26 24,5
45.8-55 afos 32 30,2
56-61 afios 26 24,5
>61 afnos 22 20,8
Total 106 100,0

La hemoglobina total presenté una media de 13.0 g/dL (DE: 0.98 g/dL, rango: 9.8-
15.8 g/dL) y fue categorizada tomando como criterio de normalidad, una
concentracion de 13.0 y 12.0 g/dL para varones y mujeres, respectivamente, tal

como se muestra en la tabla 2.

Tabla 2. Distribucion de los evaluados segun niveles de hemoglobina total, Hospital
René Toche Groppo — EsSalud de Chincha, 2017
Frecuencia Porcentaje

Hemoglobina baja 20 42,6

Varones Hemoglobina normal 27 57,4
Total 47 100,0

Hemoglobina baja 9 15,3

Mujeres Hemoglobina normal 50 84,7

Total 59 100,0
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El recuento de reticulocitos presenté una media de 1.2% (DE: 0.67%, rango: 0.5-
5.0%), y fue categorizada tomando como criterio de normalidad, un porcentaje de

1.5% para ambos sexos, tal como se muestra en la tabla 3.

Tabla 3. Distribucion de los evaluados segun recuento de reticulocitos, Hospital
René Toche Groppo — EsSalud de Chincha, 2017

Frecuencia Porcentaje
Recuento normal 48 81,4
Recuento elevado 11 18,6
Total 59 100,0

La hemoglobina glicosilada presentdé una media de 6.9% (DE: 1.6%, rango: 5.1-
12.0%), y fue categorizada tomando como valor normal un porcentaje de 7.0%
(valor que se presenta usualmente en personas con glicemias mayores a 150
mg/dL). Ver tabla 4

Tabla 4. Distribucion de los evaluados segun niveles de HbAlc, Hospital René
Toche Groppo — EsSalud de Chincha, 2017
Frecuencia Porcentaje

HbAlc normal 75 70,8
HbAlc elevada 31 29,2
Total 106 100,0

Al cruce de resultados de HbAlc segun sexo se observa que la distribucién es
similar en varones y mujeres sin hallazgo de diferencias significativas. Ademas, al
andlisis de riesgo se aprecia que las mujeres presentan 1.21 la probabilidad de
tener HbA1C elevada comparado con los varones. Ver Tabla 5
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Tabla 5. Distribucion de los evaluados segun niveles de HbAlc vs sexo, Hospital
René Toche Groppo — EsSalud de Chincha, 2017

Sexo
Varén  Mujer Total
) Recuento 31 44 75
Hemoglobin HbA1c normal
emoglobina — HbAlenormal o "ol 29006 41.5%  70,8%
glicosilada (%)
(agrupado) HbAlc elevada Recuento 16 15 31
grup %deltotal  151% 14.2%  29.2%
Total Recuento 47 59 106
% del total 44.3% 55,7% 100,0%

Chi cuadrado de Pearson (p=0.332); Odds Ratio Mujeres=1.21; IC95 (0.804-1.827)

Del mismo modo se observaron los resultados del cruce de la HbAlc y grupos

etarios, donde tampoco se hallaron diferencias significativas. Ver Tabla 6

Tabla 6. Distribucion de los evaluados segun niveles de HbAlc vs Grupos etarios,
Hospital René Toche Groppo — EsSalud de Chincha, 2017

Grupos etarios

<458 a

45.8-55a 56-6la >6la Total
Hemoglobina HbAlc Recuento 20 22 17 16 75
glicosilada (%) normal % del total 18,9% 20,8% 16,0% 15,1% 70,8%
(agrupado) HbAlc Recuento 6 10 9 6 31
elevada % del total 5,7% 9,4% 8,5% 57% 29,2%
Total Recuento 26 32 26 22 106
% del total 24,5% 30,2% 245% 20,8% 100,0%

Chi cuadrado de Pearson (p=0.815);

También se pudo observar que el recuento normal de reticulocitos genera 1.025 de
probabilidad de tener valores de HbAlc elevadas, riesgo que fue menor para
aguellos que presentaron recuento de reticulocitos elevados. Ver Tabla 7

Tabla 7. Distribucion de los evaluados segun niveles de HbAlc vs Recuento de
reticulocitos, Hospital René Toche Groppo — EsSalud de Chincha, 2017

Recuento de reticulocitos
(%) (agrupado)

Rango Fuera del
normal rango normal  Total
Hemoalobina HbAlc  Recuento 62 13 75
. .g normal % del total 58,5% 12,3% 70,8%
glicosilada (%)
(agrupado) HbAlc Recuento 25 6 31
grip elevada % del total 23,6% 5,7% 29,2%
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Total Recuento 87 19 106
% del total 82,1% 17,9% 100,0%

Chi cuadrado de Pearson (p=0.805); Odds Ratio reticulocitos normal=1.025; IC95 (0.838-1.254)

Para estimar el grado de influencia de la edad (variable independiente) sobre la
HbAlc (variable dependiente), se realiz6 una regresion lineal simple tomando solo
esas dos variables, y asumiendo la no influencia de las demas variables de estudio.
Los resultados muestran que el 1.7% de la variacion de la HbAlc esté explicada por
la edad de los evaluados. Ademas, no existe correlacion significativa entre ambas
variables (R=0.129). También se observa que al analisis de ANOVA, el p-value es
mayor a 0.05, razén por la cual se infiere que la edad no esta linealmente
relacionada con la HbAlc. La regresion lineal nos indica que existe una relacion
directa con respecto a la edad. La tabulacion de la ecuacion de la regresion
(y=a+bx; HbAlc = 5.662 + 0.023 x edad) permitir4 evaluar el comportamiento de la

HbAlc en funcién a la edad de los evaluados. Ver Tabla 8

Tabla 8. Analisis de regresion lineal HbAlc vs edad, de evaluados en el Hospital
René Toche Groppo — EsSalud de Chincha, 2017

Resumen del modelo

R Estadisticos de cambio
cuadrado Error tip. dela Cambio en  Cambio Sig. Cambio
Modelo R R cuadrado corregida  estimacion R cuadrado enF gll gl2 enF
1 ,129 ,017 ,007 1.6305 ,017 1,758 1 104 ,188
ANOVA
Suma de Media
Modelo cuadrados gl cuadratica F Sig.
1 Regresion 4,674 1 4,674 1,758 ,188
Residual 276,487 104 2,659
Total 281,161 105
Coeficientes
Intervalo de
Coeficientes no Coeficientes confianza de 95.0%
estandarizados tipificados para B
Limite Limite
Modelo B Error tip. Beta t Sig. inferior  superior
1 (Constante) (@) 5,662 ,937 6,042 ,000 3,804 7,521
Edad (b) 0,023 ,017 , 129 1,326 ,188 -,011 ,058
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También se model6é el comportamiento de la HbAlc por influencia del sexo de los

evaluados mediante el analisis de regresion lineal para evaluar la prueba de

supuestos mediante la prueba de Durbin-Watson y colinealidad. Se evidencia que el

valor de la prueba de Durbin-Watson indica que se cumple con el supuesto de

independencia de errores (ya que el valor se encuentre entre 1 y 3). El andlisis de

colinealidad indica que no hay multicolinealidad (FIV:1). Ver Tabla 9.

Tabla 9. Analisis de regresion lineal HbAlc vs sexo, de evaluados en el Hospital
René Toche Groppo — EsSalud de Chincha, 2017

Resumen del modelo?

R Error tip. de Estadisticos de cambio
cuadrado la Cambio en | Cambio Sig. Cambio | Durbin-
Modelo R R cuadrado | corregida | estimacion | R cuadrado enF gll gl2 enF Watson
1 ,0812 ,006 -,003 1.6389 ,006 ,679 1] 104 ,412 2,257
a. Variables predictoras: (Constante), Sexo
b. Variable dependiente: Hemoglobina glicosilada (%)
Coeficientes?
Coeficientes no Coeficientes Intervalo de confianza Estadisticos de
estandarizados tipificados de 95.0% para B colinealidad
Limite Limite
Modelo B Error tip. Beta t Sig. inferior superior | Tolerancia| FIV
1 (Constante) 7,298 ,524 13,939 ,000 6,260 8,336
Sexo -,264 ,320 -,081| -,824 412 -,899 ,371 1,000 | 1,000

a. Variable dependiente: Hemoglobina glicosilada (%)

Ya que no se cumplié con los dos supuestos en el modelo de regresion lineal, se

procedié al andlisis de regresion logistica binaria (en dos blogues), pero teniendo en

cuenta que la variable HbAlc es numérica, esta fue categorizada de forma

dicotomica, tomando como punto de corte un valor de 7.0%.

El andlisis del bloque inicial est4 dirigido al célculo de frecuencia de la variable

dependiente, el cual muestra que el 70.8% de la poblacion presentan la probabilidad

de acierto de presentar HbAlc normal asumiendo que son varones. Sin embargo, se

aprecia que el valor de la probabilidad es mayor a 0.05, por lo que se puede inferir
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gue el sexo es una variable que no aporta cambios significativos a la concentracion
de la HbAlc, y por lo tanto no amerita continuar con la interpretacion del bloque 1
generado por el paquete estadistico, razon por la cual no se considera en los
resultados presentados en la tabla 10.

Tabla 10. Analisis de regresion logistica binaria HbAlc vs sexo, de evaluados en el
Hospital René Toche Groppo — EsSalud de Chincha, 2017

Bloque 0: Bloque inicial

Tabla de clasificacion2b

Pronosticado
Hemoglobina
glicosilada (%)
(agrupado)
HbAlc HbAlc Porcentaje
Observado normal elevada correcto
Paso 0 Hemoglobina glicosilada (%) HbAlc normal 75 0 100,0
(agrupado) HbAlc elevada 31 0 0
Porcentaje global 70,8
a. En el modelo se incluye una constante.
b. El valor de corte es .500
Variables en la ecuacion
B E.T. Wald gl Sig. Exp(B)
Paso O Constante -,884 ,214 17,121 1 ,000| ,413

Variables que no estan en la ecuaciéon

Puntuacién gl Sig.
Paso 0 Variables Sexo (1) ,939 1 ,333
Estadisticos globales ,939 1 ,333

Otra variable evaluada fue la hemoglobina total y su influencia sobre la
concentracion de HbAlc. Los resultados muestran que no existe variacion de la
HbAlc que esté explicada por la concentracion de Hb total de los evaluados.
Ademas, no existe correlacion significativa entre ambas variables (R=0.003).

También se observo que al analisis de ANOVA, el p-value es mayor a 0.05, razén
por la cual se infiere que la Hb total no esta linealmente relacionada con la HbAlc.
La regresion lineal nos indica que existe una relacién directa con respecto a la

38



Factores interferentes en la interpretacion de...

concentracion de hemoglobina total. La tabulacién de la ecuacion de la regresion
(y=a+bx; HbAlc = 8.106 - 0.094 x hemoglobina total) permitira evaluar el
comportamiento de la HbAlc en funcion a la Hb total de los evaluados. Ver Tabla 11

Tabla 11. Andlisis de regresion lineal HbAlc vs Hb total, de evaluados en el
Hospital René Toche Groppo — EsSalud de Chincha, 2017

Resumen del modelo

R Error tip. de Estadisticos de cambio
R cuadrado la Cambio en | Cambio Sig. Cambio
Modelo R cuadrado | corregida | estimacion | R cuadrado enF gll gl2 enF
1 ,0562 ,003 -,006 1.6417 ,003 ,326 1 104 ,569

a. Variables predictoras: (Constante), Hemoglobina total

ANOVAP
Suma de Media
Modelo cuadrados gl cuadratica F Sig.
1 Regresion ,878 1 ,878 ,326 ,5692
Residual 280,283 104 2,695
Total 281,161 105

a. Variables predictoras: (Constante), Hemoglobina total
b. Variable dependiente: Hemoglobina glicosilada (%)

Coeficientes?

Coeficientes no | Coeficientes Intervalo de confianza de 95.0%
estandarizados tipificados para B
Modelo B Error tip. Beta t Sig. | Limite inferior | Limite superior
1 (Constante) 8,106 2,141 3,785 ,000 3,859 12,352
Hemoglobina total -,094 , 164 -,056 -,571 ,569 -,419 ,232

a. Variable dependiente: Hemoglobina glicosilada (%)

La influencia del recuento de reticulocitos sobre los niveles de HbAlc fue evaluada
también por un modelo de regresién lineal. Los resultados muestran que no existe
variacion de la HbAlc que esté explicada por el recuento de reticuolitos de los
evaluados. Ademas, no existe correlacion significativa entre ambas variables
(R=0.001). También se observé que al analisis de ANOVA, el p-value es mayor a
0.05, razon por la cual se infiere que la Hb total no esté linealmente relacionada con
la HbAlc. La regresion lineal nos indica que existe una relacion directa con respecto
a la edad. La tabulacién de la ecuacion de la regresion (y=a+bx; HbAlc = 6.786 +
0.083 x recuento de reticulocitos) permitird evaluar el comportamiento de la HbAlc
en funcién al recuento de reticulocitos de los evaluados. Ver Tabla 12
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Tabla 12. Andlisis de regresion lineal HbAlc vs Recuento de reticulocitos, de
evaluados en el Hospital René Toche Groppo — EsSalud de Chincha, 2017

Resumen del modelo

R Estadisticos de cambio
R cuadrado | Errortip. de | Cambio en | Cambio Sig. Cambio
Modelo R cuadrado | corregida | la estimacién | R cuadrado en F gll gl2 en F
1 ,0342 ,001 -,008 1.6433 ,001 ,118 1| 104 ,732

a. Variables predictoras: (Constante), Recuento de reticulocitos (%)

ANOVAP
Suma de
Modelo cuadrados gl Media cuadratica F Sig.
1 Regresion ,319 1 ,319 ,118| ,7322
Residual 280,842 104 2,700
Total 281,161 105

a. Variables predictoras: (Constante), Recuento de reticulocitos (%)
b. Variable dependiente: Hemoglobina glicosilada (%)

Coeficientes?

Coeficientes no | Coeficientes Intervalo de confianza de
estandarizados tipificados t Sig. 95,0% para B
Limite Limite
Modelo B Error tip. Beta inferior superior
1 (Constante) 6,786 ,334 20,289 ( ,000 6,123 7,449
Rcto de reticulocitos (%) ,083 ,240 ,034 344 732 -,394 ,559

a. Variable dependiente: Hemoglobina glicosilada (%)

Finalmente, para conocer el nivel de influencia de todas las variables
independientes (edad, sexo, hemoglobina total y recuento de reticulocitos) sobre la
HbAlc, se realiz6 un analisis de regresion logistica multinomial. El primer analisis se
realizd6 tomando a la HbAlc como variable categérica (nivel normal y elevado).
Segun este primer modelo, se observa que ninguna de las variables independientes
influencias significativamente a la HbAlc. Sin embargo, analizando el modelo
multivariado, se aprecia que las personas que presentan HbAlc elevada, su
incremento Unicamente depende de la concentracion de hemoglobina total; mientras
que su disminucion del incremento del recuento de reticulocitos y edad del

evaluado. El sexo masculino también genera disminucién de la HbAlc. Ver Tabla 13
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Tabla 13. Analisis de regresién logistica multinomial segin HbAlc (categorica), de
evaluados en el Hospital René Toche Groppo — EsSalud de Chincha, 2017

Informacién del ajuste del modelo

Criterio de ajuste | Contrastes de la razén
del modelo de verosimilitud
-2 log Chi-
Modelo verosimilitud cuadrado gl Sig.
Sélo la interseccion 128,119
Final 124,697 3,422 41 ,490
Pseudo R-cuadrado
Cox y Snell ,032
Nagelkerke ,045
McFadden ,027
Contrastes de la razon de verosimilitud
Criterio de ajuste
del modelo Contrastes de la razén de verosimilitud
-2 log verosimilitud Chi-
Efecto del modelo reducido | cuadrado gl Sig.
Interseccioén 124,6972 ,000 0 .
Edad 125,853 1,156 1 ,282
Hemoglobina 125,817 1,121 1 ,290
Reticulocitos 125,269 572 1 ,449
Sexo 125,611 ,914 1 ,339

El estadistico de chi-cuadrado es la diferencia en las -2 log verosimilitudes entre el modelo
final y el modelo reducido. El modelo reducido se forma omitiendo un efecto del modelo final.
La hipétesis nula es que todos los parametros de ese efecto son 0.

Estimaciones de los parametros

Intervalo de confianza al
95% para Exp(B)
Hemoglobina glicosilada (%) Error Limite Limite
iiqrupado)a B tip. Wald gl Sig. | Exp(B) inferior superior

HbAlc normal Interseccion -,268 3,186 ,007 1] ,933

Edad -,027 ,026 | 1,106 1| ,293 ,973 ,925 1,024

Hemoglobina ,240 228 1,111 1] ,292| 1,271 ,814 1,985

Reticulocitos -,249 ,322 ,598 1] ,439 ,780 ,415 1,465

[Sexo=1] -,431 4511 912 1,339 ,650 ,268 1,574

[Sexo0=2] 0P| . 0].

a. La categoria de referencia es: HbAlc elevada.

b. Este parametro se ha establecido a cero porque es redundante.
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Para tener el detalle del comportamiento de la HbAlc segun la influencia
(incrementando o disminuyendo su valor) de las variables independientes, se realizé
una regresion logistica multinomial, considerando a la HbAlc como variable
numérica, en el cual se tabularon todos los valores de HbAlc que se encontraron en
el estudio, en funcién de las variables independientes (sexo, edad, Hb total y
reticulocitos). Para fines didacticos y explicativos, solo se ha considerado la

tabulacion de algunos valores de HbAlc. Ver Tabla 14

Tabla 14. Andlisis de regresion logistica multinomial segun HbAlc (numérica), de
evaluados en el Hospital René Toche Groppo — EsSalud de Chincha, 2017

Estimaciones de los parametros
Intervalo de confianza
al 95% para Exp(B)
Hemoglobina Limite Limite
ﬁlicosilada (%) B Error tip. Wald gl Sig. Exp(B) inferior superior
51 Interseccion 10,682 15,666 ,465 1| ,495
Edad -,121 ,128 ,882 1| ,348 ,886 ,689 1,140
Hemoglobina ,092 1,006 ,008 1| 927 1,096 ,153 7,868
Reticulocitos -4,464 2,981 2,242 1 ,134 ,012 ] 3,339E-5 3,972
[Sexo=1] -1,133 1,937 ,342 1| ,559 ,322 ,007 14,338
[Sexo0=2] Qb . 0].
6.0 Interseccion -12,195 16,676 ,535 1 ,465
Edad ,050 ,140 ,127 1 721 1,051 , 799 1,384
Hemoglobina ,570 1,085 ,276 1 ,600 1,768 211 14,832
Reticulocitos 2,226 2,232 ,995 1| ,318 9,267 ,117 735,527
[Sexo=1] -1,207 1,959 ,379 1| ,538 ,299 ,006 13,922
[Sexo0=2] ob]. 0].
7.0 Interseccion -,600 15,310 ,002 1 ,969
Edad -,024 ,126 ,037 1 ,847 ,976 , 162 1,250
Hemoglobina ,330 ,974 , 115 1 , 735 1,391 ,206 9,385
Reticulocitos -1,382 2,548 ,294 1 ,587 ,251 ,002 37,011
[Sexo=1] -,037 1,794 ,000 1| ,984 ,964 ,029 32,477
[Sex0=2] Qb |. 0].
8.0 Interseccion -24,575| 5794,588 ,000 1 ,997
Edad ,029 172 ,029 1 ,864 1,030 , 735 1,442
Hemoglobina ,906 1,426 ,404 1 ,525 2,475 ,151 40,491
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Reticulocitos -5,988 6,137 ,952 1 ,329 ,003| 1,499E-8 419,701
[Sexo=1] 16,763 | 5794,549 ,000 1 ,998 | 19061097,325 ,000] .¢
[Sex0=2] ob]. . 0].

9.0 Interseccion -10,245| 6335,000 ,000 1 ,999
Edad -,110 ,184 ,358 1 ,550 ,896 ,624 1,286
Hemoglobina -,354 1,312 ,073 1 ,788 ,702 ,054 9,183
Reticulocitos 1,880 3,142 ,358 1 ,550 6,554 ,014 | 3096,468
[Sexo=1] 18,066 | 6334,967 ,000 1 ,998 | 70165071,730 ,000] .¢
[Sex0=2] ob]. 0].

10.1  Interseccion -122978,557 ,002 1 ,960

1139,370
Edad 17,907 363,493 ,002 1 ,961 | 59814470,201 2,349E-| .c
302
Hemoglobina -8,163 215,003 ,001 1 ,970 ,000 2,781E-|2,920E179
187

Reticulocitos 74,441 | 1470,563 ,003 1 ,960 2,135E32 ,000] .©
[Sexo=1] -7,641( 1775,878 ,000 1 ,997 ,000 ,000] .©
[Sex0=2] ob]. . 0].

11.3  Interseccién - | 33868,306 ,004 1 ,951

2063,925

Edad 44,011 616,438 ,005 1 ,943 1,299E19 ,000] .c
Hemoglobina -57,975( 1780,093 ,001 1 974 6,631E-26 ,000] .c
Reticulocitos 14,601 | 6723,137 ,000 1 ,998 | 2193941,964 ,000( .©
[Sexo=1] -170,214 | 6456,188 ,001 1 979 1,194E-74 ,000] .c
[Sex0=2] Qb . 0].

a. La categoria de referencia es: 12.0.
b. Este pardmetro se ha establecido a cero porque es redundante.
c¢. Se ha producido un desbordamiento de punto flotante al calcular este estadistico. Por lo tanto, el valor asignado

ha sido el valor perdido del sistema.

Ecuacién final: Y= a+b1.x1+b2.x2+b3.x3+b4.x4

El andlisis de regresion lineal brinda informacién importante de cada variable que
influencia a los valores de HbAlc (ver tabla 15); sin embargo, como se ha
observado la variacién de la HbAlc no solo depende de una variable, sino de

muchas que actian de forma sinérgica o antagonica, el cual puede ser evaluado de
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un mejor modo con un andlisis multivariado tal como se realizé con el modelo de

regresion logistica multinomial.

Tabla 15. Resumen de ecuaciones segun modelo de regresion lineal simple

Variable de influencia Ecuacion (y = at+bx)

Edad HbAlc = 5.662 + 0.023 x edad

Hemoglobina total HbA1c = 8.106 - 0.094 x hemoglobina total
Recuento de reticulocitos HbAlc = 6.786 + 0.083 x recuento de reticulocitos

*La variable sexo no ha sido incluida considerando su influencia no significativa sobre los valores de HbAlc en el modelo de

regresion lineal simple

Para entender la variacion final de la HbAlc mediante el modelo de regresion
multiple, podemos ejemplificar el siguiente caso (usual en un establecimiento de
salud): un paciente varon de 40 afios de edad con una concentracion de
hemoglobina total de 12 g/dL y recuento de reticulocitos de 3%, present6 un valor de
HbAlc de 7%; sin embargo, considerando la correccion mediante ecuacién obtenida

por regresion multiple, tendriamos el siguiente calculo:

Tabla 16. Ejemplo de aplicacion de la formula de regresion multiple

Férmula de regresion maltiple: Y= a+b1.x1+b2.x2+b3.x3+b4-x4

HbAlc (a): 7.0

Interseccion: -0.600

Edad (x1): -0.024; se asume 40 afos (b1)

Hemoglobina (x2) : 0.330; se asume 12 g/dL (b2)

Reticulocitos (x3): -1,382; se asume 3% (b3)

[Sexo=varon] (x4): -,037; se asume 1 (b4: por ser variable

categoérica)

[Sexo=mujer] (x4): 0; se asume 1 (b4: por ser variable categorica)

Reemplazando en la ecuacion, se tendria:

Y=7 - (0.24x40) + (0.33x12) - (1.382x3) - (0.037x1)
Y=7 - 0.96 + 3.96 - 4.146 - 0.037

Y=5.817 (jEste valor representaria la nueva concentracion de HbAlc!)
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V. DISCUSION

La HbAlc es una estructura que presenta amplia variabilidad intra (1, 3) e
interindividual (4) con muchos factores que podrian modificar el porcentaje de ésta
en sangre (5-8). Los hallazgos obtenidos muestran algunos patrones interesantes a
tener en consideracién, empezando por la edad de las personas que, segun el
modelo de regresion lineal, el incremento de la edad contribuye a un aumento de la
HbAlc, aunque segun analisis de probabilidades, no es significativo. Por ejemplo,
una persona de 30 afios que tiene una HbAlc de 5.7%, incrementaria su valor en
0.7%, y si esta persona tuviese 50 afos, su valor se elevaria en 1.2%. Nuestros
hallazgos a pesar de no demostrar un incremento significativo en los niveles de
HbA1c, guardan relacion con lo reportado por Li et al (5) quienes evidenciaron una

relacion lineal entre HbAlc y edad con un incremento significativo (p<0.05).

En relacion al sexo de los evaluados, esta no fue una variable que aporte cambios
significativos en la HbAlc; sin embargo, hay que considerar que el modelo de
regresion lineal y logistica bivariada presenta como limitantes el hecho de tabular
datos con una variable dicotomizada como es el sexo. Ademas, no hay estudios que
evidencien fehacientemente que los valores de HbAlc varian significativamente en
funcion al sexo. No obstante, Dubuc et al (6) reporta en un estudio experimental en
modelo murino, cambios significativos en la HbAlc segun sexo de los ratones, pero
gue tenia de fondo una explicacién relacionada al recuento de hematies, el cual

presentaba diferencias sustanciales entre machos y hembras.

Por otra parte, la influencia generada por la concentracibn de hemoglobina en
sangre si generdé cambios, aunque no significativos en el modelo bivariado de
regresion lineal. Por ejemplo, una persona que presente un valor de HbAlc de 8.1%
con una concentracion de hemoglobina de 10.0 g/dL, disminuiria en 0.9% el valor de
la HbAlc. Este hallazgo es en particular importante para la poblacién peruana el
cual presenta regiones con altitudes muy variables que condiciones directamente la
concentracion de hemoglobina total. Tal es el caso de personas que viven en Cerro

de Pasco con una altitud por encima de los 4000 msnm y donde la concentracion
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media de hemoglobina total es de 19.0 g/dL, bajo esta légica, la concentracion de
HbAlc deberia corregirse restando al valor obtenido un porcentaje de 1.8%.

Caso contrario se presenta en los casos de anemia por deficiencia de hierro que
puede conducir a aumentos en los niveles de HbAlc de hasta el 2% que pueden
revertirse con el tratamiento con hierro (13, 47-49). La razén de este aumento no se
entiende completamente y dado que la deficiencia de hierro es un hallazgo comun,
en las mujeres pre-menopdusicas, podria influir no sélo en la relacién entre la

glicemia y HbAlc, sino también en el manejo de estos pacientes (50).

Varios estudios han examinado individuos con diabetes y han llegado a la
conclusion de que existe un valor significativo en los valores de HbAlc que debe
tenerse en cuenta al interpretar los resultados de las pruebas (51, 52). Es
importante sefialar que en los pacientes con diabetes las fluctuaciones de las
concentraciones de HbAlc no suelen ser al azar, sino que son causados
principalmente por cambios en la glucemia media, aunque siempre deberia tenerse

en cuenta factores como los estudiados en la presente tesis.

Una variable que también genera una influencia, aunque menor, sobre los valores
de HbAlc, es el recuento de reticulocitos, siendo hematies jévenes que no tienen
capacidad de generar reacciones de glucosidacion en su estructura de
hemoglobina. Nuestros hallazgos reflejan que el recuento de reticulocitos es un
factor que presenta una relacién lineal positiva con la HbAlc; por ejemplo, una
persona con un recuento de reticulocitos de 5%, su valor de HbAlc incrementaria
en 0.4% (o sea de un valor de 7%, subiria a 7.4%). Este dato tiene usual relevancia
en aquellas personas que presentan estados ferropénicos severos por diversas
condiciones (alimentarias, hemorragias, desordenes metabdlicos, entre otras),
considerando que la hipoxia generada por la misma, conllevaria a un incremento en
la sintesis de eritropoyetina, compuesto importante para la sintesis de nuevos
hematies y su liberacion de médula ésea roja. El incremento de eritropoyetina
estimula a que se liberen hematies inmaduros en exceso, incluyendo a los
reticulocitos, y esto generaria una desviacion en la interpretacion de los niveles de

HbAlc obtenida en una persona.
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VI. CONCLUSIONES

Segun el andlisis de regresion lineal y multinomial se evidencia que existen
factores que interfieren en la interpretacion de los valores de HbAlc de
personas con Diabetes Mellitus tipo Il atendidos en el Hospital René Toche
Groppo — EsSalud de Chincha. Los valores de la HbAlc varian dependiendo
del abordaje del modelo matemético; pueden variar usando un modelo
bivariado o multivariado, y su aplicacién seran dependiendo del caso que se

esté evaluando.

La edad es un interferente que se comporta como un factor lineal positiva a la
variacion de la HbAlc de personas con Diabetes Mellitus tipo Il atendidos en
el Hospital René Toche Groppo — EsSalud de Chincha; o sea a mayor edad,

la HbAlc también incrementa su concentracion.

El sexo (masculino o femenino) no aporta interferencia significativa sobre los
valores de HbAl1c de personas con Diabetes Mellitus tipo Il atendidos en el
Hospital René Toche Groppo - EsSalud de Chincha; aunque en el modelo de
regresion multiple, el sexo masculino incrementa el valor de la HbAlc de

forma no significativa.

La concentracion de hemoglobina total se comporta como un factor lineal
negativo sobre los valores de HbAlc de personas con Diabetes Mellitus tipo I
atendidos en el Hospital René Toche Groppo - EsSalud de Chincha; o sea a
medida que aumenta la hemoglobina total, el nivel de correccién de la HbAlc

deberia ser mucho mayor.

Finalmente, el recuento de reticulocitos se comporta como una variable lineal
positiva sobre los valores de HbAlc de personas con Diabetes Mellitus tipo I
atendidos en el Hospital René Toche Groppo — EsSalud de Chincha, o sea a
mayor recuento de reticulocitos, la concentracion de HbAlc deberia ser

corregida con un mayor factor.
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ViIl.  RECOMENDACIONES

Conocer el grado de variabilidad interindividual con un andlisis de HPLC
(cromatografia liquida de alto rendimiento) para definir las concentraciones
de las variantes de hemoglobina serviria para explicar detalladamente el
comportamiento real de la HbA1lc.

Un posible factor interferente que no fue evaluado en el estudio (por
condiciones geogréficas) es la altitud de la ciudad de procedencia de la
persona evaluada; esto es fundamental ya que la concentracion de la
hemoglobina y recuento de hematies varia segun la altitud donde viva la
persona; y seria interesante que en otro estudio pueda incluirse dicha

variable.

Considerando las distintas metodologias para la cuantificacion de HbAlc, los
datos de la presente tesis solo deberian considerarse para aquellos equipos

gue tengan tecnologias similares.

Las formulas obtenidas de regresion lineal simple y multiple deben emplearse
dentro de los laboratorios y considerarse para la correccion final de los
valores de HbAlc, y de ese modo tener una interpretacion mas aproximada y
confiable a lo que realmente sucede en el paciente evaluado.
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ANEXO 01: OPERACIONALIZACION DE LAS VARIABLES

VARIABLE TECN. E
DEPENDIENTE DIMENSIONES INDICADORES VALOR FINAL ESCALA INSTRUM.
Parametro de uso
Numérica Analizador
HbA1C diagnéstico y prondstico Nivel de HbAlc en sangre total % HbAlc ] ]
de razon bioquimico
de la DM-II
VARIABLE TECN. E
INDEPENDIENTE DIMENSIONES INDICADORES VALOR FINAL ESCALA INSTRUM.
Numeérica
Edad Factor demografico Afos de vida del evaluado afios i
de razon Ficha de
Nominal recoleccion de
Sexo Factor fenotipico Sexo del evaluado Varén / Mujer ) _
dicotébmica | datos, analizador
Numérica hematolégico y
Hemoglobina A Concentracion de Hb del evaluado g/dL i ) _
de razon microscopia en
Factores hematologicos o
] ) Recuento de reticulocitos del ] ) Numérica luz visible
Reticulocitos % reticulocitos
evaluado de razoén
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ANEXO 02: MATRIZ DE CONSISTENCIA

TITULO: “FACTORES INTERFERENTES EN LA INTERPRETACION DE LOS VALORES DE HB1AC EN PACIENTES CON DIABETES

MELLITUS TIPO Il ATENDIDOS EN EL HOSPITAL RENE TOCHE GROPPO — ESSALUD DE CHINCHA”

PROBLEMA OBJETIVO HIPOTESIS VARIABLES | INSTRUMENTOS
General: General: General:
¢ Cudles son los factores que | Determinar los factores que | Existen factores que interfieren en la
interfieren en la interpretacion de | interfieren en la interpretacion de | interpretacion de los valores de
los valores de HbAlc de|los valores de HbAlc de|HbAlc de personas con Diabetes
personas con Diabetes Mellitus | personas con Diabetes Mellitus | Mellitus tipo Il atendidos en el Analizador
tipo Il atendidos en el Hospital | tipo Il atendidos en el Hospital | Hospital René Toche Groppo - hematolégico
René _Toche Groppo — EsSalud | René .Toche Groppo — EsSalud | EsSalud de Chincha. Hemograma Roche
de Chincha? de Chincha. - _— completo Diagnostics
Especifico: Especifico: spectiico. automatizado | Modelo Sysmex

La edad es un interferente sobre los XN-1000

¢Cudl es la interferencia | Evaluar la interferencia causada | valores de HbAlc de personas con
causada por la edad sobre los por la edad sobre los valores de Diabeteg Mellitug tipo Il atendidos en Factores bre
valores de HbAlc de personas | HpA1c de personas con Diabetes el Hospital René Toche Groppo de ores p .
con Diabetes Mellitus tipo Il |, . : : Chincha analiticos Ficha de
atendidos en el Hospital René | Meus tpo Il atendidos en el recoleccion de
Toche Groppo — EsSalud de Hospital René Toche Groppo de datos

Chincha?

sCuadl es la interferencia
causada por el sexo sobre los
valores de HbAlc de personas
con Diabetes Mellitus tipo I
atendidos en el Hospital René

Chincha

Evaluar la interferencia causada
por el sexo sobre los valores de
HbA1c de personas con Diabetes
Mellitus tipo Il atendidos en el

El sexo es un interferente sobre los
valores de HbAlc de personas con
Distrito Diabetes Mellitus tipo I
atendidos en el Hospital René Toche
Groppo — EsSalud de Chincha
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Toche Groppo — EsSalud de
Chincha?

JCuadl es la interferencia
causada por los niveles de
hemoglobina sobre los valores
de HbAlc de personas con
Diabetes Mellitus  tipo Il
atendidos en el Hospital René
Toche Groppo - EsSalud de
Chincha?

,Cuadl es la interferencia
causada por el recuento de
reticulocitos sobre los valores de
HbAlc de personas con
Diabetes Mellitus tipo Il
atendidos en el Hospital René
Toche Groppo — EsSalud de
Chincha?

Hospita René Toche Groppo —
EsSalud de Chincha

Evaluar la interferencia causada
por los niveles de hemoglobina
sobre los valores de HbAlc de
personas con Diabetes Mellitus
tipo Il atendidos en el Hospital
René Toche Groppo - EsSalud
de Chincha

Evaluar la interferencia causada
por el recuento de reticulocitos
sobre los valores de HbAlc de
personas con Diabetes Mellitus
tipo Il atendidos en el Hospital
René Toche Groppo — EsSalud
de Chincha

El nivel de hemoglobina es un
interferente sobre los valores de
HbAlc de personas con Diabetes
Mellitus tipo Il atendidos en el
Hospita René Toche Groppo -
EsSalud de Chincha

El recuento de reticulocitos es un
interferente sobre los valores de
hbalc de personas con Diabetes
Mellitus tipo Il atendidos en el
Hospital René Toche Groppo—
EsSalud de Chincha
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ANEXO 03: METODO PARA LA DETERMINACION DE HbAlc

Tina-quant® HbAIc Gen. 3

At a glance  Product characteristics  Your benefit  References

+ Whole blecd and hemeclysate application

Relal Hi Hidin:
lphninmark] | Clurhidimaine]

* Cual reporting in mmal/maol and %

At

+ Intermediate precision (CV) = 1.5 %
* Highly specific antibody - flue
+ Reagent lot specific calibration

* MNGSP certified and traceshle to the IFCC and DCCT reference 2 petails vie

method

+ Twin test reaction technalogy:
The Twin Test reaction mode allows sequential measurement of
the Hb and Hbalc in & single cuvette. Thus anly one sample pipetting step is required with the positive

effect of minimizing errars, improved precision and faster sample turnaround time. (fig. 1)

Assay time 10 min

Sample material Anticcagulated vencus or capillary bleed or hemolysate
Acceptable anticoagulants: Li-, Ma-heparin, K2-EDTA, K3-EDTA,
Flucride/Ma2-EDTA, and Flucride/K-cxalate

Sample volume 2 UL fwhele blood)

Measuring range Hemeglobin: 2.48 - 24,8 mmel/L {4 - 40 g/dL]:
Hbalc: typically 0,186 - 1.61 mmoel/L (0.2 - 2.6 g/dL)

Repeatability Whole blood application: 1.6% [5.6% Hbalc]

Hemuolysate applicaticn: 1.2% [5.6% HbAlc]
Whele blocd application: 1.0% [8.0% HbAlc]
Hemelysate application: 1.0% [8.2% Hbalc]

Throughput 10 min to first result, subsequently 1 result every 24 seconds
Expected values According to IFCC: 29 - 42 mmel/mel HeALC

According to DCCT/MGSP: 4.8 - 5.9% Hbalc
Aanalytical Hb derivatives: Labile Hbalc {pre-Hbalc), acetylated Hb, and carbamylated
specificity Hb do net affect the assay results
fwhele blood and Hb variants: Specimens containing high amounts of HbF {» 10%) may vield
hemolysate) lower than expected Hbalc results

The assay is not affected by HbAS, HbAC, HbAE and HbAD traits
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ANEXO 04: METODO PARA EL RECUENTO DE RETICULOCITOS

Materiales:

Microscopio Azul de cresil brillante en polvo
Tubos de hemolisis Solucién salina al 0.9%

Pipetas pasteur Citrato sédico al 3%

Portas Agua destilada

Bafio maria Aceite de inmersion

Sistema de filtracion Sangre anticoagulada con EDTA
Técnica:

Preparacion del colorante.

Tincién de reticulocitos: echamos en el tubo de hemdlisis 3 gotas de la solucion colorante y otras 3
gotas de sangre total previamente homegeneizada.

*Es una tincién supravital, es decir, se hace mientras las células aun estan vivas.

Tapamos el tubo de hemdlisis y mezclamos suavemente.

Introducimos en el bafio maria a 37°C durante 5 minutos. Cuando pase ese tiempo, volvemos a
homogeneizar.

Cogemos una gota, la colocamos sobre la lamina porta objetos y realizamos la extension.
Dejamos secar al aire

Se deben contar 2000 hematies en total, y el calculo del porcentaje de reticulocitos es el siguiente:

% reticulocitos = (N2 de reticulocitos contados + N2 de hematies contados) X 100

Y% reticulocitos = (15 + 2000) x 100 = 0.75%
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Figura 01. Presencia de reticulocitos con la tincion azul brillante de cresilo (aumento 100X)
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ANEXO 05: CONSENTIMIENTO INFORMADO

A Usted se le esta solicitando participar en este estudio. Antes que decida participar
usted necesita tener informacion para que decida su participacion voluntaria en el mismo.

“FACTORES INTERFERENTES EN LA INTERPRETACION DE LOS VALORES DE
HB1AC EN PACIENTES CON DIABETES MELLITUS TIPO Il ATENDIDOS EN EL
HOSPITAL RENE TOCHE GROPPO - ESSALUD DE CHINCHA”

PROPOSITO DEL ESTUDIO: Determinar los factores que interfieren en la interpretacion
de los valores de HbAlc de personas con Diabetes Mellitus tipo Il atendidos en el
Hospital René Toche Groppo — EsSalud de Chincha.

PROCEDIMIENTOS: Se colectard una muestra de sangre en 01 tubo EDTA de 4 mL por
puncién venosa.

BENEFICIOS: Usted podra conocer el nivel de hemoglobina glicosilada usado como
marcador de tratamiento en la DM-II, asi como la concentracion de Hb y recuento de
reticulocitos, indicadores importantes de anemia.

POSIBLES MOLESTIAS: la Unica molestia que podria sentir es durante la puncion
venosa, sin embargo, las personas que realicen esta actividad tienen experiencia como
flebotomistas, de tal modo que se evitara que padezca algun tipo de molestia mayor.

PRIVACIDAD: Cada participante accederd a sus resultados de MODO PERSONAL
previa identificacion con cddigo, sin que ninguna persona divulgue los resultados
obtenidos del paciente.

PARTICIPACION VOLUNTARIA: Para que pueda participar de este estudio es necesario
gue Usted nos de su consentimiento de modo VOLUNTARIO para poder aplicar los
procedimientos sefalados. Usted es quien decide su participacién. Asi mismo, Usted
tiene la libertad de retirarse del estudio cuando mas lo crea conveniente. LOS
RESULTADOS seran entregados en: 24 horas

INVESTIGADOR RESPONSABLE:

Si tiene alguna pregunta sobre el presente estudio, o detalles de las técnicas y
procedimientos a emplearse, puede comunicarse con la Investigador principal: Berly
Gutiérrez Limanta al teléfono 959350063 o correo electronico: zucbeckl@hotmail.com
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Si usted voluntariamente estd de acuerdo en participar en este estudio es necesario su
firma en este documento.

NOMBRE: DNI:

TELEFONO: E-MAIL

Firma u huella dactilar del participante

PERSONA QUIEN OBTIENE EL CONSENTIMIENTO INFORMADO

Apellidos y nombres:

Firma

62



Factores interferentes en la interpretacion de...

GALERIA DE FOTOGRAFIAS

Fotografia 1. Enrolamiento de participantes y obtenciéon del consentimiento
informado

Fotografia 2. Toma de muestras de sangre para el analisis de HbAlc, Hb total y
recuento de reticulocitos
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Fotografia 3. Procedimiento para el recuento de reticulocitos
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Fotografia 5. Procedimiento para el analisis de HbAlc
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GLOSARIO

Analizador automatizado. Es un robot de un laboratorio clinico disefiado para
medir diferentes pardmetros celulares y bioquimicos en una muestra de sangre,

con una asistencia humana minima.

BPL. Siglas en castellano que indican Buenas Practicas de Laboratorio y es un
conjunto de directrices que deben cumplirse en cada actividad desarrollada
dentro del laboratorio clinico.

EDTA. Es el acido etilendiaminotetraacético, la cual es una sustancia utilizada
como agente quelante que puede crear complejos con un metal que tenga una
estructura de coordinacion octaédrica. Es utilizada como agente anticoagulante
de la sangre, quelando al calcio en sangre para evitar la activaciéon de la

cascada de coagulacion.

Error. Es la desviacibn de un valor observado respecto a un patron de

referencia o valor real.

Fotometria. Es la ciencia que se encarga de la medida de la luz, como el brillo
percibido por el ojo humano. Es decir, estudia la capacidad que tiene la
radiacion electromagnética de estimular el sistema visual. Los analizadores
hematoldégicos utilizan este principio de medicion para determinar la

concentracion de hemoglobina en sangre.

Hemoglobina. Pigmento rojo contenido en los hematies de la sangre de los
vertebrados, cuya funcidon consiste en captar el oxigeno de los alveolos
pulmonares y comunicarlo a los tejidos, y en tomar el dioxido de carbono de

estos y transportarlo de nuevo a los pulmones para expulsarlo.
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Hemoglobina glicosilada. Es una heteroproteina de la sangre que resulta de la
union de la hemoglobina con glucidos unidos a cadenas carbonadas con

funciones acidas en el carbono 3y el 4.

ISO. Siglas que proviene de los términos en inglés “International Organization
for Standardization”, institucion dedicada a la creacion de estandares
internacionales compuestos por diversas organizaciones nacionales de
estandarizacion.

Precision. Es el grado de dispersién de un conjunto de datos con respecto a un

valor central.

Microscopia. Es el conjunto de técnicas y métodos destinados a hacer visible
los objetos de estudio que por su pequefiez estan fuera del rango de resolucion

del 0jo normal.

Variabilidad. Es una cualidad que permite valorar el grado de tendencia de un

conjunto de variables.

Venipuncion. Es la extraccion de sangre de una vena, generalmente tomada

por un profesional y/o técnico de la salud.

67



