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Introduccio

1. INTRODUCCIO

1.1. DIABETIS MELLITUS
La diabetis mellitus es pot definir com un conjdetmalalties i trastorns metabolics el

nexe comu dels quals és la preséncia de concemtsadile glucosa en sang

persistentment elevades per sobre de I'intervabtizenci&.

1.2 EPIDEMIOLOGIA
La diabetis mellitus és una malaltia de distribunidndial i, degut a la seva mortalitat i

morbiditat associades, ha esdevingut un greu prablde salut a nivell mundial.

La Organitzaci6 Mundial de la Salut, va estimar qgleny 2000 hi havia
aproximadament 171 milions de persones afectadesima que I'any 2030 podria
haver més de 360 milions de persones diabétiquasal Tenint en compte que les
estimacions anteriors preveien 154 milions d'afs@ger a I'any 2000, es creu que es
podria superar la xifra de 360 milions d’afectats2@30, degut a un augment de
I'envelliment de la poblacio i a que, probablemel®s prevalences d'obesitat i
sedentarisme no disminuit&n Aquestes dades varien depenent de les caraicteetst
de I'estudi epidemioldgic considerat ja que sedaraternational Diabetes Federation,
en les seves estimacions per a I'any 2003 va pi€dimmilions d’afectats y 334 milions
de malalts I'any 202%.

En I'epidemiologia de la diabetis mellitus, I'edad un dels factors més importants a
tenir en compte. De fet, en la figura 1 es pot olageuna estimacié de la prevalenca de
diabetis segons edat i sexe. De forma generalpteafipmar sense gaire marge d’error,

que la prevalenca és similar entre homes i dorteisquae és lleugerament superior en
homes. No obstant, en arribar a edats superioré@lanys, hom pot observar que
aquesta tendéncia s'inverteix i la prevalenca ésgkrament superior en dones.
L’explicacio a aquest fenomen és senzilla ja quelaemajoria de poblacions, existeix

un nombre més elevat de dones que d’homes en adatsades i, a més, cal sumar-hi

I'efecte de 'augment de la incidencia de diabetédlitus amb I'edat.

En els paisos desenvolupats (figura 2), 'augmentadprevalenca de diabetis seria
menor que en paisos en vies de desenvolupamengndnm especial rellevancia

'augment de diabétics amb edat superior a 65 aslyspmbre aproximat dels quals
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podria arribar a duplicar-se. Es més, la millorastant en la supervivéncia de les
persones en els paisos desenvolupats, és un fiagtortant de cara a I'augment de la
prevalenca d’aquesta malaftia

L’augment més pronunciat de prevalenca tindria, ltmen s’ha comentat anteriorment,
en paisos en vies de desenvolupament (figura 3)aduests paisos, el nombre de

diabétics que s’estima que hi hauria seria médatale del que tenen en I'actualitit.

Globalment, doncs, la previsio és d’'un augment it@od de pacients diabétics al mén
per I'any 2030, aproximadament el doble dels pdsiafectats a 'any 2000 segons es
mostra a la figura 4. No obstant, els paisos endéedesenvolupament, contribuirien de

forma més important a aquest augment.

18
16
14 /
%)
2
310 —s—Homes
§ 8 —m—Dones
o
o 5
4
2
C' h T T T T T T T T T T T
0-19 20- 25- 30- 35- 40- 45 50- 55- 680- 65- 70- 75- &80+
24 20 34 39 44 49 54 58 64 70 74 79
Edat (anys)

Figura 1. Prevalenga de diabetes mellitus segons edat i sexe I’any 2000. (Adaptat de: Wild et al, 2004, ref.

3).
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Figura 2: Estimacid de prevalenga de diabetes per I'any 2030 en paisos desenvolupats. (Adaptat de:

Wild et al, 2004, ref. 3).
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Figura 3: Estimacié de prevalenga de diabetes per a I’lany 2030 en paisos en vies de desenvolupament.

(Adaptat de Wild et al, 2004, ref. 3).
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Figura 4: Estimacio de la prevalenga de diabetes per a I’lany 2030 al mén. (Adaptat de: Wild et al, 2004,

ref. 3).

De forma més concreta, a Espanya, la xifra estindadanalalts de diabetis I'any 2000
era de 2.717.000 persones segons dades de lait@agehMundial de la Salut. Per a
I'any 2030, aquesta mateixa organitzacio estimalgyeodria haver fins a 3.752.000
afectats per la malaltia.

1.3 TIPUS | CLASSIFICACIO DE DIABETIS MELLITUS @
A I'inici d’aquest treball s’ha definit la diabettom la preséncia de concentracions de

glucosa anormalment elevades de forma persistesarggn No obstant, aquest augment
de les concentracions de glucosa pot ésser camisdiferents mecanismes existint, per
tant, diferents tipus de diabetis. Els difererqiggide diabetis mellitus es classifiquen en
funcié del procés patogen que acaba desembocardpamicio de concentracions de
glucosa en sang per sobre de l'interval de refémedccontinuacio, s’exposa un llistat

de la classificacio etioldgica de la diab&tis

|. Diabetis tipus 1 (destruccio de les cel-lules lmkthpancrees usualment
amb déficit absolut d’'insulina)
a. Autoimmunitaria

b. ldiopatica



Introduccio

II. Diabetis tipus 2 (varia des de resistencia a l@de la insulina amb deficit
relatiu d’insulina a defectes secretors d'insulimab resisténcia a la
insulina)

lll.  Altres tipus especifics de diabetis mellitus

a. Defectes genétics en la funcié de la cel-lula patereatica:
i. Cromosoma 12. Factor de transcripcid nuclear de
I'hepatocit (HNF) b (MODY 3)
ii. Cromosoma 7. Glucocinasa (MODY 2)
lii. Cromosoma 5. HNFe&4(MODY 1)
iv. Cromosoma 13. Factor promotor de la insulina 1 -{PF
(MODY 4)
v. Cromosoma 17. HNFAL(MODY 5)
vi. Cromosoma 2. NeuroD1 (MODY 6)
vii. DNA mitocondrial
viii. Altres
b. Defectes genetics en I'accié de la insulina:
I. Resistencia a la insulina de tipus A
ii. Leprecaunisme
iii. Sindrome de Rabson-Mendenhall
iv. Diabetis lipoatrofica
v. Altres
c. Malalties del pancrees exocri:
i. Pancreatitis
ii. Traumes/pancreatectomia
iii. Neoplasia
iv. Fibrosi quistica
v. Hemocromatosi
vi. Pancreatopatia fibro-calculosa
vii. Altres
d. Endocrinopaties:
i. Acromegalia
ii. Sindrome de Cushing
iii. Glucagonoma

iv. Feocromocitoma



V.
Vi.

Vil.

viii.
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Hipertiroidisme
Somatostatinoma
Aldosteronoma
Altres

e. latrogenica:

iv.
V.

Vi.

Vii.

viii.

iX.
X.

Xi.

Vacor

Pentamidina

Acid nicotinic
Glucocorticoides
Hormones tiroidees
Diazoxid
Agonistes3-adrenergics
Diurétics tiazidics
Dilantina

Interferdy

Altres

f. Infeccions:

Verola congeénita
Citomegalovirus
Altres

g. Formes infreqUents de diabetis immunitaria:

Sindrome de la persona rigida
Anticossos anti-receptor d’insulina
Altres

h. Sindromes genetics associats, en certes ocasidiaedis:

iv.

V.

Vi.
Vil.

viii.

Sindrome de Down

Sindrome de Klinefelter

Sindrome de Turner

Sindrome de Wolfram

Ataxia de Friedreich

Corea de Huntington

Sindrome de Laurence-Moon-Bied|
Distrofia miotonica

Porfiria
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X. Sindrome de Prader-Willi
Xi. Altres
I. Diabetis mellitus gestacional
Com es pot observar a partir de I'anterior clasadfié existeixen diversos tipus de
diabetis, no obstant, les més frequents son laetiinsulino-depenent (tipus 1), la

diabetis no insulino-depenent (tipus 2) i la diabgestacional.

1.3.1 DIABETIS MELLITUS TIPUS 1@

La diabetis tipus 1, també anomenada insulino-dagerconsisteix en un déficit de
secrecié d'insulina degut a una destruccio de ékdutes beta pancreatiques dels illots
de Langerhans. Tot i que es coneixen diversosrdetants genetics i autoimmunitaris
que intervenen en l'aparici6 de la malaltia, avoidia, no s’han pogut identificar

clarament la causa o causes d’aquesta destrucciél-digéles beta.

Aquest tipus de diabetis sol presentar el seu debula infancia o els inicis de la

joventut, €s per aquest motiu que, en ocasionsyams denominada diabetis juvenil.

Com tot tipus de diabetis, aquesta cursa amb ctiacgons de glucosa en sang
persistentment elevades degut a que el déficiewmed’insulina fa ineficient I'entrada

de la glucosa a les cél-lules per a poder ser @lamam a substrat energeétic.

El quadre clinic es sol presentar de forma bruseh khiperglucémia i els simptomes
caracteristics del pacient diabétic, coneguts @smlatre P, i consisteix en:

1. Polifagia: Degut a la manca d'utilitzacié de gluegeer part de les cél-lules
el pacient refereix tenir molta gana.
2. Poliuria: Degut a que les elevades quantitats deogh en sang fa que
aguesta s’excreti per via renal juntament amb waa guantitat d’aigua.
3. Polidipsia: Secundaria a la deshidratacio prodpédda polidria.
4. Peérdua de pes.
Malauradament, el debut de la diabetis tipus 1se@a a la ceto-acidosi diabetica, una
de les complicacions diabetiques més greus i quegroprometre seriosament la vida
del pacient.
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El tractament de la diabetis tipus 1 consisteixdaasent en I'administracio d’insulina

humana recombinant per via exdgena durant la deska vida del pacient.

1.3.2 DIABETIS MELLITUS TIPUS 2@

A aquest tipus de diabetis també se l'anomena mlio-depenent ja que,
generalment, els pacients no requereixen de l'adiragié exogena d’insulina per

sobreviure.

La patogénia de la malaltia consisteix en unatessisa dels teixits periférics a I'accio
de la insulina. Les cel-lules beta pancreatiquesjuists pacients son funcionals i
secreten insulina adequadament, no obstant, gitstperiferics no responen a I'estimul
de la insulina. Consequentment, el pancrees d'&gymcients respon inicialment
secretant majors quantitats d’insulina per compefesansulino-resisténcia tissular,
essent aquest el motiu pel qual, molts d’aqueseptcsolen presentar concentracions
d’'insulina en serum més altes del que caldria espePosteriorment, aquesta
hipersecrecié compensadora pot acabar per esgatapécitat funcional de les cel-lules

beta i el pacient pot acabar requerint 'admin@&&xogena d'insulina.

Al contrari que la diabetis tipus 1, el debut d'esia es produeix a I'edat adulta,
generalment al voltant dels 40 anys i s’instaurdod®ma lenta i insidiosa fent que bona
part dels pacients siguin asimptomatics. Sol aas@& aquest tipus de diabetis a

obesitat, sedentarisme, dislipémia i hipertendiéria.

1.3.3 DIABETIS GESTACIONAL

La diabetis gestacional es defineix com qualseval gl'intolerancia a la glucosa amb

debut o primera deteccié durant els mesos d’emaras

Encara que la majoria de casos de diabetis gestdces resolen amb el part, la
definici6 també és aplicable en cas de que aquiiatzetis persisteixi després de
I'embaras. Aproximadament un 7% dels embarassaecamb diabetis gestacidffal

encara que aquesta xifra oscil-la d'un 1 a un 14%edent de la poblacié que

s'estudi&’.
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Tot i que ja es coneixia una relacio entre la diabmellitus plenament establerta i un
risc significatiu d’efectes adversos perinatalsfowfins I'any 2008 en que els resultats
d'un important estudi epidemioldgic internacidiatjue va involucrar més de 25.000
dones embarassades demostra que, tal i com janhswigerit estudis anteri&f%™
concentracions de glucosa en sang discretamerdadasytambé representaven un risc
tot i que menys greu que la diabetis mellitus plesat establerta. A més a meés, existeix
un problema afegit en el cas de la diabetis msliijestacional, i és que les dones que
I'hnan patit presenten un risc més elevat de dedepao diabetis mellitus tipus 2
posteriorment, aixi com els seus fills tenen mégwr de presentar obesitat, intolerancia

a la glucosa y diabetis cap al final de I'adolesé@i.

1.4 COMPLICACIONS DE LA DIABETIS MELLITUS
La persisténcia de concentracions elevades de gfdumo la sang dels pacients diabétics

porta a les complicacions de la diabetis. Les caraplbns de la diabetis es classifiquen

en agudes o croniques:

1.4.1 COMPLICACIONS AGUDES

Les principals complicacions agudes de la diabegdlitus son I'estat hiperglucemic
hiperosmolar i la cetoacidosi diabéti€d”. Ambdues sén complicacions greus i
constitueixen veritables urgencies mediques japqaken posar en greu perill la vida del
pacient.

1.4.1.1 CETOACIDOSI DIABETICA @

La cetoacidosi diabética és una de les complicacagudes més frequents que es
presenten en els pacients diabétics. Es presenfara@ més habitual en pacients
diabétics de tipus 1, essent, frequentment, |la fiestacié de debut de la malaltia en un
pacient. No obstant, també es pot presentar eergadiliabetics tipus 2 quan el déficit

d’insulina que pateixen és considerablement impétta
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En el cas de poblacio pediatrica en paisos desgpaisl la mortalitat associada a la
cetoacidosi diabética oscil-la entre el 0,15% L%3segons diversos estUtfi?. En

adults, les taxes de mortalitat oscil-len, seg@ssudi, en xifres al voltant de I'11%.

Generalment, la cetoacidosi diabética es déna esepcia d'un factor desencadenant.

Els més freqlients son:

Errors en la posologia de la insulina o deficiearhpliment terapeutic

- Infeccions
- Transgressio dietética
- Exercici fisic

- Estrés, ja sigui de tipus fisic (cirurgia, infargud de miocardi,...) 0

emocional.
- Malalties metaboliques
- latrogenia

De totes elles, les infeccions son el factor desdetant més important, seguides de

prop de problemes relacionats amb la insulinotarapi

Fisiopatologicament, la cetoacidosi diabética eslpeix, com ja s’ha esmentat, per un
deficit important d’insulina, ja sigui aquest ahgob relatiu. Aquest deficit d’insulina
comporta un augment brusc i molt intens de les eanacions de glucosa en sang
degut, per una banda a la una reduccio en I'enttadfucosa a les cel-lules i, per altra,
a un increment de la gluconeogénesi hepétity fruit de la impossibilitat de les
cel-lules de disposar de glucosa com a substragétiee ja que el fet que la glucosa no
pugui entrar a les cel-lules, I'organisme l'inteiarcom a déficit de glucosa circulant,
quan de fet n’hi ha en excés. Per altra bandaséiatia d’insulina augmenta la lipolisi
de triglicerids en teixit adipds i augmenta la prodd de cossos cetonics a nivell
hepatié®29)

La conjuncié d’aquests quatre factors (gluconeogjeaetivada, déficit d’utilitzacié de

glucosa circulant, augment de lipolisi i augment meduccié de cossos cetonics)
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provoca els dos signes cardinals d’aquesta enjw&t sén la hiperglucemia i la

cetoacidosf®.

L’augment de les concentracions de glucosa en darfgrma tan important, fa que es
superi el llindar renal de reabsorcié de glucosaeaipent glucosuria. Aguesta presencia
de glucosa en elevades concentracions en orinaigirodna diliresi osmotica que porta
a hipovolemia, pérdua d’ions sodi i potassi perifa i, eventualment, a shock
hipovolemic. A més, la hiperglucémia produeix ugraent en I'osmolaritat plasmatica

portant a deshidratacié cel-lular i, posteriormartom&>2":28)

El quadre clinic de la cetoacidosi diabéetica setaarar-se rapidament. El pacient sol
presentar polidria, polidipsia, asténia i més eadawomencar a manifestar nausees,
vomits i dolor abdominal. Un altre signe caractarien els pacients que pateixen
cetoacidosi diabetica és la preséencia de respideiussmaul. El grau de pérdua de
consciéncia és molt variable entre pacients, podetit: lar entre lleugera obnubilaci6 a

comd®®).

Les alteracions més importants en els examens atguibhica de laboratori que es

poden presentar en aquests pacients%31°
- Augment de les concentracions en sang de glucosa.

- Concentracions de cossos cetonics en sang, geeetalsuperiors a 5

mmol/L.

- Disminuci6 de les concentracions de bicarbonatéeans o plasma per sota
de 15 mmol/L.

- pH per sota de 7,3.

- Augment de la proporcié d’hemoglobina AHbA;,).

1.4.1.2 ESTAT HIPERGLUCEMIC HIPEROSMOLAR @

Aquesta complicacié aguda de la diabetis mellimisnés freqiient en malalts diabétics
de tipus 2. La patogéenesi d’aquesta complicacidaddiabetis es semblant al de la
cetoacidosi diabetica comentada anteriorment, tptei encara es desconeixen alguns

11
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trets fisiopatologics de la mateixa. Des del pum wdsta fisiopatologic, els
desencadenants son el deficit relatiu d'insulin@ctide la diabetis tipus 2 i una
insuficient reposicio de liquids.

Un altre tret remarcable és que, mentre que laatitatt associada a la cetoacidosi
diabética és relativament baixa (inferior al 5%) les xifres de mortalitat deguda a

I'estat hiperglicémic hiperosmolar, oscil-len altant de 1'1194¢:2%27:30-3%)

Degut a I'elevada concentracié sanguinia de glycagaesta comenca a ser eliminada
per via renal. No obstant, per mecanismes osmd&ielmina acompanyant la glucosa
una gran quantitat d’'aigua. Aquest fet porta a deglecio important de liquids

corporals i, consequentment, un estat hiperosmolar.

El pacient sol presentar polidria intensa i sigmes deshidratacié profunda amb
hiperosmolalitat plasmatica i hipotensio, taquie@sd trastorns de I'estat mental que

poden evolucionar de confusié mental i letargiama.

L’examen de laboratori revela concentracions decaga plasmatiques que poden
arribar a 55,5 mmol/L i hiperosmolaritat amb valgriee poden arribar a més de 350
mOsm/L. No sol presentar-se acidosi ni cetonenga as que es presentin (fet que pot
representar un solapament en el diagnostic difexerentre I'estat hiperglicemic
hiperosmolar y la cetoacidosi diabética), soleneedkeus. Contrariament al que
succeeix amb la cetoacidosi diabética, els pacmmtsolen presentar nausees, vomits,

dolor abdominal ni la tipica respiracio de Kussmaul

L’exit en el tractament de I'estat hiperglicemipéiosmolar, de la mateixa manera que
en la cetoacidosi diabéetica, requereix la corredeida deshidratacio, la hiperglicémia i

els desajustaments en I'equilibri hidro-electrolitiacid-base que presenta el pacient.
Aixi mateix, és necessaria la identificacio de cdrditats en els pacients que podrien

resultar en un pitjor pronostic en I'evolucié dakpent.

A la figura 5 s’exposa el mecanisme patogéenic japalicié de cetoacidosi diabética i
estat hiperglicémic hiperosmolar, en la que esopservar que ambdues complicacions

comparteixen trets bioquimics comuns.

12
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Figura 5: Patogénesi de la cetoacidosi diabética i I’estat hiperglicemic hiperosmolar. (Adaptat de:

Kitabchi et al, 2004. Refs. 16 i 24).

1.4.2 COMPLICACIONS CRONIQUES

A pesar de la gravetat de les complicacions agdedéa diabetis, aquestes es presenten,
afortunadament, de forma poc frequent. El princgaadall de batalla en el tractament i
adequat control metabolic de la malaltia, es basa\dtar, o, si més no, retardar
I'aparicid de les complicacions croniques de labdis, que apareixen tant en la
diabetis mellitus tipus 1 com tipus 2. Aix0 és deygue, des de fa decades es coneix la

implicacié de la hiperglicemia en la patogénesiedecomplicacions croniques.

Les complicacions croniques de la diabetis, soncjpalment vasculat§™“? i, segons
el calibre dels vasos afectats es classifiguenoenplicacions microangiopatiques o

macroangiopatiques. Les principals son:

Neuropatia diabética: Es la complicacié més fregiien
Retinopatia diabética.
Nefropatia diabetica.

i A

Vasculopatia periferica: També anomenada peu déabét

13
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5. Macroangiopatia diabética.
L’adequat control dels pacients diabétics de camvitar aquestes complicacions és
extremament important degut a que les complicacioasroangiopatiques, entre les
gue s’inclouen linfart agut de miocardi i els atmmts vasculars cerebrals, han

esdevingut algunes de les principals causes deangracients diabetics.

Com es desenvolupara més endavant, les elevadesntations de glucosa estan
directament relacionades amb I'aparicido d’aquestesplicacions, no obstant, no s’ha
pogut establir encara quins sén els mecanismexpéimlogics pels que s’estableix el

dany tissular responsable d’aquests problemes.

1.5 DIAGNOSTIC DE LA DIABETES MELLITUS

1.5.1 RESSENYA HISTORICA | RECOMANACIONS ACTUALS

Actualment, es disposa d'eines fiables per al diatia i cribratge de la diabetis
mellitus. Historicament, pero, 'examen de les @niacions de glucosa en els malalts
diabétics era tot un repte. De fet, durant moligsahinica eina de que disposaven els
metges per al control de la malaltia era la prdserexplicita de simptomes

d’hiperglucémia.

Abans de lany 1975, el control del pacient diabatonsistia de forma gairebé
exclusiva en la determinacié en orina de la prdaéde glucosa i de ceton&s™
Sovint, el principal objectiu d’aquest control etaenir informacio addicional, a part de
'anamnesi i exploraci6 fisica del pacient, per ailgr realitzar canvis en la terapia
emprada fins el moment per tal d’evitar o elimisamptomes d’hiperglucemia com la
polidria, la polidipsia o la polifagia, més quentasucceeix en I'actualitat, per assolir
objectius terapéutics concrets i eficd¢dsLes raons per les quals el control de les
concentracions de glucosa del pacient mitjancaselea determinacié en orina no €s

desitjable, s6n les seguidftg*45>%

- El llindar per a l'inici d’eliminacié de glucosa pdorina es situa a un
equivalent en concentracions plasmatiques d’apradament 10 mmol/L,
no obstant, existeix una important variabilitatenmdividual. A més, els

pacients amb anys d’evolucio de la malaltia podesgntar un llindar més
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elevat i en determinats grups poblacionals, cons melones embarassades,
aquest llindar pot disminuir considerablement.

- La concentracio de glucosa pot sobreestimar-sdraestimar-se en funcio
de la ingesta de liquids del pacient.

- El resultat de la determinaci6 no es correlacion# da concentracio
plasmatica mitjana de glucosa en el moment de d¢waprsind amb la
concentracié plasmatica des de I'Gltima miccié.

- Un resultat negatiu no distingeix entre hipoglu@meuglucémia o
hiperglucemia lleu o moderada.

- Les tires reactives per a detectar glucosa en agolen utilitzar una escala
patré de colors a partir del qual es compara ¢éargactiva problema (figura
6). Aquest fet les fa molt menys Uutils que els alstdispositius digitals amb
lectura per reflectancia.

- Existeixen diversos farmacs que poden interferidlesndeterminacions de
glucosa en orina.

- Existeix elevada imprecisié a concentracions baieeglucosa.

0
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Figura 6: Esquema d’una escala de colors per a I'estimacié de les concentracions de glucosa en orina

mitjangant tires reactives. (Font: http://www.confirme.com.br/es-es/faq).

Existeixen nombroses investigacions i proves dlieg] que referenden aquestes
limitaciond*>°2°% sempre tenint en compte que la determinacié deogh en orina

nomeés permet una estimacié grollera de les cora®@altrs de glucosa en el plasma i
gue no aporta informacioé sobre concentracions deogh per sota de la concentracié

llindar d’eliminacié renal, com a limitacions mésgortant&59:53-56)
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A partir de I'any 1975, van esdevenir grans camvisel control del pacient diabétic
mitjancant I'aparicié d'altres proves de laborat@gkguest canvis, van venir motivats,
principalment, per I'aparicié de proves objectivtks que les complicacions croniques
de la diabetis eren resultat d’un estat hiperglicégronic*.

Anys més tard, cap a mitjans de la decada de 388mn aparéixer proves per a la
mesura de proteines que havien sofert processglgcdeid y que podrien ser Utils per a
la determinacié del grau de control metabdlic gelsient§®. A més a més, es van
desenvolupar petits analitzadors que permetienpatsents autocontrolar les seves
concentracions sanguinies de glucosa mitjancarddestde tires reactives de quimica
seca utilitzant sang capil-{& (figura 7). D’aquesta manera, els professionatitaas
disposaven de proves que permetien un diagnostiatade la diabetis i es permetia,
amb els petits sistemes de quimica seca, que ienpas fes responsable del curs de la
malaltia i pogués controlar comodament les seveseartdracions de glucosa de forma
gue es disminuis la possible aparici6 de complicecdiabétiques.

Figura 7: Dispositiu per a I'autocontrol de les concentracions de glucosa mitjangant sang capil-lar.

Durant molt temps, el diagnostic de la diabetislimsl s’ha basat, de forma gairebé
exclusiva, en I'anamnesi i exploracio fisica dedipat i en la mesura al laboratori clinic
de les concentracions seriques o plasmatiquesudesd, ja fos a través de la mesura de
les concentracions de glucosa en deju o de la mektes concentracions de glucosa
amb la prova de tolerancia oral a la glucosa.

Els criteris basics de diagnostic per determirest#t diabetic del pacient consistien en:

1. Concentraci6 de glucosa en plasma en®&ji® mmol/L.
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2. Concentracio de glucosa en plasmal,1 mmol/L a les 2 hores d’'una prova de
tolerancia oral a la glucosa, després d’'una camlegéb g de glucosa anhidra dissolta en
aigua.

L’any 2010, la American Diabetes Association (ADAjye publica anualment els
estandards de diagnostic i tractament de diabetibtns, no havia considerat mai, fins
aleshores, la inclusié de la mesura de ’hemogbbiicada com a magnitud adequada
per al diagnostic de la diabetis mellitus. L’anyl@0 pero, 'ADA reconeix que mai
havia inclos la hemoglobina;Acom a criteri diagnostic degut principalment ananca
d’estandarditzacio dels métodes emprats per aviareesura. No obstant, els resultats
de mesura d’hemoglobing factualment estan essent altament estandardigdtsrda
que la comparacié de resultats entre laboratorima@s més satisfactofy). A més a
meés, una recent comunicacido emesa per un comixpetes després de revisar proves
epidemiologiques tan establertes com emer§&htsecomana la utilitzacié de les
mesures d’hemoglobina;Aper al diagnostic de diabetis mellitus, estatdmel punt de
tall en el 6,5%. Aquest valor correspondria a logtt mitjancant un metode certificat
per la NGSP (National Glycohemoglobin Standardmratrogram) i, per tant, seria un
resultat tracable als resultats de l'estudi deresiga DCCT (Diabetes Control and

Complications Trialf®®, descrit a I'apartat 1.6.1.

Existeixen nombroses avantatges de I'Us de la peapd’hemoglobina A respecte a
d’altres proves classiques com la determinacioesdecbncentracions de glucosa en
plasma o serum després d’'un dejuni de 8 horesla téterminacié de la concentracio

plasmatica de glucosa a les 2 h§féEntre aquests avantatges destaquen:

1. Estandarditzacié a nivell internacional a travésndimétode de referencia
d’elevada qualitat metrologica. Les mesures deteentracié de glucosa no

estan tan ben estandarditzades.

2. Tragables als resultats clinics dels estudis DCCUKPDS (descrits a
I'apartat 1.6).

3. Menor variabilitat biologica que la determinacio lés concentracions de
glucosa.

4. Menor inestabilitat preanalitica que la glucosa.
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5. No hi ha necessitat de que el pacient realitzi @jard previ a I'obtencio de

la mostra.

6. Relativament poc afectada per variacions agudedesleconcentracions

sanguinies de glucosa (estrés, malaltia,...).

Per a I'any 2010, I'ADA va publicar els seguenti$etis per al diagnostic de la diabetis

mellitug®®

1. Hemoglobina Ac > 6,5%. La mesura s’ha d’efectuar mitjancant un ch&to
gue hagi obtingut la certificacid que atorga la NRGE per tant, que sigui
tracable als resultats de I'estudi DCCT.

2. Concentracio de glucosa en plasma en gej0 mmol/L. Es defineix deju
com l'absencia d’'ingesta calorica, durant al mehores.

3. Concentracio de glucosa en plasmall,1 mmol/L a les 2 hores en el
transcurs d’'una prova de tolerancia oral a la glacha prova de tolerancia
oral a la glucosa s’ha d’efectuar segons descriDriganitzacié Mundial de
la Salut utilitzant una carrega de glucosa queicgut I'equivalent a 75 g de
glucosa anhidra dissolta en aigua.

4. Pacients que presentin simptomes classics dhipsgglia o crisi
hiperglicemica, en que es presenti una concentdeiglucosa en plasma
11,1 mmol/L.

En cas d’absencia d’hiperglicémia inequivoca, elteris 1, 2 i 3 requereixen la

repeticio de les proves.

Per il-lustrar I'evolucio dels criteris diagnostates la diabetis mellitus, a la taula seguent
(taula 1) s’exposa un resum historic d’aguestserisitsegons les publicacions de
I’ADA.
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Taula 1. Evolucid dels criteris diagnostics de diabetis mellitus en els ultims anys.

Hemoglobina No id. id. id. id. id. i i >6,5%
Al utilitzada
Glucosa >7,0 id. id. id. id. id. id id id
plasmaticaen  mmol/L
dej?
TTOG (2hy >11 id. id. id. id. id. id id id
mmol/L
Glucosa casudl  >11 id. id. id. id. id. id id id
mmol/L

% Resultat obtingut segons un métode tracablestdraa NGSP.
% Dejl entés com a abséncia d'ingesta caloricani@&ores.

% Aquest test s’ha de realitzar segons la deséripei la Organitzaci6 Mundial de la Salut (OMS)
mitjancant la ingesta d’una dissolucié de 75 gldeasa anhidra en aigua.

4 Juntament amb signes i simptomes d’hiperglicémia.

1.5.2 ALTRES PROVES DE CONTROL GLUCEMIC
1.5.2.1 PROVES DE CETONES EN ORINA

Tot i que, en l'actualitat, aquestes proves hanyiemolta importancia, la deteccié de
cetones en orina ha estat una eina important dumatittemps per a la monitoritzacio

de pacients diabétics, en particular, per al comretabolic de pacients amb diabetis
tipus 1°°1)

El fonament bioquimic de la utilitat d'aquestesva® és que la preséncia de cetones en
orina estaria indicant cetoacidosi, una de les dicamons classiques de la diabetis
tipus 1. Donat que la cetoacidosi es una complicague com s’ha comentat
anteriorment, suposa una veritable urgéncia medserja atil controlar les

concentracions de cossos cetonics en orina.

Cal tenir en compte, pero, que les proves de ceteneorina no son fiables ni per al
diagnostic ni per al seguiment del tractament deelaacidosi establefta®® Encara

gue els acids acetoaceti@-hidroxibutiric es reabsorbeixen al tabul renal &eves
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concentracions en orina sovint excedeixen enormefhesnseves concentracions en
sang, per tant, no es podria basar el diagnosticetizacidosi en la determinacié de
cetones en orina. Cal afegir també que, durargdaperacié de la cetoacidosi, es poden
detectar cossos cetonics en orina molt temps desf@éjue les concentracions dels
mateixos hagin baixat per sota de les concentracoue es troben en estats de

cetoacidost®.

1.5.2.2 PROTEINES SERIQUES GLUCOSILADES

De la mateixa manera que la proteina hemoglobinalesosila, altres proteines

presents a la sang segueixen aquest procés dsilgiid.

L’albumina glicosilada fou una de les proteinedesnquals es va centrar certa atencio
com a possible alternativa a I'hemoglobina gluemkil El recanvi de l'albumina
humana en sérum és més curt degut a la menor vitia whe [lalbumina,
d’aproximadament 14 dies, enfront els 120 diesida mitja de l'eritrocit, per tant, ja
no ofereix un interval de temps de control tan aropin la hemoglobina glucosilada.
No obstant, la mesura d’albimina glucosilada (in¢ambé s’ha demostrat, del total de
proteines glucosilades en serum) es correlacionanti® la proporcié d’hemoglobina
glucosilada. Per aquest motiu s’havia suggerimésura de proteines glicades, com a
possible alternativa per al control rutinari de ¢descentracions de glucosa en pacients
diabétic§?"®. No obstant, la utilitat clinica de la determiréade proteines glucosilades
en serum, diferents de I'hemoglobina glucosilada, ha estat ben establert i no
existeixen proves concloents que les relacionin Ewslxomplicacions croniques de la
diabeti€?. No obstant, alguns estudis relativament receats froposat I'albiimina
glicada com a millor biomarcador que 'hemoglobgi@ada per al control metabolic a
curt termini, sobretot per a la prediccio del ribe complicacions vasculars de la

diabetis mellitu€?.

1.6 ESTUDIS DCCT | UKPDS
Els estudis DCCT (Diabetes Complications ContraklJf? publicat I'any 1993, i

UKPDS (United Kingdom Prospective Diabetes St{fdy)publicat I'any 1998, van ser
dos estudis clau en l'estudi del tractament delgpaadiabetic. Ho van ser per dos

motius fonamentals. El primer de tots, que tot & gthavia observat en nombrosos
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estudis epidemiologics i en estudis utilitzant niedanimals previs al DCCT i
UKPDS®*®) que les elevades concentracions de glucosa en examgdirectament
responsables de I'aparicié de les complicacionsulass de la diabetis, mai fins llavors
cap estudi clinic havia demostrat clarament I'efdmtneficios del tractament intensiu
de la diabetis sobre I'aparicié de les esmentadewmlicacion§°°?. Un segon motiu és
que, mitjancant aquests estudis, es va propodaeneglobina A. com el patré or a
I'hora de definir el control metabolic dels pacenestablir el risc que té un pacient de
desenvolupar alguna de les complicacions cronighesontinuacio, s’exposen les

caracteristiques i resultats d'ambdés estudis.

1.6.1 ESTUDI DCCT®?

L’estudi DCCT es va portar a terme als Estats Uauitd pacient diabetics de tipus 1.
Fou un estudi multicentric aleatoritzat dissenygeeificament per comparar els efectes
de la terapia convencional de la diabetis enfroiat terapia intensiva sobre I'aparicié de

complicacions croniques.
Es van reclutar 1441 pacients diabétics tipus b el segiients criteris:

1. Dependencia d’insulina objectivada mitjancant detle secrecio de peptid-
C

2. Edat entre 13139 anys

3. Absencia d’hipertensio arterial i hipercolesterakm

4. Complicacions diabetiques greus
D’aquests 1441 pacients es van obtenir dues cohorts

1. 726 pacients amb diabetis tipus 1 de 1 a 5 anyslliei6 amb abséncia de
retinopatia a I'inici de I'estudi i excrecié d’albiina en orina inferior a 40
mg/dia. Aquesta cohort fou la de prevencio primaria

2. 715 pacients amb diabetis tipus 1 d’'un a 15 angsallicio, retinopatia no

proliferativa lleu a moderada i excrecio d’albumademenys de 200 mg/dia.

Tots els pacients es van assignar aleatoriamesglarderapia intensiva o convencional

previ consentiment informat.
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La terapia convencional consistia en:

1. Una o dues injeccions diaries d’insulina

2. Autocontrol de les concentracions de glucosa eg sanrina

3. Mesures higienico-dietétiques: Alimentacié adequagi@ctica d’exercici
fisic,...

4. No s’incloien de forma usual ajustos en la dosidgilina
La terapia intensiva consistia en:

1. Administracié d’insulina tres 0 més vegades al mhigjancant injeccié o
bomba externa

2. Autocontrol de les concentracions de glucosa eg saimenys 4 vegades al
dia.

3. Ajustos de la dosi d’insulina segons els result#sl’autocontrol de les
concentracions de glucosa en sang

4. Mesures higienico-dietetiques amb exercici fisic

Els objectius amb el tractament convencional fo@rséncia de simptomes atribuibles
a la hiperglucemia, abséncia de cetondria, mantatimd’'un creixement i

desenvolupament normal i manteniment del pes ideal.

En quan al grup amb terapia intensiva, els objsdtten concentracions de glucosa en
sang preprandials de 3,9 a 6,7 mmol/L, concentngcide glucosa postprandials
inferiors a 10 mmol/L, una concentracio de glucages tres de la matinada de més de

3,6 mmol/L i una proporcié d’hemoglobina/Amesurada mensualment, inferior al 6%.

En els resultats, cal esmentar en primer lloc dalssrvaren importants diferéncies
entre els dos tipus de tractament en quant a leccgn de la proporciéo d’hemoglobina
A1, essent els pacients que rebien terapia intem$svgue més aconseguien reduir la
seva proporcié de forma significativa. De fet, cesrpot veure a la figura 8, els pacients
gue van estar sota terapia convencional no mostrame conjunt, reduccié de la
proporcio d’hemoglobina A. Aquest fet representa un dels punts de partida mé
importants per aquest treball ja que, a partir tksta dada, resulta plausible relacionar
la mesura de la proporcié d’hemoglobina. Amb I'estat clinic i el pronostic dels

pacients. Es a dir, es disposa d’una prova de datdrobusta que ens permet saber de
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forma extremament fiable quin és el control metabdél pacient i quin és el seu risc

posterior de patir complicacions.
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Figura 8: Diferéncia en la proporcié d’hemoglobina glicada entre la cohort en tractament convencional

i la cohort en tractament intensiu. (Adaptat de: The DCCT Group 1993, ref. 74).

El seguiment dels pacients es va efectuar duraatmitjana de sis anys i mig i,
principalment, es va monitoritzar I'aparicio i laogressio de retinopatia, encara que
també es van controlar altres variables com nefiimpaeuropatia i complicacions

macrovasculars.

Els resultats de I'estudi van permetre concloure elutractament intensiu en pacients

diabétics tipus 1 permet retardar I'establimernéntr la progressioé de retinopatia.

A més a més, també es reduia el risc d’albumindriecroalbuminuria. A la cohort de
pacients en prevencié primaria, s'observa que nstiex diferencies estadisticament
significatives entre el seguiment de tractamenensiu 0 convencional sobre la
incidencia d’excrecié d’albumina superior o iguaB@ mg/24 hores. En el cas de la
cohort sotmesa a intervencié secundaria, si quegaaspoder observar diferéncies
estadisticament significatives en la incidencia nadada d’excrecio d’albumina
superior a 300 mg/24 hores segons si els pacietignr tractament intensiu o

convencional.

A la figura 9, es pot observar clarament I'avardgatdinic del tractament intensiu

enfront del convencional en la incidéncia acumuld@dbumindria, mentre que a la
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figura 10 es pot observar la mateixa corba, per@leras de la cohort d’intervencio

secundaria.
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Figura 9: Diferéncies en la incidencia acumulada d’excrecié d’albimina en la cohort de prevencié
primaria segons recepcié de tractament intensiu o convencional. La linia continua indica excrecié

d’albumina = 40 mg/24 hores i la discontinua = 300 mg/24 hores. (Font: The DCCT Group 1993, ref. 74).
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Figura 10: Diferéncies en la incidéncia acumulada d’excrecié d’albuimina en la cohort d’intervencié
secundaria segons recepcié de tractament intensiu o convencional. La linia continua indica excrecié

d’albumina 2 40 mg/24 hores i la discontinua = 300 mg/24 hores. (Font: The DCCT Group 1993, ref. 74).

La capacitat del tractament intensiu en la redudel desenvolupament de neuropatia
suggereix que aquesta es podria prevenir, tal ie@mostra a la figura seguent (figura

11), en la qual es mostra el clar avantatge cleictractament intensiu de la diabetis
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respecte el tractament convencional per tal degmieles complicacions neurologiques

de la malaltia.

40

35

30

25

B Terapia intensiva
B Terapia convencional

20

15 A

10 4

% de pacients amb anormalitats

Exploracié Estudi nervis Estudi Conducci6
neurologica autonoms nerviosa

Exploracié realitzada

Figura 11. Comparacio del percentatge de pacients amb anormalitats en I'exploracié neurologica, en
estudis dels nervis autonoms i en estudis de conduccié nerviosa entre els grups de pacients amb

terapia intensiva i terapia convencional. (Adaptat de: The DCCT Group 1993, ref. 74).

En el cas de la malaltia macrovascular, degut smbee que els pacients inclosos a
I'estudi eren relativament joves, la possibilita determinar diferencies relacionades
amb el tractament en les taxes d’aparicié d’aqtipss de complicacions era limitada.

Es aquest ultim, un dels motius pel qual es varpesamarxa posteriorment I'estudi

UKPDS, ja que calia avaluar aquest risc en unageabimés adequada, ja que I'edat
podia ser un factor que esbiaixés els resultatyud'st risc.

A la figura 12, es mostra clarament un dels priasipesultats de I'estudi DCCT. Es pot
observar com, a mesura que augmenta la proportiémiiglobina glicada en els

pacients, també augmenta la progressio de retiaogiabetica.
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Figura 12: Progressio de retinopatia en funcié de la proporcié d’hemoglobina glucosilada. (Adaptat de

The DCCT Group, 1993, ref. 74).

La pregunta sobre si la reduccié de la concentrdei@lucosa era responsable dels
beneficis de la terapia intensiva i si es podiagass un objectiu de control glicémic
gue redueixi el risc de complicacions croniquesnimitzi el risc d’hipoglucémia no es
va poder respondre de forma directa. No obstantaemalitzar la relacié entre la taxa
de desenvolupament de retinopatia amb I'exposicftes concentracions de glucosa,
mesurada com a proporcié d’hemoglobina glicada.etectuar aquest analisi, es va
poder concloure que el risc s'incrementava de focorinua amb I'increment de la
proporcio d’hemoglobina 4. Per altra banda, el risc d’hipoglucemia s’incrataga a

mesura que disminuia la proporcié d’hemoglobina A

Aquest estudi, va representar la confirmacio queraetament intensiu de la diabetis
mellitus era fonamental per a la prevencié de tespticacions de la diabetis i s’obria
la porta a les mesures d’hemoglobina glicada cqmated or per al control metabolic

dels pacients.

Aixi mateix, tot i que I'estudi va incloure noméacgents diabétics tipus 1, s’esmentava
que aquestes mateixes conclusions podrien éssdevder a pacients amb diabetis
tipus 2, tal i com ja apuntaven dades d’altresdesttAquestes hipotesis esperaven la

confirmacié que va oferir I'estudi UKPDS.
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1.6.2 ESTUDI UKPDS®?

L’estudi UKPDS fou I'estudi equivalent al DCCT, ema que aquest fou desenvolupat

sobre pacients diabétics de tipus 2.

Aquest estudi es basava en hipotesis similars &TDQ@ue la millora en el control de

les concentracions de glucosa és beneficiosa de &aprevenir I'aparicid de les

complicacions croniques de la diabetis. No obstamtaquest cas es va voler estudiar

més a fons l'impacte del tractament intensiu erpdi@id de complicacions

macrovasculars ja que, com s’ha mencionat anteeiotml’edat dels pacients va

impedir poder extreure conclusions al respectéestudi DCCT.

Per a aquest estudi es van reclutar 3867 pacieocghtment diagnosticats de diabetis

tipus 2 amb una mitjana d’edat de 54 anys i una@utnacio de glucosa en sang en deju

de més de 6 mmol/L.

Els principals criteris d’exclusio foren:

© © N o o0 b~ w0 DNPRE

Cetonuria major de 3 mmol/L.

Concentracio de creatinini en sérum superior aiibI/L.

Historia d’infart de miocardi en els 12 mesos psevia inclusio a I'estudi.
Presencia d’angina o insuficiencia cardiaca.

Patir de més d’un tipus de malaltia vascular.

Retinopatia que requeris tractament amb laser.

Hipertensié arterial maligna.

Malalties endocrines no clinicament controlades.

Professions incompatibles amb tractament amb mesuli

Els pacients van ser distribuits aleatoriament es drups que es descriuen a

continuacio, i segons es mostra a 'esquema dgueaf13:

1.

Grup de tractament convencional: L’'objectiu en atjggup era aconseguir
una concentracié de glucosa en plasma en dejdanfarl5 mmol/L i el

tractament dels quals consistia en dieta. Molts gaktients van tenir en el
transcurs de l'estudi concentracions plasmatiques gtlicosa en deju
superiors a 15 mmol/L, motiu pel qual van ser sdatiament aleatoritzats a

seguir un tractament amb sulfonilurea o insulinanenys que el pacient
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patis de sobrepes, situacidé en la qual se’ls assigriractament amb

metformina.

2. Grup de tractament intensiu: L'objectiu en aquesipgera aconseguir
concentracions plasmatiques de glucosa en dejéiardea 6 mmol/L i, en
pacients tractats amb insulina concentracions éniré mmol/L. El grup de
tractament convencional es dividia en dos bracasgde tractament amb

sulfonilurees i un altre de tractament amb insulina

ﬁ 3867 pacients indosos en rando mitzacio %

2729 entractament
intensiu. Objectiu: <6

1138 en tractament
conven do nal. Ob jectiu: <

15 mmol/L 1573 mmol A
1 su lfonilurea
702 ensegona J. 615 in:;::ji?'la
rand omitzacié desp rés 788 I 170 glipizida glibenclamida
d’ hip erglucémia clorpropamida
370 | 259 insulina
sulfonilurea
268 varen requerir 339 varenrequ erir
73 addicié de metfo rmina addicié d’insulina
metformina

Figura 13: Esquema del disseny i aleatoritzacié de pacients a I’estudi UKPDS. (Adaptat de: The UKPDS

Group, 1998, ref. 75).

S’estudiaren diverses variables per a analitzaxistien diferéncies entre els resultats
fruit de seguir un tractament convencional o uotén@ent intensiu, entre elles malalties
cardiaques (infart de miocardi, angina de pitnegessitat d’amputacio, insuficiencia

renal i problemes oftalmologics (retinopatia diaksetcataractes,...).

Després d’'un seguiment dels pacients de 10 anysitflna, es va poder establir que la
proporcié d’hemoglobina 4 es va reduir en un 11% en el grup de tractaméensiu
respecte al grup de tractament convencional. Eldéspatir complicacions croniques de
diabetis es va reduir significativament en el gdg tractament convencional. No
obstant, en avaluar l'efecte del tractament intensiobre les complicacions

macrovasculars no es va observar diferencia elstigios tipus de tractament.
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Per tant, es va poder concloure que una reducciol'ldéo en la proporcio

d’hemoglobina s’associa a una reduccié del rispateé complicacions croniques de la
diabetis, en altres paraules, semblava que mantaniproporcid6 d’hemoglobina
glucosilada per sota del 7% seria un bon objeetiapieutic.

Les conclusions que s’extreuen d’aquests dos essdai inequivoques. En primer lloc,
la diabetis €s una malaltia que cal tractar-laateé intensiva des del seu diagnostic
per evitar un increment en la morbiditat i mortdld’aquests pacients. Per altra banda, i
centrant-nos en el tema del treball, es defindiertioglobina glicada com una prova
que permet establir quin es el control metabolit mhient i aixi poder establir
objectius de control metabolic.

Cal tenir en compte un fet molt important, clauetdesenvolupament d’aquest treball.
La tracabilitat d’'un resultat de laboratori d’hertadzina glicada Acals resultats clinics

qgue es deriven d’aquests dos estudis, només aggliizar si els instruments emprats
son comparables als utilitzats en aquests trebadis,tant, cal que estiguin calibrats

segons I'esquema NGSP.

1.7 PAPER DE LA HIPERGLUCEMIA EN LES COMPLICACIONS DE LA
DIABETES

Com s’ha descrit anteriorment, sembla evident daeginent de la concentracié
plasmatica de glucosa esta directament relacioaadales complicacions diabetiques.
No obstant, encara no es coneixen perfectamenimetsanismes que relacionen la
preséncia hiperglucémia amb les complicacions que®>. Aquest fet és d'una
importancia clau, ja que el coneixement dels maoca@s bioquimics de dany cel-lular
de forma detallada, permetria facilitar el deseapainent de nous agents terapéutics

contra la malaltia.

Per explicar aquesta relacio, entre concentrac@bmsdes de glucosa en sang i dany
bioquimic i cel-lular, s’han proposat diferentsdigsis:

1. Teoria del sorbité”: Aquesta teoria, proposada fa més de 30 anysidapl
a grans trets, que en teixits no dependents dimsul elevades
concentracions de glucosa afavoririen la via deld'sa reductasa. Aquesta
alteraci6 en l'activitat de l'aldosa reductasa nenté lloc a elevades

concentracions de glucosa ja que €s un enzim da ldinitat per ella. En
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experiments amb models animals, en els que salopa artificialment un
augment molt important de les seves concentraailenglucosa, s’activa
aqguesta via bioquimica produint-se sorbitol com @dpcte final.
L’increment de sorbitol sembla afectar el metalodisenergétic cel-lular i la
integritat de la membrana cel-lular entre d'alth@scions. Esta demostrat
que increments en la concentracio de sorbitol,eterohinats teixits, podrien
resultar en canvis osmotics. Aquest sembla éssareehnisme bioquimic
qgue explicaria la formaci6é de cataractes i el damya conduccié nerviosa
que causaria, en darrer terme, neuropatia. Perocdesequéncies de
I'activacio de I'aldosa reductasa no es limitergaestes anomalies. L'aldosa
reductasa utilitza NADPH per a la transformaciolalglucosa en sorbitol.
Aquesta deplecio en les reserves de NADPH es trestueen una menor
disponibilitat del mateix per a dues vies metah@& de gran importancia.
En primer lloc, es disposaria de menys glutatiuitedPer tant, el fragil
equilibri bioquimic entre agents oxidants i antdaits, es veuria decantat
cap a la banda dels oxidants. En segon lloc, lacad en la disponibilitat de
NADPH representaria una reduccié en la via de sirde I'0xid nitric a
partir d’arginina. Aquest podria ser un dels mesaw@s subjacents en
I'aparici6 de complicacions vasculars, ja que etcdas en la produccio
d’aquest agent vasodilatador podria promoure vamsdocié i menor
irrigacié sanguinia a determinats tei®fts Una dltima consequiéncia de
I'activacio d’aquesta via seria 'augment de NADHrigat del consum de
NAD" en la via de metabolitzaci6 del sorbitol a fruato&quest augment en
el NADH, seria interpretat per I'organisme com umpoxia. En realitat, a
aquest fenomen se I'anomena pseudohipoxia, ja gistelx una bona
ventilacid alveolar i l'intercanvi de gasos i I'gfitament de I'oxigen als
teixits son satisfactoris. No obstant, s’inicia dartida de piruvat de la
mitocondria i la seva transformacié en 188t A la figura segiient (figura

14) es mostra un esquema de la bioquimica de fia téel sorbitol.
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Figura 14: Ruta metabdlica del sorbitol i implicacions en la fisiopatologia de la diabetes mellitus.

(Adaptat de Guglucci, 2000, ref. 85).

2. Modificacié de l'activitat proteina cinasa C: Contacions elevades de
glucosa porten a una modificacié de l'activitatldeproteina cinasa C. La
proteina cinasa C, regula diverses funcions vasculaitjancant la
modulacié d’activitats enzimatiques com la de Isfdbpasa A2, 'ATPasa
Na/K o intervé en I'expressid de determinats gense godifiquen
components de la matriu extracel-lular i proteir@mtractils. Quan
I'activitat de la proteina C no esta correctamegutada, algunes de les
anormalitats vasculars que apareixen inclouen saemi el flux sanguini
renal i retind?®. A més, la hiperactivitat de la proteina cinasse@sibilitza
les cel-lules musculars llises als agents vasocoioss i als factors de
creixement, apareixent hipertensio i, posteriormglaiques d’ateroma.

A la figura seguent (figura 15) es mostra un diagrae flux que il-lustra la
sequéncia d’'esdeveniments que porten a una intarctivitat de la

proteina cinasa C.
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' ENTRADA DE GLUCOSA AUGMENT DE LA
A LES CEL-LULES FORMACIO DE
SORBITOL
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ACTIVACIO DISMINUCIO /

INADEQUADA DE — DIACILGLICEROL
PROTEINA QUINASA C

Figura 15: Elevades concentracions de glucosa i cascada d’efectes que condueixen a elevacié de

proteina cinasa C i disfuncié d’ATPasa Na'/K". (Adaptat de: Guglucci 2000, ref. 85).

3. Glicosilacié de macromolécules: La presencia da&f®s concentracions de
glucosa produeix la glicosilacio de macromoléculed’organisme i aquesta
modificacié quimica pot afectar a la seva funciét Tque I’hemoglobina
fou una de les primeres proteines per a les queaedescriure la seva
glicacid®®, aquests processos de glicacio, tal i com s’haodeat en estudis

previs, pot afectar a quasi qualsevol proteina.

1.8 HEMOGLOBINA GLUCOSILADA
Com s’ha comentat en l'Gltim punt de l'apartat aiote la presencia d’elevades

concentracions de glucosa a I'organisme afavore&eas glucosilin macromolécules de

I'organisme.

Les reaccions de glucosilacio es coneixen des dedades. De fet, es van descobrir per
Maillard I'any 1912'°% en estudiar certs processos quimics que succeigeterminats
aliments. Maillard va descobrir que els sucresaieaen de forma no enzimatica amb
un ampli ventall de proteines per a formar uns petes anomenats de glucosilacio

primaria, fructosamines o productes d’Amadori.
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En els humans, també es produeix el mateix prooéwig de glucosilacid que va
descriure Maillard per als aliments. La primera roawlécula de I'organisme per a la
gue es va demostrar aquest procés de glucosilagibhiemoglobina, encara que molts
estudis han demostrat que els processos de gliosidjue sofreix I'hnemoglobina,

afecten a practicament qualsevol prot€fha

Tal i com s’ha descrit en apartats anteriors, I'bglobina glucosilada, a partir de les
conclusions obtingudes en els estudis DCCT i UKPD@, revolucionat la
monitoritzacio de la diabetis per part dels prafesss sanitaris esdevenint la pedra

angular en I'avaluacié del control metabolic dedsipnts diabétics.

En humans adults sans, I'hemoglobina consisteix aproximadament un 97%
d’hemoglobina A, un 2,5% d’hemoglobina Ai un 0,5% d’hemoglobina F o
hemoglobina fet&*'°) Sj s'efectua una separacié de I'hemoglobina pétodes
cromatografics, hom pot observar diversos pics meedins la fracciéo d’hemoglobina A
identificats com a hemoglobina; AAquesta hemoglobinajAinclou diverses formes
d’hemoglobina glucosilada que s’han identificat chemoglobina A, hemoglobina
A1p | hemoglobina A.. Aquesta nomenclatura es va establir segons Eoedr que
eluien emprant tecniques cromatografiques aquasssfraccions de I'hemoglobina
A9 A la figura seguent (figura 16) es pot observar imatge tipica d'un
cromatograma on s’observa la separacié de lesediferfraccions d’hemoglobina
glicada. La identificacié de la substancia es tzala través del seu temps de retencio i

la seva quantificacio en funci6 de I'area de piccdenponent considerat.

HbF

Hbalc

T T T
2,00 4,00
Minutes

Figura 16: Cromatograma on es mostren les diferents fraccions d’hemoglobina en sang humana.

La produccié de tres fraccions d’hemoglobina glecass deu a que dins la propia

molecula d’hemoglobina existeixen nombrosos pungés @n, potencialment, pot
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produir-se la glucosilacié. Un dels punts per onnialecula d’hemoglobina pot
glucosilar-se facilment és la zona corresponentreggdus valina N-terminal de les
cadenes alfa i beta que conformen la molecula. flargpae aquest és el punt majoritari
per on pot glucosilar-se 'hemoglobina, també exxsn altres punts de glucosilacié
secundaris com, per exemple, el residu lisina eic@o8 respecte I'extrem N-terminal

de la cadena bétg1%)

L’hemoglobina A, és la principal forma d’hemoglobina glucosiladge s troba en

humans.

1.8.1 DEFINICIO QUIMICA

L’hemoglobina glucosilada es defineix com I'adduettable de la glucosa i el grup
amino N-terminal de la cadena beta de 'hemogloBigid’*°®

1.8.2 NOMENCLATURA | UNITATS @0
Quimicament, ’hemoglobinaArep el segient nom: N-(1-deoxifructosil)hemoglabin

Un document preparat pel Comité de Nomenclatumapiftats i Unitats IFCC-IUPAC
(C-NPU; Commitee on Nomenclature, Properties antskinternational Federation of
Clinical Chemistry and Laboratory Medicine-Intelinaal Union of Pure and Applied
Chemistry) que ha estat aprovat per les societat®mals afiliades a la IFCC, proposa
el nom sistematic per a anomenar 'hemoglobinaggileda com:

» Cadena beta de ’hnemoglobina(Safy-(1-desoxifructos-1-il)cadena beta de

I’lhemoglobina.

Tot i la idoneitat d’aguest nom, el document nomeé®mana el seu Us quan aquest es
refereix a hemoglobinaAmesurada especificament amb el metode de refardada
IFCC. No es recomana el seu Us quan I'hemoglobig@#®mesura mitjancant metodes
de mesura de rutina al laboratori clinic ja queesenesura especificament hemoglobina

A1 (veure apartats posteriors).
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Els resultats de mesura d’hemoglobina. A’informen com el quocient entre la
concentracié d’hemoglobinaAi la concentracié d’hemoglobinagfen forma de
percentatge, d’aquesta forma és com s’expressemesistats obtinguts segons els
sistemes d’estandaritzacid suec, japones i nordiameNo obstant, la IUPAC
recomana que les unitats emprades en la mesuranaghebina Ac mitjancant el
metode de referéncia o metodes calibrats de faiagalile al meétode de referéncia de la

IFCC siguin milimols d’hemoglobinaAper mol d’hemoglobina A(mmol/mol).

1.8.3 FORMACIO DE L'HEMOGLOBINA GLUCOSILADA “¥

La reaccid de la glucosa amb I'hemoglobina per ranés hemoglobina glucosilada

transcorre en diverses etapes.

La primera etapa és la formacié d'una base de fSthitbase de Schiff es forma a partir
de la reaccio dels grups funcionals aldehid, appeala molecula de glucosa, i el grup
funcional amina, aportat per la cadena beta denldgtobina (figura 17). La reaccio del
grup carbonil amb el grup amino forma un productermedi de reaccié anomenat
hemiaminal. Els hemiaminals de les amines primadem és el cas de la formacié
d’hemoglobina A, es deshidraten amb molta facilitat donant llognadoble enllag

carboni-nitrogen, grup funcional anomenat imina.

R
0 N
J\ + NHR — R, Sl /]|\+ H,0
Ry Ry Ry R

Cetona Amino Hemiaminal Base Schiff

Figura 17: Mecanisme quimic de la formacié de la base de Schiff. S’observa la formacié de
I’hemiaminal, a partir de compostos amb grup funcional ceto i compostos amb grup funcional amino,

com a espeécie quimica intermeédia i posterior deshidratacio.

La formacio de les imines és reversible, és a uiér lg condensacio que te lloc entre la

glucosa i la valina (residu que aporta el grup anipot anar en sentit contrari.
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L’hemoglobina glucosilada formada en aquesta p@metapa, estrictament, és
hemoglobina A, pero se lI'anomena fraccio labil degut, precisameh caracter

reversible d’aquesta primera reaccio.

La base de Schiff, pot seguir una série de prosesgdmics que transformaran
I’'hnemoglobina A. en una molécula més estable i que formara la iragstable de

I’'hemoglobina A..

Per a formar la fraccio estable, la base de Scéiffreix un procés quimic anomenat
reordenacido d’Amadori (figura 18). Aquesta reac@mb un equilibri molt desplacat
cap a la formacié de productes, forma una cetoaestable que es considera la fraccio

estable de 'hemoglobina glucosilada.

o A i § H R— II\LTI
R—NH=C—H e e
Hc_lj —OH ((l.“,l:— OH (|:H2
20 X | | |C=O
B: (CleOH)‘a Reordenament (CIHOH)3 Tautomeria (CHOH)3
Base CHQOH d’Amadori CHon ceto-endlica CH;’, OH
Base de Schiff 1,2-enol Fructosamina

Figura 18: Reordenament d’Amadori a partir d’una base de Schiff per formar la cetoamina

(fructosamina) estable en el residu valina N-terminal de la cadena beta de ’hemoglobina.

1.8.4 SIGNIFICAT | UTILITAT CLINICA DE L'HEMOGLOBIN A
GLUCOSILADA

La formacié de I'hemoglobina glucosilada, com toles reaccions quimiques, esta
subjecta a la Llei d’Acci6 de Masses. Per tantiolanacié d’hemoglobina A estara

tant més afavorida com major sigui la concentrdei@lucosa en la sang del pacient.

La glucosa pot travessar lliurement la membran#iediérocit, per tant, com més alta
sigui la concentraci6 de glucosa en lI'ambient emqehl es troba I'eritrocit, més

afavorida es veu la formacié d’hemoglobing.A

L’eritrocit té una temps de vida mitja aproximat 420 dies. En quan ha tingut lloc la

reordenacio d’Amadori, I’hemoglobina;Aromandra durant tot el temps de vida de
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I'eritrocit. Es per aquest motiu que I'hemoglobida. reflecteix de forma forca

aproximada les concentracions de glucosa en ladanzacient.

Com s’ha esmentat en l'apartat de diagnostic deidaetis mellitus, la proporcio
d’hemoglobina A, ja és actualment criteri diagnostic de la malalRer altra banda,
des de la publicacié dels estudis DCCT i UKPDS,nlasura de la proporcid

d’hemoglobina A; s’ha emprat fonamentalment per al control metalugdis pacients.

Les guies cliniques actuals fan les seglents ratacitns respecte la utilitzacié de la

mesura d’hemoglobinasAper al control del tractament de pacients diab&tic

1. Efectuar la mesura d’hemoglobina;cAalmenys dues vegades l'any en
pacients que assoleixen els objectius de tractamésrten un control de les
concentracions de glucosa estable.

2. Efectuar la mesura d’hemoglobina.Arimestralment en aquells pacients als
guals se’ls ha canviat el tractament o no assalei@ks objectius de

tractament.

L’actual objectiu de control metabolic dels pacsentiabéetics esta establert en un
percentatge d’hemoglobina ;A del 7% (segons calibracié tracable a I'esquema
d’estandarditzaci6 NGSP) de forma general i esmac@ un canvi de tractament en
aquells pacients que superen o igualen un 8%. Ltérval de referencia de
I’'hnemoglobina A; esta establert en xifres del 4,0 al 6,0%. Cal nogac, pero, que
aquestes xifres s’han extret dels estandards deamnant publicats per 'ADA l'any
2010 i estan basats en meétodes tracables al sistes@andarditzacié nord-america
NGSP. Agquestes xifres poden variar significativaire@ygons el sistema pel qual esta

estandarditzat el sistema de mesura erfiprat

1.8.5 METODES DE MESURA DE L'HEMOGLOBINA A 4.

Existeixen diferents metodes per a la mesura d’lggsbtna A i aquests metodes
s’han basat, fonamentalment en les caracteristiigigaes o quimiques de les diferents

espécies, glucosilades o no, de I'hemogldbifta

1. Diferéncies en la seva carrega eléctrica
2. Diferencies estructurals
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3. Diferencies en la reactivitat quimica

A continuacid, es mostra un resum dels metodesnsdgocaracteristica fisico-quimica

de I'hemoglobina A que aprofiten:

» Diferéncies en la carrega

o Electroendosmosi en agar

o Electroforesi en gel d’agarosa

o Cromatografia d’intercanvi ionic

o Cromatografia liquida d’alta resolucié (HPLC)
» Diferencies en I'estructura quimica

o Cromatografia d’afinitat

0o HPLC d'afinitat

0 Immunoassajos

Un dels fonaments de la separacié és que la uni@admolécula de glucosa a
I'aminoacid valina N-terminal de la cadena betal'tiemoglobina resulta en una
lleugera diferencia en la carrega de I'hemoglobia respecte a I'hemoglobina no
glucosilada. Aquest fet, produeix un canvi en el gatro de migracio en el marc d’'un

camp eléctric o una resina d'intercanvi ionic, feassible la seva separdid.

En el cas dels canvis en l'estructura quimica sffen per a fer reaccionar la molécula
amb un reactiu, sigui aquest un suport de fasda@er a cromatografia 0 un anticos

que reaccioni especificament amb algun punt deolacula.

A la década de 1958? ja es van descriure els primers métodes per aparaci6 de
fraccions minoritaries d’hemoglobina. Aquests mémdoero, eren extraordinariament
laboriosos. No fou fins 'any 1971, que Trivellicol-laboradors desenvoluparen una
tecnica de separacio la qual emprava columnes eddamvi cationic curtes.
Posteriorment al seu pas per la columna, les fvrascseparades eren quantificades

mitjancant espectrofotometria a una longitud d’deat15 nrft'?.

Al llarg de la década de 1970 es van anar perfeaoip els metodes de Trivelli, amb
I'ds de “mini columnes” cromatografiques per a pelds comercialitzar i poder
implantar-los en la rutina dels laboratoris cliniescara que només permetien la
mesura de la proporcié de I’hemoglobinatétal, és a dir, la suma d’hemoglobing,A
A1pi A A més, aquests métodes tenien tendéncia a mastigvobra reproductibilitat
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dels resultats degut a una important dependéndiesdmondicions de pH i temperatura,
interferéncies lipémiques i a la impossibilitat deparacié de la fraccié labil
d’hemoglobina A. (base de Schiffjt**2

No va ésser fins I'any 1983, que es va comercalitun metode per a mesurar
especificament hemoglobingAEn el desenvolupament d’aquest métode es salvaren
les limitacions del meétodes anteriors com la preisénl’interferencies i la baixa

reproductibilitat'®®.

En l'actualitat, els metodes més emprats en ets#abris clinics son els seglents:

Cromatografia liquida d’alta resolucio (HPLC)
o HPLC d’intercanvi cationic
o HPLC d'afinitat

Electroforesi
* Immunoassajos
0 Immunoturbidimetria

o Separacio d’afinitat amb acid boronic

No és objecte d’aquesta introduccié comentar cathasde les tecniques que permeten,
actualment, quantificar la proporcié d’hemoglobiha en els laboratoris clinics. No
obstant, en aquest estudi, s’ha emprat el métodefraglent per a la mesura de la
proporcié d’hemoglobina A que és HPLC mitjancant columnes d’intercanvi catio
(veure apartat de Material i Métodes).

1.9 PROGRAMES NACIONALS D’ ESTANDARDITZACIO DE MESU RES
D’HEMOGLOBINA Ajc

1.9.1 PRIMERES INICIATIVES D’ESTANDARITZACIO

Amb la publicacié dels estudis DCCT i UKPDS, es praposar la mesura de la
proporcio d’hemoglobina 4 com a pedra angular en I'avaluacié del controlaielic
dels pacients diabétics, ja que els seus augmstatged directament relacionats amb el
risc de patir complicacions croniques de la malalti

A pesar de la seva importancia, ben aviat es va efadent que la manca
d’estandarditzacié de resultats de mesura d’herbogio A feia impossible la
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comparacido de resultats entre laboratoris, ja qlse diferents metodes emprats
proporcionaven resultats diferents. Aguestes difgdels es van posar de manifest
mitjangant diversos estuffi§**® La manca d’'un métode de referéncia d'elevada
qualitat metrologica, juntament amb l'absencia datemals de referencia primaris

d’alta puresa, feia dificil 'harmonitzaci6 de réats.

Per fer front a aquesta mancanca, es van posaraexarres iniciatives de caracter
nacional per a millorar la comparabilitat de remglt entre laboratoris. Aquestes
iniciatives, basades en metodes escollits arlatrégnt i que no compleixen requisits
per a ser considerats metodes de referéncia (cenexemple, falta d’especificitat), es
van posar en marxa a Japo, Regne Unit i Suéciaeddiet s'emmarca en estudis
anteriors al desenvolupament d’aquests esquemémnabcd’estandarditzacio, en quée
demostraven que la comparabilitat de resultatedaboratoris millora de forma molt
important en el cas que tots els metodes es qakionb el mateix lot de calibradors o bé
s’ajustin a esquemes d’estandarditzacido basatsiosen un meétode de referencia
d’elevada qualitat metrologica, si en metodes dmpevaciéo designats de forma

4117-118)

arbitrari A continuaciéo s’explica el fonament de cadasculiaquestes

iniciatives d’estandarditzacio.

1.9.1.1 Japanese Diabetes Society/Japanese Society Clinical Chemistry
(JDS/IscciHt?

La base del sistema d’estandarditzacio japonesadradors nacionals. L'any 1995, la
Japan Diabetes Society, va desenvolupar un priotedd calibradof¥®. Els valors
d’aquests primers calibradors es va assignar mdjanels metodes HPLC d’intercanvi
cationic de TOSOH i Kyoto Daiichi. La rad per laafjies van escollir aquest dos
meétodes fou que la gran majoria de laboratorisrjapos empraven en la seva practica

rutinaria un d’aquests dos metodes.

Amb aquest primer lot de calibradors, es procedia ealibracido d’aquests metodes
HPLC i, posteriorment, es podien assignar valorgterials de calibracié secundaris. A
partir d’'aqui, es va aconseguir que la gran majdaalaboratoris clinics japonesos
calibressin els analitzadors que empraven de fouti@aria de forma tracable a aquest
primer lot de calibradors.
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En la figura 19, es mostra un diagrama de flux srdescriu, de forma resumida, el
procés d’estandarditzacio, a nivell nacional, denesures d’hemoglobina;£a partir
del primer lot de calibradors del sistema. Aquesingr lot es va emprar durant

aproximadament sis anys, des de I'any 1995 fims/12001*2%),

Amb el pas del temps el primer lot de calibradassva anar esgotant i es va fer
necessaria la creacio d'un segon lot de calibraddkrsmateix temps, la Japanese
Society of Clinical Chemistry va desenvolupar urunmétode d’HPLC (KO500)
d’intercanvi ionic amb major resoluci6 que l'ua#t a [linici del programa
d'estandarditzacté?. D’aquesta manera, els valors d’hemoglobing & lot 2 de
calibradors es va assignar mitjan¢ant aquest ndaadeéHPLC KO500. No obstant, la
calibracio inicial d’aquest nou métode es va ferfalena ajustada al primer lot de

calibradors.

SANG HUMANA CALIBRADOR PRIMARI JDS
CALIBRACIO
SISTEMAHPLC

CALIBRADOR/MATERIAL
——
SANG HUMANA DE CONTROL

MESURES DE
RUTINA

Figura 19: Esquema sistema d’estandarditzacié japonés JDS/JSCC amb el lot 1 de calibradors primaris

(Ref. 121).

La figura seguent (figura 20) mostra I'esquema deparacio i estandarditzacié del

sistema JDS/JSCC a partir del lot 2 de materiabtiencia utilitzat des de I'any 2001.

Cal mencionar que I'assignacio dels valors d’aqlmtstle calibradors es va efectuar

mitjancant el métode de referéncia de la IEEX Per la seva banda, els materials de
calibracio primaris, es van preparar a partir derdges d’hemoglobina A

hemoglobina A, I'origen de les quals fou sang humana.
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Sanghumana

Calibradorprimari

‘ Meétode de referéncia de la IFCC |

ot 2 del material de referencia

Sanghumana

primari :
Calibracié metodes
comercials
Métode de la
Jscc

Assignacio valorsa calibradorsi
mat. control

m— ( Matriu secundaria

‘ Mesures de rutina

Figura 20: Esquema d’estandarditzacié JDS/JSCC a partir del lot 2 de calibradors. (Adaptat de Tominaga

M. et al. Ref. 121).

1.9.1.2 National Glycohemoglobin Standardization Rigram (NGSPJ*#)

Aquesta iniciativa d’estandarditzacio va ser lappsada als Estats Units posteriorment
a que l'estudi DCCT mostrés la relaci6 entre I'hglobina Ac i el risc de
complicacions de la diabetis. Aquest esquema didatalitzacié es basa en el sistema
HPLC d'intercanvi ionic que utilitza resina Bio-R&J**Y. Aquest métode HPLC va
ser I'escollit per dues raons fonamentals. En prilloge té una gran estabilitat a llarg
termini. En segon lloc, fou el metode emprat péesamesures d’hemoglobinaAde
'estudi DCCT. Per tant, tot instrument amb cectfiié de tracabilitat NGSP
proporciona resultats directament relacionats destuidi DCCT.

El sistema esta basat en una xarxa de labor&tdridigura 21). En primer lloc, el
laboratori primari central de referencia. Aque$iolatori estableix la calibracio inicial
de referéncia per a tot el sistema amb HPLC etaipa resines Bio-Rex 70.

En segon lloc, els laboratoris primaris de refei@nal igual que el laboratori central
primari de referéncia, també fan servir el metodeL& equipat amb Bio-Rex 70.

Intercanvien constantment mostres amb el laborgwomari central de referéncia i
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permetrien mantenir en funcionament tot el sistemzara que el laboratori central no

pogués seguir de forma eventual amb la seva'td¥ca

En tercer lloc, els laboratoris secundaris de égfga. Aquests, treballen directament
amb els fabricants de la industria de diagnostiwitro per tal d’assessorar-los en
I'estandarditzacio dels seus métodes i en propoacitns dades d’intercomparacié per

a la obtencié de la certificacié de tracabilitat S>>,

| comite Directiu NGSP |

Nucli

administratiu |

‘ Calib’racio’ | ‘ Certi%icacié ‘ ‘ Avaluacio

‘E‘ng fresca m@ ‘ Sanglh'esca ‘
/

“.| Certiticacié tabricantsi |
laboratorisnivell 1i 2

| Rutinalaboratorisclinics [

Figura 21: Esquema de I’organitzacid i processos del sistema d’estandarditzacié nord-america NGSP.
LPCR: Laboratori Primari Central de Referéncia, LPR: Laboratori Primari de Referéncia, LSR: Laboratori

Secundari de Referéncia. (Adaptat de: Little R, 2003; Ref. 123).
1.9.1.3 Sistema d’estandaritzacié sug’

Aquest esquema d’estandarditzacié es basa en adedtlono-S d’Amersham
Biosciences. Mensualment, a quaranta hospitalsssets envien mostres de sang per
a que les analitzin mitjancant diversos sistemekCHFCinc d’ells utilitzen el sistema
Mono-S en forma de xarxa de laboratoris naciorfadglests laboratoris, s’utilitzen per
a la calibracié de tots els instruments de mesiranubglobina A. de Suécia cada dos

anys.

Amb aquestes tres iniciatives d’estandarditzaciagmiéorar de forma considerable la
qualitat dels resultats d’hemoglobina.Ajue proporcionaven els laboratoris clinics. La
gran majoria de laboratoris dels Estats Units prdpoaven resultats tracables al
sistema NGSP, la gran majoria dels japonesos tnses JDS/JSCC i els laboratoris

suecs feien tracables els seus resultats al demsisl’estandarditzacio. Degut a aquesta
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coexistencia de tres esquemes d’estandarditzatséresultats proporcionats entre
diversos laboratoris continuaven sense ésser caimpar Per tant, era necessari establir
un anic metode de referéncia internacional al qfeal tracables els resultats
d’hemoglobina A..

1.10 ESTANDARDITZACIO GLOBAL DE MESURES D’'HEMOGLOBI NA
GLUCOSILADA

1.10.1 METODE DE REFERENCIA DE LA IFCC PER A LA ME SURA
D’HEMOGLOBINA A ,.1%®

El primer pas important vers la consecucio dediedarditzacié mundial de les mesures
d’hemoglobina glucosilada fou la creacié del Grup Treball de la IFCC per a

(126)
C .

’lhemoglobina A Els objectius que aquest grup havia d’aconseguan

fonamentalment cinc:

1. Produccié de materials de referéncia altament ipatéf d’hemoglobina
A1ci hemoglobina A",
2. Desenvolupament d’un métode de referéncia permaelsura especifica
d’hemoglobina Ac en sang humaf&®.
Implementacio d’una xarxa de laboratoris de refeigen
Posada en marxa d’estudis per a avaluar la relexistent entre el
meétode de referéncia desenvolupat i els metodégnaes de comparacio
dels Estats Units, Japd i Suécia que ja estavelainans>®).
5. Produccio de materials de referéncia secundarig perseva distribucio
a la industria del diagnostim vitro per referenciar-se al métode de
referencia.
L’any 2002 es va publicar un treball en el que escdvia I'obtencié de materials de
referéncia primaris d’hemoglobina; A hemoglobina A. d’elevada puresa i el metode
de referéncia per a mesurar especificament hemaogloty. en sang humana. En
realitat, en aquest treball no es descrivia un émétode de referencia sind que se’n
desenvolupaven dos que es demostrava que ererakemisy A continuacio es descriu

el principi del métode de referéncia de la IFEE
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En un primer pas es realitza un rentat i hemokts @ritrocits presents a la mostra per
tal d'alliberar-ne I'hnemoglobina que contenen. Bostment, 'hemoglobina alliberada
és hidrolitzada mitjancant I'enzim amb activitatleproteinasa Glu-C (figura 22). Amb
aquesta hidrolisis s’alliberen els hexapeptids Mieals de les cadenes beta de
I’'hemoglobina A i Ai.. L'eleccio de I'endoproteinasa Glu-C no va seruahsPodria
obtenir-se facilment I'octapéptid N-terminal de ¢tadena beta de I'hemoglobina
mitjancant una digestié amb tripsina. No obstaniuitena posicié d’aquest octapeptid
'ocuparia I'aminoacid lisina i aquest és un punttgmcial de glicosilacio. La
glicosilacié d’aquest punt, doncs, podria ser fbimterferéncies en mostres amb elevat

contingut en hemoglobina glucosilada.

Peptid terminal

Hb,q l

Péptid terminal
HbA,

|
S ODODOD

Figura 22: Digestio proteolitica per a I'obtencié dels péptids N-terminals de la cadena beta de

I’hemoglobina. (Adaptat de: Jeppsson 2002, ref. 108).

Per a la mesura de la proporcié d’hemoglobinge& poden utilitzar les dues técniques
demostrades com a equivalents (figura 23). La pandelles consisteix en una
separacié mitjancant HPLC acoblat a un sistemapd&sometria de masses per
ionitzacio electrospray. La segona consisteix tambéuna separacié mitjancant un
sistema HPLC per0 acoblat a electroforesi capilalab detector fotométric a una

longitud d’ona de 214 nm.
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Hembdlisi dels eritrocits de la mostra

Digesti6 enzimatica de 'hemoglobina

HPLC acoblat a HPLC acoblat a
electroforesi capil-lar espectrometria de masses

Figura 23: Representacio esquematica del procediment de referéncia de la IFCC. (Adaptat de: Jeppsson,

10 2002, ref. 108).

Per a la calibraci6 dels metodes de referéncia as desenvolupar materials de
referéncia primaris que consistien en hemoglobinaAy. en forma altament pufa”.
Aquests materials estan disponibles a través dstiklite for Reference Materials and
Measurements amb els codis d’identificacio IRMM 4@&7 per a 'hemoglobina A
’hemoglobina A, respectivament. A partir de barreges d’aquestsenmads de
referencia es van obtenir sis solucions amb difsrgaroporcions d’hemoglobina

glucosilada per a la calibracié dels métodes deréetia.

1.10.2 SISTEMA DE REFERENCIA DE LA IFCC

El desenvolupament d'un meétode de referéencia és pas important vers
I'estandarditzacio de les mesures de qualsevol iagrNo obstant, és necessari la
creacio d'un sistema per garantir la tracabilitat cesultat obtingut a I'analitzador

emprat a la rutina del laboratori clinic fins altode de referencia.

Tal i com s’exposara més endavant, el desenvolupiadet metode de referéncia i del
seu sistema de referencia, no només permeten segahlaboratori clinic fer tracables
els seus resultats d’hemoglobina glucosilada &rsia de major qualitat metrologica
sin6 que, a més a més, 'estandarditzaciéo de mesieréaboratori permetra fer que els
resultats obtinguts siguin intercanviables en Eéspen el temps. Aquest fet té una
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notable importancia, ja que d’aquesta manera ssgureix millorar de forma molt
significativa I'atencié al pacient i, a més, esrpet I'aplicacié universal de resultats
d’estudis clinics i recomanacions de guies de wactinica que s’han desenvolupat en

diferents llocs o moments.

Per a poder posar en marxa un sistema d’estarchriditde mesures era necessari, en
primer lloc, disposar dels seus dos elements @hyrocediment de referencia i el
material de referéncia. De fet, la principal cauga manca d’estandarditzacié de
mesures en I'ambit del laboratori clinic ve donatqué encara no s’han desenvolupat

aguests dos elements clau.

L’Organitzacio Internacional d’Estandarditzacio @5 ha publicat diversos documents
en que s’esmenta la importancia de la millora enrebultats que proporciona un
laboratori i la millora de la seva comparabilithtinguda a partir de materials i sistemes
de referéncia internacionalment reconeguts. Eragldel component que ens ocupa en
aquest treball, 'hemoglobina glucosilada, la p@sad marxa dels esquemes nacionals
d’estandarditzacio va permetre una millora substhen la qualitat i intercanviabilitat
dels resultats, no obstant, no eren sistemes basatls dos elements basics dels

sistemes internacionals de referéncia.

Per altra banda, apareix el problema de la in@desmesura. En els procediments no
estandarditzats segons procediments i materialsrefierencia internacionalment

acceptats, la incertesa de mesura no esta cordrdiadel sistema de referencia de la
IFCC, com en qualsevol altre, existeix una incertes I'assignacio dels valors als

calibradors primaris, que es transfereix inevitaiaet als resultats finals. Certament, la
incertesa de mesura augmenta a mesura que esabiaaxas de la cadena de tracabilitat
dels resultats, pero a diferencia del que succeeiprocediments no estandarditzats,

aguesta incertesa es pot quantificar i documentar.

En dltim lloc, cal esmentar també el problema deolammutabilitat. La commutabilitat
d'un material és la capacitat que té un calibradoan material de referencia de
comportar-se analiticament com ho faria una mobtramana real. Només es pot
acceptar un sistema de referencia si els matetiigkats en el seu establiment son

commutables amb mostres d’origen huma.
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En la figura seguent (figura 24), es mostra I'esgmalel sistema de referéencia per a
I'estandarditzacio de les mesures d’hemoglobinabasat en el metode de referéncia
IFCC.

Materials de referéncia

primaris (IRMM 466 i 467) \ Procediment de referéncia de

"la IFCC (HPLC-MS o HPLC-

Materials de referéncia CE)
secundaris

XARXA IFCC

Procediment de mesura de
Calibrador de treball referéncia intern del fabricant
del fabricant

Procediment de mesura
establert del fabricant

Calibrador per a
analitzador del

fabricant FABRICANT

/>’ Procediment de mesura de
Mostra de pacient ‘ rutina

LABORATORI CLINIC

Figura 24: Cadena de tragabilitat de resultats d’hemoglobina A,.. (Adaptat de: Mosca A et al, 2007, ref. 129).

1.10.3 RELACIO NUMERICA ENTRE EL METODE DE REFERENCIA | ELS
ESQUEMES NACIONALS D'’ESTANDARITZACIO @29

Amb el desenvolupament del métode de referéncigaasposar en circulacié nous
valors d’hemoglobina glucosilada. Degut a l'elevagspecificitat del métode de
referencia, els valors obtinguts eren considerabigrmés baixos que els produits en
calibracions tracables als esquemes NGSP, JDS/JSG€x. Aquests ultims metodes
so6n menys especifics que el de referéncia i enicetnematografic corresponent a
I’'hemoglobina A, coexisteixen amb ella altres substancies que rsdhoAixi mateix,
aquests Ultims resultats continuaven essent de \gifitat. Per exemple, els resultats
tracables al sistema d’estandarditzaci6 NGSP corauen directament amb els
resultats clinics dels estudis DCCT i UKPDS, pett,té introduccido de nous valors
numerics podrien comportar confusio entre els gRfmals sanitaris. En aquest sentit,
resultava essencial estudiar la relacio numéricstent entre el sistema de referencia de

la IFCC i els tres esquemes nacionals d’estandanid.
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L’any 2004, Hoelzel i col-laboradors van elaborarestudi®® que permetés obtenir
equacions de transformacié de resultats pertanyastsistemes d’estandarditzacio
nacionals a resultats tracables al sistema deerefier de la IFCC. Aquest estudi
multicentric internacional constava en realitatrés subestudis, un per a cada esquema

d’estandarditzacio, per a poder obtenir una equaai@squema nacional.

Es va poder observar, primer de tot, que la relaaibe els resultats obtinguts pels
sistemes d’harmonitzacié de caracter nacional redsltats que emanaven del sistema
de referéncia de la IFCC, estaven relacionats aeddineal. Per tant, les equacions de

transformacié es van obtenir pel métode de regrdissal.

En segon lloc, s’observaren diferencies estadigca significatives entre els resultats
que proporcionaven els sistemes arbitraris d’estalitzacio i els que proporcionava el
meétode de referéncia. Aquest fet tampoc era estjampe abans s’ha esmentat que els
esquemes nacionals es basaven en métodes no ¢affiesgper a mesurar hemoglobina
Aic com el métode de referencia i que aquest Ultim, &r que proporcionava,
logicament, els resultats més baixos. Aixi, elsitats més alts eren aquells provinents
del sistema NGSP i els més baixos els provinentsideema d’harmonitzacidé suec.

L’esquema JDS/JSCC produia resultats intermitjoedGSP i el sistema suec.

El fet que existeixi una solida relacio lineal endélls tres sistemes fa que alhora que es
poden estandarditzar els resultats a nivell mundi#jancant el nou metode de
referéncia, es pugui obtenir resultats amb elssgeld professionals sanitaris estan
altament familiaritzats i evitar una pérdua de mablssistencial per confusié entre

resultats de diferent naturalesa.

1.10.4 CONSENS INTERNACIONAL D’ESTANDARDITZACIO DE
MESURES D’HEMOGLOBINA A ;¢

L’any 2007, posteriorment a l'aparicio del sistema referéncia de la IFCC i la
publicacié de les equacions que relacionaven esrgsistemes, 'ADA, la European
Association for the Study of Diabetes, la IFCC ingernational Diabetes Federation,
van publicar de forma conjunta un document de cw1s&Y per tal d’assolir
I'harmonitzacié de resultats d’hemoglobinacALes quatre associacions cientifiques

van acordar els seguents punts per establir I'datditzacio global:

49



Introduccio

1. L’estandarditzacio de resultats d’hemoglobing. Aa de ser de caracter

mundial.

2. L'actual sistema de referencia de la IFCC esdevmiea referéncia valida a
partir de la qual implementar I'estandarditzacidquAst punt implica la
necessitat de calibrar els instruments d’acord ahBCC.

3. Els resultats que han d’apareéixer als informesaberhtori han de ser:
a. Resultats en unitats IFCC mmol/mol i

b. Resultats NGSP expressats en percentatge. Aquestsdsobtenir a
partir de la transformacié de resultats IFCC anglguacié mestra

desenvolupada a tal efecte.

4. Els objectius de concentracions de glucosa a agairsen pacients diabétics
gue apareguin en guies cliniques s’han d’expressanitats IFCC i NGSP.

1.10.5 CONSENS NACIONAL D'HARMONITZACIO DE RESULTAT S
D’'HEMOGLOBINA A ;c A ESPANYA 132

Tenint en compte el consens exposat en I'apartirian la Sociedad Espafiola de
Bioquimica Clinica y Patologia Molecular (SEQC) jomtament amb la Sociedad
Espafola de Diabetes (SED), es va elaborar un dadutie caracter nacional per tal de
dur a terme l'estandarditzacié a nivell estatals Del punt de vista formal, aquest
document, publicat I'any 2009, és una transposiaiécta del consens internacional de
ADA, IFCC, IDF i EASD a l'abast nacional, pero analigunes particularitats de
caracter practic i metrologic que no s’incloien, aimenys no s’esmentaven

explicitament, en el document internacional. Ageegarticularitats son:

1. La transformacié de IFCC a NGSP s’ha defectuarfalena automatica

aplicant 'equacié de transformacio al sistemanmiatic del laboratori.

2. Laimprecisio, expressada com a coeficient de grigCV%), dels metodes

utilitzats als laboratoris espanyols, hauria darderior al 4%.

3. L’objectiu final d’imprecisio a assolir amb el pegscd’harmonitzacié es un

coeficient de variacio6 inferior al 2%.
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4. En el cas que un determinat laboratori clinic cakls seus analitzadors per
informar resultats en unitats JDS/JSCC, s’apli¢agias’estima convenient,
un periode de transicié en el qual s’informariesulats d’hemoglobina A
en unitats JIDS/JSCC i unitats NGSP.

1.11 RELACIONS MATEMATIQUES ENTRE HEMOGLOBINA A ¢ |
CONCENTRACIO DE GLUCOSA

1.11.1 CONCENTRACIONS MITJANES ESTIMADES DE GLUCOSA

Com es despren de I'exposicio anterior, 'hnemogiabA, €s el millor parametre
d’avaluacié de I'estat metabolic d’'un pacient dist& 33134 Aquest fet és degut a la
clara relacié entre els nivells d‘hemoglobina; A I'aparici6 de complicacions de la
malaltia. A més a més, I’'hnemoglobina glucosiladar@suna nova eina diagnostica de la

diabetis i els objectius de control dels paciei@stableixen en base als seus resultats.

La realitat, pero, és forca més complexa per dogersotius. En primer lloc, existeixen
diversos metodes per a la mesura de la proporbénthglobina glucosilada. En segon
lloc, existien fins fa poc temps tres esquemestaiemrditzacio de resultats que
proporcionaven resultats significativament difeseentre ell$?®. En tercer lloc, el

meétode de referencia va comencar el procés d’emtditwhcio de mesures, pero va
comportar informar de resultats d’hemoglobina glacanés baixos dels que s’havia
informat fins llavors. Per dltim, en quart lloc, @ntrol metabolic en el dia a dia del

pacient té poc a veure amb I'hemoglobing A

Els pacients diabetics controlen de forma regulgwasi diariament, les seves
concentracions sanguinies de glucosa mitjancanbgletres de sang capil-lar. Aquests
glucometres, en la seva majoria, expressen lesntmacions de glucosa en mg/dL. Si
les proporcions d’hemoglobina glucosilada s’exprassn tant per cent o en milimols
per mol, la concentraciéo de glucosa al domicili gatient en mg/dL i al seu centre
d’atencié meédica en milimols per litre, les dis@egpes sorgides sén un problema de

primer ordre.

Als pacients els pot resultar dificil comprendrevalor d’'un resultat d’hemoglobina
glucosilada, una informacié radicalment diferentt giee els mostra el glucometre del

seu domicili. Per altra banda, el professional taainté la dificil tasca de traduir la
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informacio que aporta I’hemoglobina£a dades que el pacient pugui comprendre. Era
necessari disposar d’'una eina que transformésesidtats d’hemoglobina glucosilada

en concentracions de glucosa mitjanes eliminanimpartant font de confusio.

Diversos treballs ja havien estudiat la relacio atioa existent entre ’'hemoglobina A
i les concentracions de glucosa en sang de lesl8 setmanes prévig®*? No
obstant, aquests estudis presentaven algunes diomtaimportants com mesura de
concentracions de glucosa en sang capil-lar pogudérdg i cohorts de pacient

relativament petites compostes, principalment,ditiilus diabétics de tipug'$>14?

En aquest sentit, es va posar en marxa un estulicémtric internacion&*® per
estimar les concentracions de glucosa mitjanesta gain valor donat d’hemoglobina
glucosilada. En aquest estudi, mitjancant regrebsgal simple es van obtenir les

seguents equacions de transformacio:
GMEngaL= 28,7 * HOAJNGSP(%)] - 46,7
GMEnmon. = 1,59 * HbAJNGSP(%)] - 2,59
Essent GME, Glucosa Mitjana Estimada i el coefictncorrelacié R= 0,84.

Els resultats d’aquest estudi proporcionaven uideacia solida que la interpretacié de
I’lhemoglobina A; com a concentracions de glucosa mitjana estimaglagodna
semblant a com es realitza entre la concentraci@réatinini i la taxa de filtracio
glomerular, permet informar als pacients d’'una farmés acurada del seu control

metabolic.

Posteriorment, el document de consens per a I|éstditzacio de resultats
d’hemoglobina A, recomanaria la introduccié de l'estimacido de knaentracio

mitjana de glucosa juntament amb els resultatsnadgtobina glicada en els informes
de laboratori que s’emetessin. Tot i aix0, el doeomespanyol de consens
d’estandarditzacio, no recomana, pel moment, ldzaitio d’aquests resultats degut a

la manca d’evidéncia cientifica disponib.

En aquest sentit, ens trobem davant la situaciopguea I'avaluacié del control del
pacient diabétic existeixen diferents magnitudsgbeseu estudi. Es per aix0, que resulta

essencial I'estudi de les relacions que podeniegistre aquestes magnituds, ja que no
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és infreqlient trobar-nos en situacions en ques 8hbmoglobina glicada indica un bon
control metabolic del pacient, la concentracio leasa basal en el pacient estigui molt
per sobre del limit superior de l'interval de réfecia, informant-se d’aquesta manera
dues magnituds amb un significat clinic que posieiacontradictori.

1.12 UTILITAT DE LA MESURA DE LES CONCENTRACIONS BA SALS DE
GLUCOSA

El principal motiu pel qual es va decidir estudiar utilitat de la mesura de les
concentracions basals de glucosa en sérum, vausedurant la validacio clinica de
resultats del Laboratori Clinic de I'Hospital Unigiari de Bellvitge, corresponents a
proves de control de diabetis, s’observava unaqeoifp de malalts que, si bé tenien la
proporcio d’hemoglobina glicada per sota del puntall de bon control metabdlic, les

seves concentracions seriques de glucosa en dajersanormalment elevades.

Des de la introduccio de I'hemoglobina glicada carpatré or per a l'avaluacié del
control de la malaltia, la mesura de les conceiumgcseriques basals de glucosa ha
passat a un segon pla. Aquesta magnitud, segomlies cliniques de I’ADA tindria
com a principal utilitat el diagnostic de diabetida concentracio de glucosa es trobés
per sobre de 7 mmol/L en una mesura rutinaria ggaoient no diagnosticat de la

malaltid®.

No obstant, cal tenir en compte que, tot i la ingracia que té actualment la mesura de
la proporcio d’hemoglobina glicada tant per al diagfic com per al seguiment de la
malaltia, la mesura de les concentracions de géueossang o sérum son encara molt
importants. De fet, no cal perdre de vista que Esura de les concentracions de
glucosa, encara ara, serveixen per al diagnoseguiment de la diabetis mellitus. De
fet, no només la mesura de les concentracions utgA després d’'un dejuni de 8
hores, sinG d’altres mesures després de la ingeatida determinada quantitat de

glucosa.

Per tant, es pretén avaluar l'eficiencia diagnastiger tant, la possible utilitat clinica,
de la mesura de les concentracions basals de glymmisa I'avaluacié del control
metabolic respecte I'hemoglobina glicada, per awalsi pot constituir una eina
adequada per a l'avaluacio de pacients diabéticagos en que es pot donar la situacié

contradictoria abans mencionada.
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1.13 PROBLEMA PRACTIC EN LES EQUACIONS DE TRANSFORM ACIO DE
RESULTATS D'HEMOGLOBINA A 1c

Les equacions de transformacio de resultats d’hbhom A han resultat

d’extraordinaria importancia denca la introduccidels diferents sistemes
d’estandarditzacié. Aquest fet venia donat perdaétres sistemes d’estandarditzacio
proporcionaven valors d’hemoglobina;Asignificativament diferents i es requeria
adequar els resultats obtinguts directament dedditzadors als resultats clinicament

Gtils per als professionals sanitaris.

No obstant, existeix un problema important respéese equacions desenvolupades
anteriorment. Aguestes equacions es van obtenamént un estudi multicéntric pero
es va emprar un nombre de mostres considerabldraenper al seu desenvolupament,
menys de 30 mostres concretament. Es per aquest, ngpte convindria obtenir
equacions de transformacio de resultats d’hemaggoBi. amb un nombre molt major

de mostres, per tal de dotar d’'una gran robustedamatica a aquestes expressions.

Aquest fet és extraordinariament important en bbiatori clinic, ja que una de les
seves funcions primordials és I'obtencio d’informdad’alta fiabilitat per al diagnostic,
el seguiment o la prevencio de diferents malaltiéer aguest motiu, I'obtencio
d’equacions de transformacié mitjancant I's d’'wmire elevat de mostres dotaria a
aguestes expressions matematiques d'una robusteanmajor i, per tant, la seva

fiabilitat es veuria considerablement augmentada.
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2. OBJECTIUS

Per al present treball s’han establert els segidestius:

1. Desenvolupar dues equacions de transformacié darsval’hemoglobina
glicada tracables al sistema de referencia de @CIR valors tracables als
sistemes d’estandarditzacié japones (JDS/JSCC)rd-ammerica (NGSP)

d’elevada robustesa.

2. Estudiar les possibles diferencies que puguin dseaentre els valors
d’hemoglobina glicada obtinguts mitjancant les eiues préeviament
publicades i les desenvolupades en el presentlitraind els seus valors
homolegs obtinguts directament de I'analitzador.

3. Comprovar I'assoliment dels estandards d’impredgisg@manats.
4. Estudiar les implicacions cliniques dels resultdsnguts:

a. Estudiar l'associacié entre la concentracio de agac mitjana
estimada i les concentracions de glucosa en sasgrates després
d’un deju de 8 hores.

b. Estudiar I'associacid entre la proporcid d’hemogiab A i1 la
concentracié de glucosa en sang mesurada despnésddju de 8
hores.

c. Estudiar les diferéncies de diagnostic de bon obmrmetabolic
utilitzant la concentracié de glucosa en sang @ssgdiun deju de 8

hores.
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3. MATERIAL | METODES

3.1 OBTENCIO DE LES EQUACIONS DE TRANSFORMACIO DE
RESULTATS

3.1.1 Disseny de I'estudi

Aquest estudi es va portar a terme en dues fasegrimera fase, va consistir en
I'obtencio de lI'equacid de transformacié de valdikemoglobina A. JDS/JSCC a
valors IFCC. En una segona fase, previ canvi iald@cio de les columnes
cromatografiques dels instruments, es va procedifoltencié de l'equacio de

transformaci6 de valors NGSP a valors IFCC.

3.1.2 Analitzadors

Per a la realitzacié d’aquest estudi, es van engwoarinstruments HPLC automatitzats
model HA-8160 (Menarini Diagnosticos, Espanya/Arkray Inc. Jag@uipats amb
columnes cromatografiques d’intercanvi cationicfase reversaGolumn Unit — HSVI
— VP, Arkray Inc. Japd) per a efectuar les mesuresnddggobina A. (figura 25). El
metode de deteccid que utilitzen aquests instrisn&ntel d’espectrometria d’absorcid

molecular amb UV.

Aquests instruments permeten ésser carregats ambafilO0 mostres per serie. El
temps de processament automatic és de 2,9 minutanpstra amb una sortida
d’aproximadament 20 resultats cada hora. Aquestauments es van seleccionar ja que
permeten separar bé les diferents fraccions d’h&hom i no presenten interferéncies
per variants d’hemoglobina, adductes uremics o Ilgbobtna acetilada. Els pics
d’hemoglobina variants s’exclouen de I'area d’iméayp i, per tant, no s’inclogueren en

la determinacié final de la proporcié d’hemoglobika!**.
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Tm.. B Jﬂ
T T

Figura 25: Analitzador HPLC per a la mesura de proporcions d’hemoglobina A, que es va utilitzar en el

present estudi.

En ambdds instruments es van emprar els mateixesi®omaterials de calibracié, de
reactius eluents i de materials de control. D’atpuesanera es minimitzava la possible
variabilitat analitica entre els dos analitzadaassada per la diferent composicié que
podria haver-hi en els diferents lots d’aquestsenels. Aquesta estrategia garanteix
gue I'dnica diferéncia entre els dos instrumenggiisia de la calibracié que se’ls va

efectuar.

Tant a I'inici de la primera fase de I'estudi, canfiinici de la segona, es van instal-lar i

calibrar columnes cromatografiqgues noves als ingnis.

3.1.2.1 Calibracio6 dels analitzadors

Ambdos instruments van ésser calibrats de formeeatit. Un d’ells va ser calibrat amb
calibradors amb valors assignats de forma tracablsistema de referéncia de la
IFCC!%® Els materials de calibracié, proporcionats péenarini Diagnosticos
(Barcelona, Espanya), tenen certificacio internaai@ue garanteix que I'assignacié de
valors és tracable als materials de referenciagsremdesenvolupats per al sistema de

referencia de la IFCC.

El segon instrument va ésser calibrat de dues fmliferents. En la primera fase de
'estudi va ésser calibrat de forma tracable agiesna d’estandarditzacio japones

IDSIISCE™ que utilitza, en I'assignacié de valors als calitmrs, el sistema HPLC
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amb columnes d’intercanvi cationic KO500. Per tagjesta calibracio era tracable al
lot 2 dels materials de referéncia desenvolupgisacament per a aquest esquema

d’estandarditzact&™.

A la segona fase de I'estudi, es va calibrar agmes¢ix instrument de nou, perd aquest
cop de forma tracable al sistema de referéncia &SP

Els lots de materials de calibraci6 emprats en stgestudi (amb certificacid6 de
tracabilitat als materials de referéncia de I'esgael’estandarditzacio JDS/JSCC i el
metode de referencia de la IFCC) foren els desaritsntinuacio en les taules 2 i 3 que

es mostren a continuacio:

Taula 2. Valors d'hemoglobina A,  JDS/JSCC i IFCC assignats als calibradors emprats a la primera fase de I'estudi.

Valor calibrador 1
Hemoglobina A (%)
Valor calibrador 2
Hemoglobina A (%)

200801 51 3,9

200801 10,6 9,1

Taula 3. Valors d'hemoglobina A;. NGSP i IFCC assignats als calibradors emprats a la segona fase de I'estudi.

Valor calibrador 1

_ 200802 59 53
Hemoglobina A (%)
Valor calibrador 2

_ 200802 10,9 9,3
Hemoglobina A (%)

3.1.3 Control intern de la qualitat

Per al control intern de la qualitat es van utlitels seguents materials de control. En
primer lloc, Lyphocheck Diabetes Contr@BioRad Laboratories, Hercules, California,
EUA) y Glyco Hb Control(Menarini Diagnostics, Florencia, Italia). Els mals de

control es van preparar i al-liquotar tal i comdescriu a continuacié prenent com a
base la publicaci6 de Marrén i col-laboradors, e @s constatava una millora

important en la imprecisié i el considerable estabonomic que compotta®.

En la preparacio délyco Hb Controf s’afegien 200 puL d’aigua destil-lada a cada vial
de material de control liofil-litzat. Un cop addinada l'aigua, es tapava el vial i es
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deixava reposar la solucio durant 10 minuts. Untcapscorreguts 10 minuts, s’agitava
suaument el vial procurant evitar la formacio dieea bo i comprovant que el material
liofil-litzat havia quedat completament reconstituino s'observava la presencia de
grumolls. Es transferien 10 puL d’aquesta soluciGgenmamtubs proveits de tap de rosca
que tanquessin herméticament. Aquestes al: liqyeteseparades, s’emmagatzemaven
a -80 °C fins a la seva utilitzacio. En el momeelt gku Us, s’afegia 1 mL de solucio
hemolitzant H utilitzada per als analitzadors HA81s’agitava suaument evitant la

formaci6 d’escuma i eren immediatament processades.

La preparacié dels materials de conttgphocheck Diabetes Contrara similar a la
descrita per al§lyco Hb Control L'Unica diferéncia fou que la reconstitucio délv
primari que contenia el material liofil- litzat stetuava amb 500 pL d’aigua destil-lada,

tal i com indica el fabricant del producte.

Es processaven dues al-liqguotes de cada mater@rdel, una de valor baix i una
altra de valor alt, de cadascun dels materialsotral, a I'inici i al final de cada série
de mesures en ambdds analitzadors. D’aquesta obtenien un total de 16 resultats

de control intern de la qualitat per cada seriendsures efectuada.

L’acceptacio de la serie analitica implicava, neagament, que tots els resultats de
control estiguessin dins de l'interval de contralrresponent. El cas que un dels

resultats escapés fora de I'interval de controllicapa el rebuig complet de la serie.

En el cas de les series de mesures efectuades pebtencido de I'equacié de
transformacié de resultats d’hemoglobing A~CC a resultats JDS/JSCC, els intervals
de control per als materialsyphocheck Diabetes Contremprats en el control intern
de la qualitat de I'instrument calibrat de formactable a 'esquema d’estandarditzacié
JDS/JSCC es van obtenir al nostre laboratori. Atguiegervals es van obtenir de la

seguent manera:

Es processaren 30 mostres de material de contrehlde baix i valor alt en 30 dies

consecutius. A partir d’aquests resultats, previmieacio de valors estadisticament
aberrants mitjancant la prova no parametrica débl@&ues va calcular la seva mitjana
aritmética i la corresponent desviacié estandalidtdrval de control acceptable es va
definir com la mitjana + 3,5 desviacions estanfatdAquesta estratégia es va adoptar

degut a que el material de conttgiphocheck Diabetes Contrnb estava valorat per a
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I'esquema de calibracio JDS/JSCC. En tots elssatiasos, en les calibracions tracables
als sistemes IFCC i NGSP, els intervals de corstcoeptats foren els proposats pels
fabricants. Per una banda, BioRad Laboratoriestapaaloracié dels materials de
control per als esquemes NGSP i IFCC. Per l'algks, materials de Menarini
Diagnostics estan valorats pels tres esquemesadtestditzacio NGSP, JDS/JSCC i
IFCC.

3.1.4 Mostres

Per a la realitzacié d'aquest estudi s’emprarestras de sang procedents de pacients
atesos a I'Hospital Universitari de Bellvitge i delboratori Clinic del Centre d’Atencio

Primaria Just Oliveras de I'Hospitalet de Llobredgrcelona, Espanya.

Les mostres es recollien en tubs que contenien EDipaAtassic o tripotassic com a

agents anticoagulants, essent el procediment d&itr la puncié venosa.

Per a la fase de I'estudi corresponent a I'obtedeifequacié que relaciona I'esquema
JDS/JSCC amb el metode de referencia IFCC es vaegsar un total de 3002 mostres
a les que es va efectuar la mesura de la propdiegmoglobina A.. 2000 d’aquestes

mostres es van emprar per a I'obtencié de I'equiaelé restants 1002 resultats es van

emprar en la comparacié de resultats proporcigettes diferents equacions.

Per a la fase de l'estudi que implicava I'obtendé I'equacié que relacionava
'esquema NGSP amb el métode de referencia ded€ Jles van emprar 3001 mostres.
De la mateixa manera que en l'equacié JDS/JSCG-EE] 2000 d’aquestes mostres
s’empraren en |'obtenci6 de l'equacié i 1001 es wdilitzar en la comparacio

estadistica de les diferents equacions.

3.1.5 Méetodes estadistics

El tractament estadistic de les dades obtingudesqerest estudi es va efectuar
mitjancant els programes informatidsalyze-If versié 1.50 (Analyze-It Software Ltd,
Leeds, Regne Unit) BPS$ Statistics versié 17.0 (Statistical Package for Social

Sciences, IBM, Somers, Nova York, EUA) . El softeAnalyze-If es va emprar per a
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efectuar la regressio lineal. Tots els altres dalcproves estadistiques es van realitzar

amb el program&PS$ Statistics

Tal i com es descriu al treball de Gestainger ialsotador$*®, per a I'obtencié
d’equacions de transformacié de resultats anglisdguria d'utilitzar el métode de
regressié de Deming per tal d’evitar el biaix pribden I'estimacié de la pendent i
I'ordenada en origen. No obstant, tal i com recamarNational Committee of Clinical
Laboratory Standards a la seva guia EP8A2 per a I'estimacié de I'equacié pot
utilitzar-se el métode de regressio lineal simpleekecas que el coeficient de correlacio
entre les dues variables estudiades sigui supari@©75, com és el cas del present
treball i es mostra a la seccio de resultats.

Per a estudiar si els resultats de mesura obtingatdistribuien segons la Llei de
Laplace-Gauss, s’empra la prova de Kolmogorov-Soriamb un interval de confianca
del 95%.

Per a la comparacio dels resultats obtinguts dineent de I'analitzador amb aquells
homolegs obtinguts mitjancant transformacié ambelgsacions obtingudes en aquest
estudi i les anteriorment publicades, s’emprarevgs de comparacio de mesures de

tendéncia central per a dades aparellades.

3.2 ESTUDI DE LA RELACIO ENTRE GLUCOSA MITJANA EST IMADA |
CONCENTRACIO DE GLUCOSA EN SANG DESPRES D'UNDEJUD E 8
HORES

3.2.1 Mostres

Per a realitzar I'estudi de l'associacidé entre atpge dues variables es van utilitzar

mostres de 953 pacients atesos a I'Hospital Unieersle Bellvitge.

Els resultats de mesura d’hemoglobina glicada esoldenir mitjancant mostres de
sang obtingudes mitjancant puncié venosa recoll@esubs amb EDTA dipotassic o
tripotassic com additiu.

Les mostres per a la mesura de la concentracidudesa després d’'un deju de 8 hores

es van obtenir també per puncié venosa pero retddi sang en un tub amb gel
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separador. Posteriorment a la retraccio del casanguini al tub de mostra, es procedi a

la centrifugacio del tub a temperatura ambient@020g durant 12 minuts.

Ambdues mostres foren obtingudes en el mateix momen

3.2.2 Analitzadors

Els resultats de mesura d’hemoglobina glicada s olenir mitjancant el mateix
analitzador emprat per a l'obtencié dels resultegsessaris per a desenvolupar les
equacions de transformacio, instruments HPLC auitrats model HA-8160
(Menarini Diagnoésticos, Espanya/Arkray Inc. Japojuipats amb columnes
cromatografiques d’intercanvi cationic en fase rsaeColumn Unit — HSVI — VP
Arkray Inc. Jap0). L'analitzador fou calibrat d'adoamb el sistema NGSP per fer
tracables els resultats als estudis DCCT i UKPDS.

Per a la mesura de la concentracié de glucosa esmyaar I'analitzadoHitachi
Modular (Roche Diagnostics, Mannheim, Alemanya) que aéilitom a métode de
mesura I'espectrometria d’absorcié molecular anatuta a 340 i 700 nm de longitud

d’'ona amb el métode enzimatic d’hexocinasa.

3.2.3 Calcul de la concentracio de glucosa mitiana  estimada (GME)

La concentracié de glucosa mitjana estimada fooutada mitjancant I'equacio de
Nathar*® que utilitza valors d’hemoglobina glicada tracabéé sistema nord-america

NGSP. L’equacio pren la forma seguent:

GMEmon. = 1,59 * HbA (%) - 2,59

3.2.4 Analisi de dades

L’analisi de dades s’efectua utilitzant el programformatic SPS$ Statisticsversié
17.0 (Statistical Package for Social Sciences, IBbmers, Nova York, EUA) .

62



Material i métodes

L’estudi de la relacio entre ambdues variableseereulitzar de forma global amb tot el

grup de pacients estudiats i també subdividintolalgrié segons les concentracions de
glucosa en sang després d'un dejuni de 8 horexoBRlaamb aix0, els pacients es

dividiren en 3 grups segons la classificacio derobule concentracions de glucosa que
figuren a la guia clinica de 'ADA de I'any 206%). Aquests grups sén:

Concentracio de glucosa inferior a 6,7 mmol/L
Concentracio de glucosa entre 6,7 i 7,8 mmol/L
Concentracio6 de glucosa superior a 7,8 mmol/L

Les dades s’expressen com a valor de la mitjanas¥iacio estandard. Es considera
com a estadisticament significatiu un valor de(hG5.

Per a determinar si la distribucio dels valorsatevariables obeia a la Llei de Laplace-
Gauss, s’efectua la prova de Kolmogorov-Smirnovc@spararen les parelles de dades
de glucosa mitjana estimada i de concentraciorgiud®sa en sang després del deju de
8 hores mitjancant la prova no parametrica de Wdoo Per a determinar la relacio

entre les dues variables, s’utilitza el coefici@atcorrelacidé d’'Spearman (r).

Per altra banda, per a obtenir una equacié queioakss ambdues magnituds, s’empra
el metode de regressié lineal simple o de Demingedent de si el coeficient de

correlacio entre variables era superior o infeai@;,975 respectivament.

3.3 ESTUDI DE LA RELACIO ENTRE LA MITJANA DE LES
CONCENTRACIONS BASALS DE GLUCOSA | LA PROPORCIO
D’HEMOGLOBINA GLICADA

Per a l'estudi d’aquesta relacio, es van seleccioleaforma aleatoria 195 pacients
atesos a I'Hospital Universitari de Bellvitge alsiats se’ls hagués sol-licitat la
determinacio de la proporcio d’hemoglobina glicatasang i, alhora, es disposés de,
com a minim, 4 resultats de mesura de la concédtdec glucosa en serum després

d’un deju de 8 hores en els tres mesos previsresaira d’hemoglobina glicada.

La determinacio dels valors d’hemoglobina glicadke iles concentracions de glucosa
es van realitzar de la mateixa manera descritale@apartats anteriors. Degut a que
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aquest estudi es va realitzar posteriorment aitaglb de les directrius del consens
espanyol per a I'estandarditzacié de mesures d’bbhima glicad4®?, els valors
obtinguts de I'analitzador corresponien a valoagdbles al sistema de referéncia de la
IFCC. No obstant, aquests valors foren transformatslors tracables al sistema NGSP
mitjancant tan I'equacié préviament public&&fcom la obtinguda en el present estudi.
Aix0 fou necessari per a poder comparar les expresobtingudes segons I'equacio
emprada a més de poder correlacionar directamees@tat de glucosa en deja mitjana
estimada amb els estudis DCCT i UKPDS, ja que @sselltat d’hemoglobina glicada
NGSP el que es relaciona directament amb I'apadieibomplicacions croniques.

Amb aquestes dades, es va efectuar el calcul duitjana de les concentracions
seériques de glucosa en deju i es va relacionarsaquaor amb el corresponent

d’hemoglobina glicada per a cada pacient.

L’analisi estadistic realitzat per a I'obtencio kexpressié matematica que relaciona
ambdues variables fou el mateix que per a I'obtedei les equacions de transformacié
de valors d’hemoglobina glicada. No obstant, deddeixa manera que amb I'obtencio
de l'equacio que relaciona la concentracio de gacmitjana estimada amb la
proporcié d’hemoglobina glicada, s’empra el métdderegressio lineal de Deming per
a coeficients de correlacio inferiors a 0,975.

3.4 ESTUDI DE LA CAPACITAT DIAGNOSTICA DEL GRAU D E CONTROL
METABOLIC DE LES EQUACIONS DE TRANSFORMACIO | DE LA
CONCENTRACIO BASAL DE GLUCOSA ENFRONT L'HEMOGLOBINA
Alc

Aquest estudi es va realitzar sobre una poblaci®5f pacients atesos a I'Hospital
Universitari de Bellvitge. La mesura tant de laganzié d’hemoglobina glicada com de
la concentracié de glucosa en el sérum és exactaimenateixa que la descrita en
apartats anteriors. Els resultats d’hemoglobinaadlh emprats foren els tracables a
I'esquema nord-america NGSP. Aquests valors d’hémbata glicada foren obtinguts
directament de Il'analitzador i per transformacio résultats IFCC mitjancant tant
'equacié desenvolupada en el present estudi conb dequacid préviament
publicad&%®),
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Es considerava com a bon control metabolic tot lagesultat d’hemoglobina glicada
inferior al 7% NGSP i mal control qualsevol resufiar sobre d’aquest punt de tall, tal i
com es descriu a les guies de 'ABH. En quant a la concentracié basal de glucosa,
no existeix un valor definit per a bon o mal cohtidel pacient. En aquest cas els
resultats de concentracio basal de glucosa en ssuperiors o iguals a 7 mmol/L es
consideraren com indicadors de mal control de l&ltiea L’eleccié d’aquest punt de
tall, tot i que no estigui definit en cap guia @f es va escollir perqué és aquell que
permet el diagnostic de diabetis mellitus en qualspersona que el presenti de forma
casual en un control analitic. Per tant, és logitsar que una persona ja diagnosticada
de diabetis, i per tant, sota una forma o altratrdetament (ja sigui per mesures
higiénico-dietetiques o farmacologic), que presentiresultat superior a aquesta xifra
estara mal controlada metabolicament. Si aquest yadt diagnosticar-li diabetis, no

hauria de presentar-se en una persona sota coradit.

La prova de referéncia fou, evidentment, la meslgaa proporcio d’hemoglobina

glicada i la prova a avaluar fou la concentracisabde glucosa en el serum.

Les caracteristiques diagnostiques de la prova deebura de les concentracions basals
de glucosa s’expressen mitjancant sensibilitat éSpecificitat (E), valor predictiu
positiu (VPP) i valor predictiu negatiu (VPN).
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4. RESULTATS I DISCUSSIO

4.1 EQUACIO DE TRANSFORMACIO DE RESULTATS IFCC A RE SULTATS
JDS/JSCC

4.1.1 CONTROL INTERN DE LA QUALITAT

Els resultats del control intern de la qualitatidpits mitjancant els dos analitzadors
emprats en el present treball es mostren en lésstaegients. Tal i com és habitual al
laboratori clinic, els resultats del control int&s resumeixen mitjancant I'expressio de
la mitjana aritmética dels total de resultats detmd obtinguts i la mesura de la
dispersio dels resultats de control mitjancantdavehcié estandard i el coeficient de

variacio.

En aquestes dues primeres taules (taules 4 ifmessnten els resultats de control intern
de la qualitat a linici i al final de cada serimatitica que s’obtingueren amb
I'instrument calibrat de forma tracable al sistesitestandarditzacio japones JDS/JSCC:

Taula 4: Resultats de control intern de la qualitat a I'inici de la série analitica en I'instrument calibrat segons
I'esquema JDS/JSCC.

Mitjana 4,8 % 9,0 % 51% 10,6 %
Interval de control [4,62;4,68] % [8,89;9,19] % [4,0;6,0] % [9,7;11,7] %
Desviacié estandard 0,063 0,064 0,126 0,092
Coeficient variacio (%) 1,33 0,71 2,45 0,87

Taula 5: Resultats de control intern de la qualitat al final de la série analitica en I'instrument calibrat segons
I'esquema JDS/JSCC.

Mitjana 4,8 % 9,0 % 51% 10,6 %
Interval de control [4,62;4,68] % [8,89;9,19] % [4,0;6,0] % [9,7;11,71 %
Desviacio estandard 0,054 0,065 0,116 0,103
Coeficient variacio (%) 1,13 0,72 2,27 0,97
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En les dues taules seglents (taules 6 i 7) es enosls resultats que s’obtingueren en el
control intern de la qualitat processats a l'inical final de la série analitica amb
I'instrument calibrat de forma tracable al sistesheareferencia de la IFCC:

Taula 6: Resultats de control intern de la qualitat a 'inici de la série analitica en I'instrument calibrat segons
I'esquema IFCC.

Mitjana 3,6% 7,7 % 3.9% 9,1 %
Interval de control [2,9;4,2] % [6,3;9,4] % [3,0;5,0] % [8,0;10,0] %
Desviaci6 estandard 0,063 0,095 0,118 0,11
Coeficient variacio (%) 1,76 1,24 3,02 1,21

Taula 7: Resultats de control intern de la qualitat al final de la série analitica en I'instrument calibrat segons
I'esquema IFCC.

Mitjana 35% 7,6 % 3.9% 9,1 %
Interval de control [2,9;4,2] % [6,3;9,4] % [3,0;5,0] % [8,0;10,0] %
Desviacio estandard 0,069 0,085 0,112 0,096
Coeficient variacio (%) 1,94 1,12 2,88 1,06

Aquests resultats confirmaven una adequada quali@itica del metode HPLC HA-
8160 utilitzat en aquest estudi per a la mesura geoporcié d’hemoglobina A per a
I'obtencié de I'equacié que permetia transformaloksa IFCC d’hemoglobina 4 en
valors JDS/JSCC. De fet, els instruments empratsagaest estudi van mostrar un
excel-lent comportament metrologic (sobretot ddspdat de vista de la imprecisio).
Els resultats obtinguts mostraren coeficients deae@ molt baixos, que referenden
I'estabilitat del sistema de mesura al llarg deipgs. Cal mencionar que no es va haver
de rebutjar cap série analitica per deficiencieslaistema de mesura, per tant, totes les
seéries analitiques processades foren acceptadeartiA d'aquests resultats de control
intern de la qualitat també és important recalces, Gi bé el procediment de mesura no
era de la qualitat metrologica més elevada alaress d’'un procediment adaptat per al
treball rutinari en un laboratori clinic, el resu#t d'imprecisié obtinguts s’acostaven
molt als resultats obtinguts amb el sistema degrtéa. Per tant, el sistema de mesura
complia, de llarg, amb els requisits metrologicsassaris per al laboratori clinic. En

aquest sentit, resulta especialment important reanda qualitat d’aquests resultats de
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control intern ja que, durant el desenvolupamemtpdecediment de referencia de la
IFCC, es va dur a terme un estudi d'intercompardeidesultats de control entre 11
laboratoris de referéncia. En aquest estudi, dsiltats del coeficient de variacié
intralaboratorial (imprecisié de resultats dinsroateix laboratori) van oscil-lar entre el
0,47 i el 2,07%, essent la mitjana dels esmentasiotents de variacidé del 1,76%,
resultats molt similars als obtinguts en el nosstudi, tot i que en aquest, no es va
emprar més que un méetode de rutina. En aquest$stipement va tenir una influencia
cabdal la forma de preparacié dels materials dea@oexplicat a la seccié de material i
meétodes. Per altra banda és important consideraiemmmen sorprenent tenint en
compte els resultats de control que es van obté&guest fenomen es refereix al
coeficient de variacio relativament elevat del matede control nivell 1 de Menarini
Diagnostics, el qual, respecte els altres matevialsnostrar un coeficient de variacio
forca més elevat, tot i que mai es van obtenirltasufora de l'interval de control
corresponent. No s’ha procedit en el present trebestudi de les causes d’aquesta
elevacio en el coeficient de variacio dels ressild¢ control en aquest material, no
obstant, és possible que es tractés d’'una anomatitual en el lot de material emprat,
ja que, com es veura posteriorment als resultat®deol intern de la qualitat obtinguts
en el transcurs de l'elaboracié de la recta deessyp que relaciona els esquemes

d’estandarditzacid NGSP i IFCC, aquesta anomaliesva observar.

4.1.2 RESULTATS DE LES MOSTRES

La mitjana aritmetica dels 2000 resultats d’hembigila A, emprats per a I'obtencio de
'equacié de transformacié de resultats fou: 7,8JBS/JSCC i 6,3 % IFCC (63
mmol/mol). Els limits inferiors de la distribuci@ dialors foren: 3,2 % JDS/JSCC i 2,0
% IFCC (20 mmol/mol). Per altra banda, els limitpexiors de la distribucid foren:
17,4 % JDS/JSCC i 15,4 % IFCC (154 mmol/mol). Ageeifres denoten I'ampli
interval de valors emprat per a I'obtencio de l'agjo. Un dels factors més importants a
I'hora de realitzar I'equacio de transformacio dsultats fou que es requeria un interval
de valors tan ampli com sigui possible. Per aquestiu es sol-licitaren mostres al
Laboratori Clinic Just Oliveras, ja que a I'Hospitdniversitari de Bellvitge no
s’aconseguiren mostres amb valors prou elevatssuéaient quantitat com per obtenir

una equacio solida a valors alts. Un altre motidesaracter matematic. En una recta
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de regressio, les estimacions per a valors queequpdr sobre o per sota dels limits
superior i inferior de I'interval de valors no sthréen de realitzar, ja que I'estimacié no
seria suficientment fiable. Tot i que seria tedrieat possible obtenir valors

d’hemoglobina glucosilada superiors als maximsdteken les mostres emprades en
aquest estudi, la probabilitat de trobar valorgjdé&st tipus és forca baixa. Cal tenir en
compte, que la troballa de valors tan elevats snntestres d’aquests pacients no
representaria un problema greu en l'estimacié degs resultats mitjancant les
equacions que s’ha pretés desenvolupar en aquedt. &4 motiu és que, son valors tan
alts que l'error que es pogués cometre en la sstimaxio, mai influenciaria la

semiologia del resultat.

4.1.3 REGRESSIO LINEAL SIMPLE | EQUACIO DE TRANSFOR MACIO DE
RESULTATS

Mitjancant el metode de regressio lineal simpleva@sobtenir la seglent equacié de
transformacio de resultats d’hemoglobing. A

JDSIISCC (%) = 1,0545*IFCC (%) + 1,129 (R= 0,9972)

En el grafic seglient (figura 26) es mostra la reletaegressio obtinguda i 'equacio

corresponent:

20 1
NGSP(%) = 1,0545*IFCC(%) + 1,129%

R*=0,9972 .
n = 2000 e
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Figura 26: Recta de regressio i equacio de transformacio de resultats d’hemoglobina glicada IFCC a

resultats JDS/JSCC.

A la seguent taula (taula 8) es resumeixen elslissiizs descriptius basics dels resultats
d’hemoglobina glicada emprats en l'analisi de regi lineal simple per a I'obtencio
de I'equacio de transformacio de valors IFCC angal®S/JSCC.

Taula 8: Descriptius estadistics basics dels valors emprats per a I'obtencio de I'equacio de resultats IFCC en
resultats JDS/JSCC.

Resultats calibracio

7,804 % 2,575 2000
JDS/JSCC
Resultats calibracio
6,33 % 2,4386 2000
IFCC

Els resultats de I'estudi de correlaci6 de Peargol, es mostren a la taula segient
(taula 9), demostren, tal i com ja s’havia desernit estudis anteriors, una forta

associacio lineal entre les dues variables, ég,aqde els resultats provinents d’'una
calibraci6 alineada amb el sistema d'estandardéizgaponés JDS/JSCC i els

provinents d’una calibracié tracable al sistemardferencia de la IFCC estaven

intimament associats. Aquesta forta associaciéoddgtraduir, en la practica, com a

que les estimacions de resultats JDS/JSCC efectwagartir de resultats IFCC serien
fiables.

Taula 9: Analisi de correlacié de la recta de transformacié de resultats IFCC en resultats JDS/JSCC.

JDS/JSCC 1,000 0,997
Correlacié de Pearson
IFCC 0,997 1,000
Significacié estadistica JDS/ISCC - <0,001
P IFCC < 0,001 -
JDS/JSCC 2001 2001
Nombre de dades
IFCC 2001 2001
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El resum dels resultats del model de regressi@llisienple aplicat en aquest estudi es
mostra a la taula seguent (taula 10). El coefiailentorrelacié multiple R resultava ser
de 0,999 establint-se una forta relacio lineal eetds dues variables. Tal i com era
d’esperar, el signe d’aquest coeficient de cori@lailtiple era positiu indicant que
I'increment en una de les variables implica un eneent en l'altra. Aquest resultat
resultava plenament coherent amb els estudis pdevisloelzel i col-laboradors que
estudiaven la relacié6 numérica entre els difersistemes d’estandarditzal®. Amb
aquest coeficient de correlacié de Pearson obtiegytodia derivar que la relacié entre
les dues variables és tan estreta des del punistie matematic, que era perfectament

plausible realitzar I'estimacié dels valors d’'uraiable a partir de valors de I'altra.

Taula 10: Resum de la regressio lineal efectuada entre els valors d’hemoglobina glicada tracables al sistema de la
IFCC i els valors tracables al sistema japonés JDS/JSCC.

Canvi Canvi GL1 GL2 Significacio

en R en X del canvi
en
0,999 0,997 0,997 0,1356 0,997 9093,536 1 1999 0&10, 1,21

A la taula anterior (taula 10), a la columna enqlee es mostra l'error tipic de
I'estimacid, es pot observar que I'error en I'estaid de resultats JDS/JSCC a partir de
resultats IFCC era petit.

El resultat de Rdeterminava la bondat de I'ajust lineal en un mambeh el descrit en
aquest estudi. Es la proporcio de la variacio deadable dependent explicada pel
model de regressié. Degut a que el seu valor @atdlmolt proper a 1), significa que el
model s’ajustava de forma excel-lent a les dadgzaas. Per motius estrictament
formals, es mostra el valor dé €rregida. De fet, en una poblacié general, lessiaod
s’ajusten linealment de forma tan bona com ho sfdeen les mostres avaluades, per
tant, aquest estadistic intenta donar una idea fox€s precisa de la bondat d’ajust que
s'establiria en la poblaci6. El valor igual a |& Ro corregida implica que les
estimacions poblacionals que es realitzarien arp#etl’equacié desenvolupada serien
correctes. Aixi mateix, el canvi erf Bs elevat, per tant, és possible emprar la variable

independent per a estimar la dependent de formestab
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Per a I'estudi de I'acceptabilitat del model deresgié lineal simple, es va procedir a
realitzar-ne un analisi de variancia (ANOVA), ursum del qual es mostra a la taula
seguent (taula 11):

Taula 11: Analisi ANOVA de la regressio efectuada per a I'obtencioé de I'equacié de transformacié de valors
d’hemoglobina glicada IFCC en valors tracables a I’'esquema JDS/JSCC.

Suma de quadrats  GL Mitjana Significacio
quadratica estadistica
Regressio 13224,68 1 13224,68 719093,5 < 0,001
Residual 36,763 1999 0,018
Total 13261,443 2000

A partir d’aquest analisi de variancia es pot dnatide forma matematica la disposicio
dels punts i la bondat d’ajust de les dades al &tfe aquest cas, tal i com es pot
observar a la taula 11, el valor del residual ésicerablement més petit que el valor de
la regressié. Per tant, la quantitat d’error quat&oen els resultats d’hemoglobina
glicada JDS/JSCC estimats a partir de valors IF€@mabé molt petita. Per tant, es pot
considerar que les dades s’ajusten correctamemb@él de regressio lineal.

El detall sobre I'analisi estadistic que permebtémcié dels coeficients de I'equacio de
transformacio de resultats es presenta a les tguie®s mostren a continuacio (taules
12 i 13). Aguests sOn els coeficients (pendentdepada en origen) emprats en
I'equacio de transformacio de resultats IFCC altasuJDS/JSCC.

Taula 12: Analisi dels coeficients de I'equacio de transformacié de valors d’hemoglobina glicada IFCC a valors
JDS/JSCC.

Coeficients no estandarditzats Coeficients Significacio
estandarditzats estadistica
Error tipic
Ordenada en 1,129 0,008 0,999 <0,001
origen
Pendent 1,054 0,001 < 0,001

A part de I'obtencio dels coeficients matematice garmeten la construccio de la recta
de regressio per a la transformacié de resultaddtés informacio important dels
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intervals de confianca respecte aquests coeficiesaisretot de cara a realitzar una
primera comparacio de I'equacié obtinguda en elsgme estudi i la préviament
publicada. Aquest fet dona certa orientacio de aaramparar-les, ja que si els intervals
de confianga dels coeficients de I'equacié aquéritass’inclouen dins de linterval de
confianca de les equacions préviament publicadeppdria afirmar que les equacions
son comparables o perfectament equivalents ergg. élinterval de confianca per a
'ordenada en origen en I'equacié préviament pualolec és de 1,59 a 1,859 (en la
desenvolupada en el present estudi es de 1,11P146), Per al pendent, I'interval de
confianca en I'equacié préviament publicada es,867Ma 0,948 (en la desenvolupada
en el present estudi es de 1,052 a 1,057). Conoteshgervar l'interval de confianca
per als dos parametres que defineixen les equadesenvolupades en el present estudi
no s’inclouen en linterval de confianca que definels parametres de I'equacio
previament publicada, per tant, les equacionsrsdeagerament diferents, tot i que no

de forma significativa, ja que les diferencies pétites.

Taula 13: Analisi dels intervals de confianga dels parametres de I'equacié de transformacié de valors
d’hemoglobina glicada IFCC en valors JDS/JSCC.

Interval de confianca per Correlacions Estadistics de colinealitat

B al 95 %

Limit Limit Ordre zero Parcial Semiparcial ~ Tolerancia

superior inferior
1,112 1,146 0,999 0,999 0,999 1 1
1,052 1,057

Per a valorar que I'estratégia de regressio empeadaguest estudi és satisfactoria, es
presenten els diagnostics de colinealitat de Ithstda taula 14:

Taula 14: Diagnostics de colinealitat de I’estudi de regressio lineal.

Dimensi6 Autovalor index de condicié Proporcions de la variancia

Ordenada en Pendent

origen
1,933 0,03 0,03
6,681 - 10 5,379 0,97 0,97

A continuacié (taula 15) es mostren els estadistitge els residuals de I'analisi de

regressio:
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Taula 15: Estadistics sobre els residuals de la regressio lineal aplicada a I’obtencié de I’equacié de transformacié
de valors d’hemoglobina glicada IFCC a valors JDS/JSCC.

Minim Maxim Mitjana aritmética Desviacio tipica
Valor pronosticat 3,283 17,368 7,804 2,5714 2001
Residu brut -1,038 0,945 0,000 0,1356 2001
Valor pronosticat -1,776 3,719 0,000 1 2001
tipus
Residu tipus -7,651 6,966 0,000 1 2001

4.2 EQUACIO DE TRANSFORMACIO DE RESULTATS IFCC A RE SULTATS
NGSP

4.2.1 CONTROL INTERN DE LA QUALITAT

Els resultats del control intern de la qualitatimdpits mitjancant els dos analitzadors
emprats en el present treball es mostren en lésstaeglents. De la mateixa manera
com s’ha exposat en l'anterior apartar 4.1.1, ssimeixen els resultats del control
intern mitjangant I'expressio de la mitjana aritic@tdels total de resultats de control
obtinguts i la mesura de la dispersié dels resuldgt control mitjancant la desviacié

estandard i el coeficient de variacio.

En aquestes dues primeres taules (taules 16 islp)jesenten els resultats de control
intern de la qualitat a I'inici i al final de cadarie analitica obtinguts amb l'instrument

calibrat de forma tracable al sistema d’estandzadié nord-america NGSP:

Taula 16: Resultats de control intern de la qualitat a I'inici de la série analitica en I'instrument calibrat segons
I'esquema NGSP.

BioRad 1 BioRad 2 Menarini 1 Menarini 2
Mitjana 55 % 9,5 % 57 % 10,9 %
Interval de control [4,3:6,4] % [7,4:11,1] % [5,2;7,2] % [10,2;12,2] %
Desviacio estandard 0,037 0,1 0,06 0,09
Coeficient variacio (%) 0,68 1,05 1,04 0,82
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Taula 17: Resultats de control intern de la qualitat al final de la série analitica en I'instrument calibrat segons
I'esquema NGSP.

BioRad 1 BioRad 2 Menarini 1 Menarini 2
Mitjana 55 % 9,5 % 5,8 % 10,9 %
Interval de control [4,3:6,4] % [7,4:11,1] % [5,2;7,2] % [10,2;12,2] %
Desviacié estandard 0,041 0,077 0,052 0,091
Coeficient variacio (%) 0,76 0,81 0,9 0,83

En les dues taules segients (taules 18 i 19) esrenosls resultats obtinguts en el
control intern de la qualitat processats a l'iniai final de la serie analitica obtinguts
amb l'instrument calibrat de forma tracable alesish de referencia de la IFCC:

Taula 18: Resultats de control intern de la qualitat a I'inici de la série analitica en l'instrument calibrat de forma
tracable al métode de referéncia de la IFCC.

BioRad 1 BioRad 2 Menarini 1 Menarini 2
Mitjana 3,7% 8,1 % 4,0 % 9,6 %
Interval de control [2,9;4,2] % [6,3;9,4] % [3,4;5,4] % [8,8;10,8] %
Desviacié estandard 0,05 0,062 0,023 0,054
Coeficient variacio (%) 1,35 0,77 0,57 0,56

Taula 19: Resultats de control intern de la qualitat al final de la série analitica en I'instrument calibrat de forma
tracable al sistema de referéncia de la IFCC.

BioRad 1 BioRad 2 Menarini 1 Menarini 2
Mitjana 3,7% 8,1 % 4,0 % 9,6 %
Interval de control [2,9;4,2] % [6,3;9,4] % [3,4;5,4] % [8,8;10,8] %
Desviacio estandard 0,069 0,085 0,000 0,024
Coeficient variacio (%) 1,19 0,58 0 1,06

Aquests resultats confirmen de nou, tal i com Je$xposat en I'apartat 4.1.1, una
adequada qualitat analitica del metode HPLC HA-81tflizat en aquest estudi per a
I'obtencio dels resultats de mesura de la propatti@moglobina Ac necessaris per al
desenvolupament de I'equacioé que permet transfowalars IFCC d’hemoglobina A

en valors tracables al sistema d’estandarditzacBSRl De fet, els instruments van
mostrar novament un excel-lent comportament mefiol{sobretot des del punt de
vista de la imprecisio). Els resultats obtingutsstren coeficients de variacié molt
baixos, que referenden I'estabilitat del sistemangsura al llarg del temps. Per tant, es
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confirma la robustesa que, en aquest sentit, pagsoder observar en I'obtencio dels
resultats de mesura de hemoglobing. Amprats en I'obtencié de l'equacié de
transformacio de resultats tracables al sistemaCIE@ resultats tragables al sistema
JDS/JSCC. Cal mencionar que, de la mateixa manera’'gxposa en el bloc 4.1, no es
va haver de rebutjar cap serie analitica per dafaes en el sistema de mesura, per
tant, totes les series analitiques processades #meeptades. . En aquest punt, es va
constatar novament que, tot i que el procedimenindsura no era de referéncia, la
qualitat metrologica dels resultats era extraomitndent semblant a la obtinguda amb
els sistemes de referéncia per a la mesura d’hemiogl A .. La imprecisi6 mostrada
pel sistema de mesura en aquest cas torna a &sseient, comparable al ja mencionat
estudi d’intercomparacié dut a terme durant el adesiepament del metode de
referencia de la IFCC. En aquest conjunt de daues,observa el fenomen d’augment
de la imprecisi6 en el cas del material de cordeola qualitat proporcionat per part de
Menarini Diagnosticos que s’havia observat en lsefd’obtencié de l'equacio de
transformacié de valors IFCC d’hemoglobina glicadavalors JDS/JSCC.

4.2.2 RESULTATS DE LES MOSTRES

La mitjana aritmeética dels 2000 resultats d’hembigla A emprats per a la obtencio
de l'equacié de transformacié de resultats fou: %INGSP i 5,2 % IFCC (52
mmol/mol). Els limits inferiors de la distribucid@ dvalors foren: 3,6 % NGSP i 1,6 %
IFCC (16 mmol/mol). Per altra banda, els limitsesigrs de la distribucié foren: 19,2
% NGSP i 18,2 % IFCC (182 mmol/mol). Aquestes sifrediquen I'ampli interval de
valors utilitzat per a I'obtencié de I'equacio. Reiobtenir un interval de resultats de
mesura tan ampli com fos possible, es procedi deak®ixa manera que la descrita a
I'apartat 4.1.2, sol-licitant mostres de sang ddratori Clinic Just Oliveras, degut a
que les mostres obtingudes Unicament de I'HospitaVversitari de Bellvitge no eren

suficients.

4.2.3 REGRESSIO LINEAL SIMPLE | EQUACIO DE TRANSFOR MACIO DE
RESULTATS
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Mitjancant el metode de regressio lineal simplevasobtenir la seglent equacié de

transformacio de resultats d’hemoglobina. A
NGSP (%) = 0,9293*IFCC (%) + 2,1054 (R= 0,9979)

A la figura seguent (figura 27) es mostren I'eq@ague permet la transformacio de
resultats de mesura d’hemoglobina. Aracables al sistema d’estandarditzacié de la
IFCC a valors tracables al sistema nord-americataielarditzaci6 NGSP i el grafic
obtinguts:

18

NGSP (%) = 0,9293*IFCC(%) + 2,1054% .
16 R =0,9978 /
14 n = 2000

12 A

10 A

HbA1c NGSP (%)

0,0 2,0 4,0 6,0 8,0 10,0 12,0 14,0 16,0 18,0
HbA1c IFCC (%)

Figura 27: Recta de regressio i equacio de transformacio de resultats d’hemoglobina glicada IFCC a

resultats NGSP.

A les seguents taules es mostren els detalls dalisa de les dades obtingudes i la

regressio lineal simple.

A la taula 20, es mostra la descripcié generakdelhdes obtingudes:

Taula 20: Descriptius estadistics basics dels valors emprats per a I'obtencié de I'equacio de resultats IFCC en
resultats NGSP.

Sistema de calibracio Mitjana aritmetica (%) Desviacio tipica Nombre de dades

NGSP 7,127 2,3054 2001

77



Resultats i discussid

IFCC 5,403 2,4783 2001

Com es pot observar, el valor de la mitjana ariitaéle les dades NGSP és molt proper
al 7 %. En el cas concret d'aquesta equacio fareéssant obtenir un valor de mitjana
proper al 7 % degut a que és el valor clau a I'tbaaaluar el control metabolic dels
pacients diabetics. Aquest valor del 7% és el dertall que defineix, per sobre seu, els
pacients amb un control metabolic deficient de lalattia i, per sota seu, aquells

pacients amb un adequat control de la diabetis.

Els resultats de I'estudi de correlacio de Peargoe, es mostren a la taula seguient
(taula 21), demostren, tal i com ja s’havia desent estudis anteriors, una forta
associacio lineal entre les dues variables, €s,auire els resultats provinents d’'una
calibracié alineada amb el sistema d’estandarddzamrd-america NGSP i els
provinents d’'una calibracié tracable al sistemareferencia de la IFCC. Aquest fet
també s’ha observat en I'anterior apartat 4.1.3¢letlesenvolupament de I'equacié de
transformacié de valors IFCC a valors JDS/JSCCidrer a partir d’aquesta equacio es
podrien fer prediccions de quin seria el valor dioglobina A.corresponent al sistema
d’estandarditzaci6 NGSP a partir de valors obtisguhb sistemes calibrats segons el

sistema de referéncia de la IFCC.

Taula 21: Analisi de correlacié de la recta de transformacio de resultats IFCC en resultats NGSP.

Resultats NGSP Resultats IFCC
Correlacio de Pearson NGSP 1,000 0,999
IFCC 0,999 1,000
Significacio estadistica NGSP — < 0,001
P IFCC < 0,001 —
Nombre de dades NGSP 2001 2001
IFCC 2001 2001

En aquest cas, tal i com també succeia a I'equmegentada en apartats anteriors per a
la transformacio de resultats IFCC a JDS/JSCCoelident de correlacié de Pearson
presenta un valor molt proper a 1. Aquest resulesgerats per altra banda, demostren
una forta associacid entre les dues variables, quelés el mateix, una forta relacié

entre els dos esquemes d’estandarditzacié deatsdé mesura.
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Tal i com era d’esperar, ja que aixi ha estat olasam els altres estudis efectuats per
tal de trobar equacions de transformacio de rdsuttdhemoglobina glucosilada, el
signe del coeficient de correlacio és positiu. Ajuet implica que I'augment en el
valor d’'una de les dues variables fa que, inewtaleint, el seu valor homoleg a l'altra
variable també augmentara.

El resum de les dades del model de regressio lisiegble mitjancant el qual s’ha
obtingut I'equaci6 de transformacié de resultatseedioglobina A. tracables al métode
de referéncia de la IFCC a resultats alineats desguema d’estandarditzacié nord-

america NGSP es mostra a la taula seguient (tajla 22

Taula 22: Resum de la regressio lineal efectuada entre els valors d’hemoglobina glicada tracables al sistema de la
IFCC i els valors tragables al sistema nord-america NGSP.

Error Estadistics de canvi Durbin-

Corregida tipic de Watson
GL GL

[ESigEel Canvi  Canvi en

Significacio

en R F 1 2 del canvi
enF
0,999 0,998 0,998 0,1062 0,998 941281,46 1 1999 ,0&10 0,954

A la taula anterior, a la columna en la que es rad&rror tipic de I'estimacio, es pot

observar que I'error en I'estimacio de resultatsS®& partir de resultats IFCC és petit.

El resultat de Rdetermina la bondat de I'ajust lineal en un modehcel descrit en
aquest estudi. Es la proporcié de la variaci6 dealdable dependent explicada pel
model de regressio. Degut a que el seu valor @atelenolt proper a 1), significa que el
model s’ajusta de forma excel-lent a les dades ahepr tal i com ja s’havia observat
en l'obtenci6 de l'equacié descrita en apartatsergots. Per motius estrictament
formals, es mostra el valor d& Borregida. Els resultats obtinguts en aquest @as, s
similars als obtinguts en el cas de I'equacio amtér per tant, a partir dels valors de la
mostra emprada en aquesta segona fase de I'eshaligdesenvolupat una equacio que
permet la transformacié de valors d’hemoglobinalRCC als seus valors homolegs del
sistema d’estandarditzacio IFCC.

Igual com es comenta a I'apartat 4.1.3, es redléralisi de variancia (ANOVA) per a
verificar I'acceptabilitat del model de regressibpeat en aquest treball. De la mateixa

manera que en el desenvolupament de I'anteriorcg@jda transformacié, també es pot
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observar com el valor del residual és considerabterpetit i, per tant, aquest té un pes
despreciable en la prediccié del valor d’hemoglabM. NGSP a partir de valors
alineats amb el sistema de referéncia de la IFGE rdsultats d’aquest ANOVA es
mostren a la taula seguent (taula 23):

Taula 23: Analisi ANOVA de la regressio efectuada per a I'obtencié de I'equacié de transformacié de valors
d’hemoglobina glicada IFCC en valors tracables a I’esquema NGSP.

Suma de Mitjana Significacio
quadrats quadratica estadistica
Regressio 10607,182 1 10607,182 941281,466 < 0,001
Residual 22,526 1999 0,011
Total 10629,709 2000

El detall sobre I'analisi estadistic que permebtémcié dels coeficients de I'equacio de
transformacio de resultats es mostra a la taulaeptada a continuacio (taula 24).
Aquests son els coeficients (ordenada en origemd@nt) que apareixen a I'equacié de
transformaciéo de resultats IFCC a resultats tragalal sistema d’estandarditzacié
NGSP.

Taula 24: Analisi dels coeficients de I'equacio de transformacié de valors d’hemoglobina glicada IFCC a valors
NGSP.

Coeficients no estandarditzats Coeficients Significacio
estandarditzats estadistica
B Error tipic
Ordenada en 2,106 0,006 0,999 370,023 < 0,001
origen
Pendent 0,929 0,001 970,197 < 0,001

A part de I'obtencio dels coeficients matematice garmeten la construccio de la recta
de regressio per a la transformacié de resultaddtés informacio important dels
intervals de confianca (taula 25) respecte aquestcients, sobretot de cara a realitzar
una primera comparacio de I'equacié obtinguda epresent estudi i la préeviament
publicada. L’interval de confianca per a I'ordenaataorigen en I'equacio préviament
publicada és de 1,59 a 1,859 (en la desenvolupadd present estudi es de 2,095 a

2,118). Per al pendent, l'interval de confiancd'eqguacié préviament publicada es de
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0,899 a 0,93 (en la desenvolupada en el presartiest de 0,927 a 0,931). Com es pot
observar l'interval de confianca per als dos patéeseque defineixen les equacions
desenvolupades en el present estudi no s'inclower’irgerval de confiangca que
defineix els parametres de I'equacié préviamentlipadia, per tant, les equacions,
encara que no de forma significativa, si que sdieeigerament diferents.

A diferéncia dels resultats sobre els intervalscdefianca que s’han generat en el
desenvolupament de I'equacié IFCC vs. JDS/JSCCJaeque els intervals entre
'equacio publicada anteriorment i la desenvolupadael present estudi no eren
coincidents, en aquest cas si que trobem un llauggncidencia entre els intervals de
confianca del pendent d’ambdues equacions, la gaddi anteriorment i la que es
presenta en aquest estudi.

Taula 25: Analisi dels intervals de confianga dels parametres de I'equacié de transformacié de valors
d’hemoglobina glicada IFCC en valors NGSP.

Interval de confianca per Correlacions Estadistics colinealitat

B al 95 %

Limit Limit Ordre zero Parcial Semiparcial Tolerancia FIV
superior inferior

2,118 2,095 0,999 0,999 0,999 1 1

0,931 0,927

Per a valorar que I'estratégia de regressio empeadaguest estudi és satisfactoria, es
presenten els diagnostics de col-linealitat deutigtaula 26):

Taula 26: Diagnostics de col:-linealitat de I’estudi de regressio.

Dimensi6 Autovalor index de condicié Proporcions de la variancia

Ordenada en Pendent

origen
1,909 1,000 0,05 0,05
2 9,103 - 16 4,579 0,95 0,95

A continuacié es mostren els estadistics sobreesisiuals de I'analisi de regressio
(taula 27):
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Taula 27: Estadistics sobre els residuals de la regressid lineal aplicada a I’'obtencié de I’equacié de transformacié
de valors d’hemoglobina glicada IFCC a valors JDS/JSCC

Maxim Mitjana aritmética Desviacio tipica
Valor pronosticat 3,593 19,019 7,127 2,303 2001
Residu brut -0,406 0,528 0,000 0,1061 2001
Valor pronosticat -1,534 5,164 0,000 1 2001
tipus
Residu tipus -3,823 4,971 0,000 1 2001

Mitjancant la utilitzacié de les dues equacionsedgslupades en aquest treball, es pot
efectuar la transformacié de resultats d’hemoglliticada tracables al sistema de
referéncia de la IFCC a resultats tracables atersies d’estandarditzacié JDS/JSCC i
NGSP. Per altra banda, els laboratoris que caliblsnseus instruments de mesura
segons els esquemes japones o nord-america tardbé ptlitzar aquestes equacions
en el sentit invers, és a dir, transformar resul#S/JSCC o NGSP a resultats IFCC.
Per a I'expressio dels resultats en unitats intéomals (mmol/mol), només caldria
multiplicar el resultat IFCC obtingut en tant pentper 10.

Les caracteristiques del disseny d’aquest trebal permeés l'obtenci6 de dues
equacions de transformacié solides degut, principat, a I'elevat nombre de mostres

emprat.

La qualitat de les equacions també es deu a Eestmanteniment d’'unes condicions
analitiques constants als dos analitzadors uttitzaer a efectuar les mesures
d’hemoglobina glicada. Sembla essencial per al rdedepament d’equacions de

transformacio de valors la utilitzacié dels matsixoestruments, les mateixes mostres i
els mateixos equips de reactius, calibradors i nadgede control per evitar, tant com

sigui possible, les fonts de variacié analiticaxalet de lloc la incertesa associada a
I'assignacio de valors als calibradors, incertesa gs transfereix, inevitablement, als

resultats finals.
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4.3 COMPARACIO DE RESULTATS OBTINGUTS AMB LES DIFER ENTS
EQUACIONS

En aquests propers apartats, es mostraran les daaiges a la comparacié estadistica

entre els resultats d’hemoglobina.Abtinguts amb les diferents equacions.

En primer lloc es mostraran els resultats de lapavatio dels resultats obtinguts
mitjancant les equacions obtingudes en el presgntlieamb els valors reals homolegs
obtinguts directament de Il'analitzador. En segat,lles mostrara la comparacié
estadistica dels resultats obtinguts entre lesados obtingudes en aquest estudi i els

resultats proporcionats per les equacions previamedlicades.

La comparacio estadistica de resultats es va eifiestitjiancant la prova no parameétrica
de Wilcoxon de comparacioé de medianes. L’eleccadésta prova venia condicionada
per I'absencia de distribucio de les dades segohsel de Laplace-Gauss i que fa, per
tant, necessaria la utilitzaciéo de proves no panagues per a la comparacio de dades

aparellades.

4.3.1 COMPARACIO DE RESULTATS JDS/JSCC DE L’ANALITZ ADOR AMB ELS
PROPORCIONATS PER EQUACIO OBTINGUDA EN EL PRESENT E STUDI

En aquest apartat es mostren els resultats décbaj de la prova de Wilcoxon per a
comparar els resultats JDS/JSCC obtinguts perftnanacio de valors IFCC mitjancant
'equacié desenvolupada en aquest treball respelstemateixos valors directament
obtinguts directament de I'analitzador (taula 28).

Taula 28: Resum de la prova de rangs de Wilcoxon aplicada per a la comparacio de resultats d’hemoglobina

glicada JDS/JSCC provinents de transformacié de valors IFCC amb I’equacié desenvolupada en el present estudi
amb valors JDS/JSCC obtinguts de I'analitzador.

N Rang promig Suma de rangs
Rangs negatius 542 364,83 197736
Rangs positius 154 291,04 44820
Empats 307
Total 1003

Els rangs negatius queden determinats quan el h@moglobina A. JDS/JSCC

obtingut mitjancant I'equacié desenvolupada en sigtreball és menor que 'obtingut
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directament de 'analitzador. Els rangs positiues, gontraposicio, queden definits quan
el resultat obtingut amb les presents equacions re@jors que els obtinguts de
I'analitzador. Els empats es defineixen com aqueBbsiltats coincidents entre I'obtingut

mitjancant I'equacio i el proporcionat per I'anzéitior.

Tabla 29: Estadistic de contrast de la prova de Wilcoxon.

Estadistics de contrast Resultat

Z -14,515

Significacié assimptotica (bilateral) < 0,001

Com es pot observar a partir de I'estadistic detrash Z (taula 29), existeixen

diferéncies estadisticament significatives entre mdsultats d’hemoglobina glicada
obtinguts directament de I'analitzador i aquellsuleats homolegs obtinguts mitjangant
la transformacié de resultats IFCC mitjancant l&gjd desenvolupada en el present

estudi.

4.3.2 COMPARACIO DE RESULTATS JDS/JSCC DE L’ANALITZ ADOR AMB ELS
PROPORCIONATS PER L'EQUACIO PREVIAMENT PUBLICADA

En aquest apartat es mostren els resultats décbBap de la prova de Wilcoxon per a
comparar els resultats JDS/JSCC obtinguts perftianacié de valors IFCC mitjancant

'equacié de transformacié previament publicad&feficia) respecte els mateixos
valors directament obtinguts directament de I'dnatior (taula 30).

Taula 30: Resum de la prova de rangs de Wilcoxon aplicada per a la comparacio de resultats d’hemoglobina

glicada JDS/JSCC provinents de transformacié de valors IFCC amb I'equacié préviament publicada amb valors
JDS/JSCC obtinguts de 'analitzador.

N Rang promig Suma de rangs
Rangs negatius 469 347,99 163206
Rangs positius 426 558,11 237754
Empats 108
Total 1003

De forma idéntica a la taula 28, en aquesta tasilen@stren els rangs promitjos i la

suma de rangs dels rangs que resulten positiuatingg els empats.
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Taula 31: Estadistic de contrast de la prova de Wilcoxon.

Estadistics de contrast Resultat

z -4,826
Significacio assimptotica (bilateral) < 0,001

Com es pot observar a partir de I'estadistic dérashZ, també existeixen diferéncies
estadisticament significatives entre els resul@diteemoglobina glicada obtinguts
directament de l'analitzador i aquells resultatambiegs obtinguts mitjancant la

transformacio de resultats IFCC mitjancant I'eqaamreviament publicada.

4.3.3 COMPARACIO DE RESULTATS NGSP DE L'ANALITZADOR AMB ELS
PROPORCIONATS PER L’'EQUACIO OBTINGUDA EN EL PRESENT ESTUDI

En aquest apartat es mostren els resultats décBam de la prova de Wilcoxon per a
comparar els resultats NGSP obtinguts per transfoidnde valors IFCC mitjancant
'equacio desenvolupada en aquest treball respelstamateixos valors directament
obtinguts directament de I'analitzador.

Taula 32: Resum de la prova de rangs de Wilcoxon aplicada per a la comparacio de resultats d’hemoglobina

glicada NGSP provinents de transformacio de valors IFCC amb I'equacié desenvolupada en el present estudi amb
valors NGSP obtinguts de I’analitzador.

N Rang promig Suma de rangs
Rangs negatius 74 309,11 22874
Rangs positius 531 358,15 225991
Empats 288
Total 993

A la taula anterior (taula 32), es pot observarresum de la prova de Wilcoxon
aplicada per a efectuar la comparacié de resutfdtemoglobina glicada NGSP
obtinguts tan mitjancant I'equacido que s’ha deskpat en aquest treball com els

obtinguts directament de I'analitzador.

A la seguent taula (taula 33) es mostren els @sutte I'estadistic de contrast Z i la
seva significaci6 de cara a establir si existeixdifierencies estadisticament
significatives entre ambdues séries de resultats.
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Taula 33: Estadistic de contrast de la prova de Wilcoxon.

Estadistics de contrast Resultat

z -19,086
Significacio assimptotica (bilateral) < 0,001

Com es pot observar a partir de I'estadistic detraeh Z, existeixen diferéncies
estadisticament significatives entre els resul@diteemoglobina glicada obtinguts
directament de l'analitzador i aquells resultatambiegs obtinguts mitjancant la
transformacié de resultats IFCC mitjancant I'eqéadesenvolupada en el present

estudi.

4.3.4 COMPARACIO DE RESULTATS NGSP DE L'ANALITZADOR AMB ELS
PROPORCIONATS PER L'EQUACIO PREVIAMENT PUBLICADA

En aquest apartat es mostren els resultats décbap de la prova de Wilcoxon per a
comparar els resultats NGSP obtinguts per transfoidnde valors IFCC mitjancant
'equacido de transformacidé préviament publicadapeete els mateixos valors

directament obtinguts directament de I'analitzador.

Els resultats de l'aplicacié de la prova de Wilcoxeer a determinar si existeixen
diferencies estadisticament significatives entsevalors d’hemglobina A fruit de la
utilitzacié de la préviament publicada per Hoelzsl- laborador$??i els seus resultats
homolegs directament obtinguts de l'analitzador,resumeixen en les dues taules
seguents (taules 34 i 35):

Taula 34: Resum de la prova de rangs de Wilcoxon aplicada per a la comparacié de resultats d’hemoglobina

glicada NGSP provinents de transformacio de valors IFCC amb I’equacié préviament publicada amb valors NGSP
obtinguts de I'analitzador.

N Rang promig Suma de rangs
Rangs negatius 115 298,77 34359
Rangs positius 508 314,99 160017
Empats 370
Total 993

Taula 35: Estadistic de contrast de la prova de Wilcoxon.

Estadistics de contrast Resultat
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Z -14,292

Significacié assimptotica (bilateral) < 0,001

L’estadistic de contrast que es mostra a la tabaeela que, novament, i tal i com
s’ha observat a lapartat 4.3.3, també existeixeifer@&hcies estadisticament
significatives entre els valors obtinguts de I'aptiid de I'equacié desenvolupada per
Hoelzel i col-laboradof$?i els resultats directament obtinguts de I'anatitar.

Degut a les petites diferéencies numeériques engrgedlultats obtinguts a partir de les
equacions desenvolupades per Hoelzel i col-labcs&di els obtinguts a partir de les
equacions aqui desenvolupades, es pot afirmar questes Ultimes sén valides per a
transformar resultats d’hemoglobina glicada IFCCQesultats tracables als sistemes
JDS/JSCC o0 NGSP.

D’acord amb el document internacional de consehigberatori clinic de I'Hospital
universitari de Bellvitge ha calibrat els seusmmstent de mesura de forma tracable al
sistema de referéncia de la IFCC i informa delsltats en valors IFCC (mmol/mol) i
en valors NGSP (%). Fins aquest moment, els résuffae es proporcionaven als
sol-licitants d’aquest centre eren Unicament val@S/JSCC. Per a evitar la confusio
sorgida de I'adopci6 de les directrius del documintdrnacional de consens causada
per les diferéncies entre els diferents valorsrineds, es va habilitar un temps de
transicio en el que coexistien, en un mateix inrde laboratori, resultats IFCC,
JDS/JSCC i NGSP. Aquests dos ultims valors s’obtede la transformacio dels valors
IFCC obtinguts directament de l'analitzador mitjant; I's de les equacions aqui
desenvolupades.

4.4 RELACIO ENTRE GLUCOSA MITJANA ESTIMADA | CONCEN TRACIO
DE GLUCOSA EN SANG DESPRES D’UN DEJUNI DE 8 HORES

Tal i com s’ha esmentat a la introduccié d’aquesbdll, aquesta part de I'estudi
pretenia avaluar si podria existir una relaciodinentre els resultats de glucosa mitjana
estimada i la concentracié de glucosa mesuradanuarshent a un deju de 8 hores per,
d’aquesta manera, poder realitzar estimacions dglldaosa mitjana a partir de

concentracions basals de glucosa en sang.
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A la taula seglent (taula 36) es presenten elslistitss descriptius de la poblaci6 i les

variables estudiades:

Taula 36: Descriptius estadistics basics dels valors emprats per a I'obtencio de I'equacié que relaciona
concentracions de glucosa mitjanes estimades i concentracié de glucosa en sang després d’un dejuni de 8 hores.

Mitjana Desviaci6 estandard Minim Maxim
Hemoglobina A 953 6,6
(NGSP)
Glucosa en deju 953 7,06 3,21 14 29,4

Segons la prova de Kolmogorov-Smirnov, els valoescdp de les dues variables
estudiades s’ajustaven a una distribucié de Lagkagss, per tant, es va fer necessaria

la utilitzacié de proves no parametriques per@laparacio de dades aparellades.

La prova de comparacié de Wilcoxon dels valorsat&entracions mitjanes de glucosa
estimades amb els valors de concentracid de glueosaleju va demostrar que

existeixen diferéncies significatives entre elisi(és 37 i 38).

Taula 37: Rangs obtingut de la prova de Wilcoxon per comparar els resultats de glucosa mitjana estimada i
concentracions basals de glucosa en sang després d’un dejuni de 8 hores.

N Rang promig Suma de rangs
Rangs negatius 232 402,91 93475
Rangs positius 695 484,39 336653
Empats 56
Total 953

Taula 38: Valor de I'estadistic de contrast de la prova de Wilcoxon.
Estadistics de contrast Resultat
Z -14,913

Significacio assimptotica (bilateral) < 0,001

A la seguent taula (taula 39) es mostren els isulte les proves de control glucemic i
els coeficients de correlacio per a tots els grdggiests grups, tal i com s’esmenta en
'apartat 3.2.4 de Material i metodes, corresporem,primer lloc, a pacients amb
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concentracions de glucosa en serum després d'wmidg¢ 8 hores inferiors a 6,7
mmol/L, en segon lloc, a pacients amb concentracide glucosa entre 6,7 i 7,8
mmol/L i, finalment, a pacients amb concentracidaeglucosa en serum superiors a 7,8
mmol/L després d’un dejuni de 8 hores. No es nwereca la taula, pero la significacié
estadistica de cadascun dels coeficients de coiGala Pearson fou inferior a 0,001.

Taula 39: Resum descriptius entre diferents grups de pacients amb diferents concentracions de glucosa i analisi
de correlacié en els diferents grups.

Grup sencer Grup glucosa Grup glucosa Grup Glucosa

basal < 6,7 basal 6,7 — 7,8 basal > 7,8

mmol/L mmol/L mmol/L

N 953 571 148 234
Glucosa basal 7,06+ 3,21 5,23t 0,78 7,23t 0,32 11,43 3,62

(mmmol/L)

GME (mmol/L) 7,91+ 2,77 6,66+ 1,73 8,11+ 2,07 10,83 2,99
Hemoglobina A 6,6+1,74 5,82+ 1,08 6,73 1,3 8,44 1,88

(NGSP en %)

Gluc. basal vs GME r’=0,673 f=0,06 f=0,143 t=0,532

A continuacié es mostra el diagrama scatter-pla placiona les concentracions de
glucosa estimada i les concentracions de glucosiején(figura 28):
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Figura 28: Diagrama de dispersio de relacié entre la concentracié de glucosa mitjana estimadaii la

concentracio de glucosa en sang després d’un dejuni de 8 hores.

L'analisi de regressio lineal simple proporcionaskgient equacié que relacionava
ambdues variables:

GMEmmoy = 0,5816 * Glucosa deju + 3,8033%R0,45)

Les dades de la regressié es mostren a la taulerse@aula 40):

Taula 40: Analisi dels coeficients de I’equacié de transformacio de valors de glucosa obtinguts després d’un
dejuni de 8 hores en concentracié de glucosa mitjana estimada.

Coeficient Error Significacio p Interval de confianca 95%
estandard del coeficient
Ordenada en 3,8033 0.1606 <0,001 3,4881-4,1185
origen
Pendent 0,5816 0,0207 <0,001 0,5409-0,6222

Degut al valor del coeficient de correlacio, esta@r terme I'analisi de regressio lineal

pel métode de Deming amb el qual, I'expressié matia resultant és:

GMEqmon = 0,8051 * Glucosa deju + 2,2243
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Els detalls d’aquest analisi de regressio de Deragwqiostren a la taula segient (taula
41):

Taula 41: Analisi de regressio de Deming aplicat a I’obtencio de I’equacié de transformacié de concentracions de
glucosa obtingudes després d’un dejuni de 8 hores en valors de concentracions mitjanes estimades de glucosa.

Terme Coeficient  Error estandard Interval de confianga del 95%
Ordenada en origen 2,2243 0,2224 1,7879-2,6606
Pendent 0,8051 0,0287 0,7488-0,8613

La simple analisi visual de la distribucié de leslés al grafic ja permet deduir que no
existeix relacio lineal entre ambdues variablesgtes, posteriorment es confirma amb
un valor de Rde 0,45. Per tant no és possible realitzar I'estinde les concentracions

mitjanes de glucosa a partir de resultats de lexerdracions de glucosa en sang

després d’'un dejuni de 8 hores.

Aquests resultats es contradiuen amb un estudii@ntie similars caracteristiqu&s’

en el qual s’obté una correlacio positiva entre dumel variables sensiblement major (r
= 0,757) que en l'estudi que s’exposa en aquesttaapaquesta diferéncia podria
explicar-se, en part, pel major nombre de meswadcentracions de glucosa en sang
després d’'un dejuni de 8 hores que es va empraqgaast estudi (n = 3891). No
obstant, seria necessaria la realitzacié d’estomfis profunds per esbrinar quina és la

correlacié real entre ambdues variables.

Per tant, en quan a I'estudi de la relacié entredacentracido de glucosa en sérum
després d'un deju de 8 hores (basal) i la concgbtide glucosa mitjana estimada a
partir de I'equaci6 publicada a I'estudi préviamernciondt®®, tot i que s’ha obtingut
una equacidé que relaciona aquestes dues variadlespeficient de correlacio de
Pearson obtingut és inferior a 0,7. Aquest fet,if@able la utilitzacio d’aquesta
expressié matematica a la practica clinica, ja muexisteix relacio matematica prou

forta entre les dues variables.

45 ESTUDI DE LA RELACIO ENTRE LA MITJANA DE LES
CONCENTRACIONS BASALS DE GLUCOSA | LA PROPORCIO
D’HEMOGLOBINA A 1¢

Aquest apartat del treball va venir motivada pernuotiu primordial esmentat a la

introduccié d’aquest estudi. Actualment, 'hemogpab glicada, representa la millor
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prova per avaluar I'estat de control metabolic piatient diabéetic. No obstant es va
intentar establir si podria existir alguna manestimar, de forma rapida i senzilla

resultats de concentracions basals de glucosanestjeD’aquesta manera, es podria
donar una informacio al pacient molt més facil téere per part seva.

451 EQUACIO DE TRANSFORMACIO UTILITZANT VALORS |IF CC
TRANSFORMATS A NGSP AMB L’EQUACIO PREVIAMENT PUBLIC ADA

A la taula seglient (taula 42) es mostren els estadistics descriptius de les variables emprades

per a aquest estudi:

Taula 42: Resum descriptiu de les dades de glucosa basal mitjana i valors d’hemoglobina glicada.

N Mitjana Desviacio estandard
Glucosa basal mitjana 195 7,66 2,46
Hemoglobina A (NGSP en %) 195 6,74 1,54

En el seglent grafic de dispersio (figura 29) esgiservar la distribucié dels punts
entre les dues variables. Aquest primer examenmalvigudona una idea de que les

variables estan pobrament relacionades.
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Figura 28: Diagrama de dispersio de relacié entre ’hemoglobina glicada i les concentracions basals

mitjanes de glucosa.

A continuacié es mostren les dades de I'estudiedecorrelacions (taula 43). En ell es
pot observar una correlacié positiva entre ambdueesables, no obstant é€s una
correlacié positiva débil degut al baix valor dekficient de correlacio de Pearson.

Taula 43: Analisi de correlacio de la recta de transformacié de resultats d’hemoglobina glicada en concentracions
basals de glucosa mitjanes estimades.

Glucosa basal HbA ;.

mitjana (NGSP en %)

estimada

Correlacio de Pearson Glucosa basal mitjana 1,000 0,72
Hemoglobina A; (NGSP en %) 0,72 1,000
Significacio estadistica Glucosa basal mitjana - < 0,001
P Hemoglobina A. (NGSP en %) < 0,001 -
Nombre de dades Glucosa basal mitjana 195 195
Hemoglobina A. (NGSP en %) 195 195
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El resum del model de regressié lineal emprat estnma@ continuacioé (taula 44):

Taula 44: Resum de la regressio lineal efectuada entre els valors de hemoglobina glicada i les concentracions
basals mitjanes estimades de glucosa.

Suma de quadrats  Gr. Llib. Mitjana quadratica Significacio
Regressio 610,17 1 610,17 208,027 <0,001
Residual 566,095 193 2,933
Total 1176,266 194

A la taula seglent (taula 45) s’exposen els par@sete pendent i ordenada en origen
necessaris per a conformar I'equacié de transfadaee valors d’hemoglobina glicada

en valors de glucosa en sang després d’'un dejubihdees:

Taula 45: Analisi dels coeficients de I'equacioé de transformacié de valors d’hemoglobina glicada IFCC a valors en
valores de concentracié basal de glucosa mitjana estimada.

Coeficients no estandarditzats Coeficients Significacio
estandarditzats

B (IC 95%) Error estandard

Ordenada en -0,11 (-1,2 a 0,98) 0,553 -0,199 > 0,842
origen
Pendent 1,153 (0,995 a 0,08 0,72 14,423 <0,001
(Hemoglobina 1,31)
A1l

L’equacié de transformacio de resultats d’hemoglabglicada a concentracions de

glucosa en serum després d’'un dejuni de 8 horeslpferma seguent:

GBEmmon = 1,153 * HDA(NGSP) — 0,11

En cas d’emprar el métode de Deming per a realdézaagressio lineal, el model mostra

els seguents parametres (taula 46):

Taula 46: Analisi de regressio de Deming aplicat a I’obtencié de I’equacié de transformacio de valors
d’hemoglobina glicada en concentracions de glucosa basals estimades.

Coeficient Error estandard Interval confianca 95%
Ordenada en origen -5,0169 0,8958 -6,7838 a -3,25
Pendent 1,8807 0,1296 1,6252 a 2,1362
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L’equacio pren doncs, la forma:

GBEmnmon. = 1,8807 * HbA(NGSP) — 5,0169

452 EQUACIO DE TRANSFORMACIO UTILITZANT VALORS IF CC

TRANSFORMATS A NGSP AMB L'EQUACIO DESENVOLUPADA EN EL PRESENT
ESTUDI

En aquest sentit és va voler realitzar el matetydepero resultats IFCC a resultats
NGSP amb 'equacié que es descriu i s’obté en adqredsall. En el grafic de dispersio
gue es mostra a continuacio (figura 30), es pogms la distribucié dels punts entre
les dues variables. Un examen visual prelimindadbstribucio ja permet establir molt

clarament que la correlacio entre ambdues varia@dete caracter debil.

16,007

12,007

8,00

Conc. glucosa basal mitjana (mmol/L)

4,0 T T T T T
4,00 6,00 8,00 10,00 12,00

HbAlc (NGSP; %)

Figura 29: Diagrama de dispersié de relacié entre la hemoglobina A,. i concentracions basals mitjanes

de glucosa.

A la taula seglient es mostren els estadisticsigggsrde les variables emprades per a
aquest estudi (taula 47):
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Taula 47: Taula descriptiva de les variables emprades en aquest estudi.

N Mitjana Desviaci6 estandard

Glucosa basal mitjana 7,66 2,46

Hemoglobina A (NGSP en %) 195 6,77 1,56

Tal i com es mostra a la taula segient (taula KE)alisi de correlacid de Pearson
confirma el previst segons el primer examen vigialla distribucio dels punts. La
correlacié entre les dues variables no és proa fwin per a poder establir una equacié
lineal per a realitzar la estimacié de la concendrae glucosa en sang mitjana a partir
de la proporcioé d’hemoglobina glicada.

Taula 48: Analisi de correlacio de la recta de transformacié de resultats d’hemoglobina A, en concentracions
basals de glucosa mitjanes estimades.

Glucosa basal mitjana HbA ;. (NGSP en

estimada )

Correlacio de Pearson Glucosa basal 1,000 0,721
mitjana
HemoglobinaA, 0,721 1,000
(NGSP en %)
Significacio estadistica Glucosa basal - < 0,001
P mitjana
HemoglobinaA. < 0,001 -
(NGSP en %)
Nombre de dades Glucosa basal 195 195
mitjana
Hemoglobina A, 195 195

(NGSP en %)

A la taula seguent (taula 49), es mostren elstasule I'analisi de variancia de I'estudi
de regressio lineal realitzat. A diferencia de '®MA referent als models de regressio
lineal utilitzats per al desenvolupament de lesaemns de transformacié de valors
d’hemoglobina A, en aquest cas es pot observar com I'error (exgradaaaula com a
residual) comés en predir els valors de concerdtdaasal de glucosa estimada a partir
de vlors d’hemoglobina A és massa. Per tant, les estimacions realitzagestia de
valors d’hemoglobina Ano resultarien fiables.
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Taula 49: ANOVA de la regressio per a I'obtencié de la equacié de transformacio de valors d’hemoglobina A, en
valors de concentracié basal de glucosa estimada.

Suma de quadrats  Gr. Llib. Mitjana quadratica Significacio
Regressio 611,186 1 611,186 208,748 <0,001
Residual 565,079 194 2,928
Total 1176,266 195

A la taula seglient (taula 50) es mostren els paramd’ordenada en origen i pendent
de I'equacié obtinguda que relaciona les conceiainadasals mitjanes de glucosa amb

els resultats de proporcié d’hemoglobina glicada.

Taula 50: Analisi dels coeficients de I'equacié de transformacio de valors d’hemoglobina glicada IFCC a valors en
valores de concentracié basal de glucosa mitjana estimada.

Coeficients no estandarditzats Coeficients Significacio

estandarditzats

B (IC 95%) Error

estandard
Ordenada en -0.0405 (-1,12 a 0,547 -0,074 0,941
origen 1,039)
Pendent 1,138 (0,982 a 1,293) 0,079 0,721 14,448 < 0,001
(Hemoglobina
A1)

A partir dels resultats observats, I'expressio mdticca per a la transformacié de
resultats d’hemoglobina glicada a concentraciongjldeosa en sérum després d’'un

dejuni de 8 hores pren la forma seguent:

GBME mou. = 1,138 * HbA(NGSP) — 0,04057

En el cas que s’empri el métode de Deming per anabtequacié que relacioni les

dues variables, s’observen els segients resuiaia 61).
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Taula 51: Analisi de regressio de Deming aplicat a I’'obtencié de I'equacié de transformacio de valors
d’hemoglobina glicada en concentracions de glucosa basals estimades.

Coeficient Error estandard Interval confianga 95%
Ordenada en origen -4,818 0,8823 -6,5581 a -3,0778
Pendent 1,8438 0,127 1,5932 a 2,0943

L'equacié de transformacié de resultats d’hemoglabglicada a concentracions de

glucosa en serum després d’un dejuni de 8 horeslpferma seguent:

GBME ymo = 1,8438 * HOA(NGSP) — 4,818

Ens trobem, per tant, davant d’una relacio linealtfeble en els nostres resultats. No
obstant, la mostra emprada en el present trebalbrésiderablement petita, en relacié a
altres estudis realitzats amb finalitats simifds ja que no arriba a 200 parelles de
dades. Tenint en compte que en un estudi com 'ABRGconceptualment semblant, i

que empra milers de dades més que en aquest trebatieficient de correlacié fou

aproximadament 0,8, seria desitjable ampliar dedoconsiderable el nombre de dades.
D’aquesta manera es podria verificar I'autenticuge correlacié entre les dues
variables, ja que aquest podria ser superior eastudi que utilitzés una mostra meés

gran.

Tot i que no ha estat possible en aguest estudagenitacio del nombre de pacients
emprat, trobar la forma de relacionar ambdds cdesegeria clinicament interessant, ja
que, en alguns estull®) s’ha descrit que només un 16,8% dels pacientstitab
controlen la seva concentracié de glucosa de faonzcta als seus domicilis. Aquesta
dada és forca més baixa fins i tot que la deseritélestudi NHANES 1Y) realitzat

en pacients amb diabetis tipuB,el que es descrivia que un 47% dels nord-anmarica
diabétics amb hemoglobines glicades superiors alsgal 8% i un 32% dels que
presentaven valors inferiors al 8% controlaveniaient les seves concentracions de

glucosa en sang.

4.6 ESTUDI DE LA CAPACITAT DIAGNOSTICA DE LA MESURA DE LA
CONCENTRACIO BASAL DE GLUCOSA RESPECTE L’'HEMOGLOBIN A Aj¢

Aquesta part del treball va venir motivada pel dagt, durant la validacié clinica de

resultats de laboratori corresponents a provesodeat de diabetis, s’observava una
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proporcio anormalment elevada de malalts que, gtién la proporcié d’hemoglobina
glicada per sota del punt de tall de bon controtaim@ic, les seves concentracions
seriques de glucosa en deju estaven anormalmeridelse

Des de la introduccié de I'hnemoglobina glicada carpatrdé or per a l'avaluacié del
control de la malaltia, la mesura de les conceiumagcséeriques basals de glucosa ha
passat a un segon pla. Aquesta magnitud, segomiies cliniques de I’ADA tindria
com a principal utilitat el diagnostic de diabetida concentracié de glucosa es trobés
per sobre de 7 mmol/L en una mesura rutinaria ggaoient no diagnosticat de la

malaltia.

Per tant, es pretén avaluar I'eficiencia diagnastle la mesura de les concentracions
basals de glucosa per a l'avaluaciéo del controlabudic respecte I'hemoglobina

glicada.

Tal i com es comenta ampliament a I'apartat 3.2adeeccié Material i Métodes, aquest
estudi de la capacitat diagnostica, en forma dsilséitat, especificitat, valor predictiu
positiu i valor predictiu negatiu, de la concenibdzasal de glucosa en serum enfront la
hemoglobina A, es va realitzar sobre quasi 1000 pacients. Dadat discordances
analitigues esmentades a l'inici d’aquest apadatprocedi a realitzar la avaluacio
diagnostica indicada per determinar si, en alg&, padria tenir major valor diagnostic
la concentracié de glucosa en serum després djunidie 8 hores que la hemoglobina
Aic

A les taules de contingéncia que es presentenushgpartat, es mostra la distribucio
dels pacients segons el grau de control metabakcpgesenten amb cadascuna de les
dues proves esmentades i es calculen els parandetressnsibilitat, especificitat, valor

predictiu negatiu i valor predictiu positiu.

En la taula seguient s’exposen els valors de borali gontrol segons les variables

tingudes en compte (taula 52):
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Taula 52: Punts de tall de bon i mal control metabolic de la diabetis mellitus en els pacients estudiats per a la
hemoglobina A1 i la concentracid de glucosa basal en serum .

Hemoglobina A (NGSP) Conc. basal de glucosa en sérum
(mmol/L)
Bon control <7% <6,9
Mal control >7% >7

La classificaci6 atenent al grau de control meiabskgons ambdues proves de
laboratori es mostra a les seglents taules dengamttia on, per ordre, s’estudia la
prova de la concentracié basal de glucosa en sezspecte els valors d’hemoglobina
glicada obtinguts directament de [l'analitzador, irgpits mitjancant I'equacié de

transformacio de resultats IFCC a NGSP desenvolupadaquest estudi i, finalment,

amb els valors obtinguts utilitzant I'equaci6 peent publicada (taules 53 a 55).

Valors d’hemoglobina A NGSP directament sortits de I'analitzador:

Taula 53: Classificacio diagnostica dels pacients emprant valors d’hemoglobina A;. procedents directament de
I'analitzador.

Hemoglobina A;; (NGSP)
Mal control Bon control
Concentraci6 de Mal control 222 119 341
glucosa basal en
. Bon control 69 546 615
serum
291 665

Valors NGSP obtinguts per transformacié de val68@ amb I'equacié desenvolupada

en aquest estudi:
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Taula 54: Classificacio diagnostica dels pacients emprant valors d’hemoglobina A;. procedents de transformacio
de valors IFCC amb I’equacioé desenvolupada en el present estudi.

Hemoglobina A,

Mal control Bon control

229 112

76 539 615

305 651

Valors NGSP obtinguts per transformacio de val&it€Q amb I'equacio préviament

publicada:

Taula 55: Classificacio diagnostica dels pacients emprant valors d’hemoglobina A;. procedents de transformacio
de valors IFCC amb I’equacié préviament publicada.

Hemoglobina A,

Mal control Bon control

229 112

76 539 615

305 651

A partir de les dades mostrades a les taules argegs mostra a la taula seguent la
capacitat de la mesura de la concentracié de glusoséerum de diagnosticar el grau de

control metabolic d’'un pacient diabétic (taula 56).
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Tabla 56: Resum de la capacitat diagnostica de les diferents proves estudiades.

Sensibilitat (%)  Especificitat (%)  Valor predictiu Valor predictiu

positiu (%) negatiu (%)
Hemoglobina A 76,3 82,1 65,1 88,8
NGSP
Hemoglobina Ay 75,1 82,8 67,2 87,6

NGSP obtinguda a
partir de I'equacié
d’aquest estudi

Hemoglobina A 75,1 82,8 67,2 87,6
NGSP obtinguda a
partir de I'equacié
previament
publicada

No s’ha trobat cap prova concloent que la conceidtrde glucosa basal, en el context
del control metabolic del pacient, aporti un val@gnostic afegit del bon o mal control
metabolic del pacient superior al que té I'hemomlabglicada. Els valors de
sensibilitat, especificitat, valor predictiu negaii valor predictiu positiu son forca
discrets i no aportarien informacié de valor supeml que aporta I'hnemoglobina
glicada. Tenint en compte aquest fet, juntament ahfbt que la correlacio obtinguda
en I'estudi ADAG"™® entre 'hemoglobina glicada i la glucosa mitjameés superior a
0,9 fa concloure que, certament, la mesura dedpopcié d’hemoglobina glicada és la
magnitud que té un valor molt superior a qualseltoé parametre de control metabolic
de la diabetis.
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5. CONCLUSIONS

1. Es possible realitzar la transformacié de resultditsemoglobina glicada
tracables al sistema de referéncia de la IFCC sisemes d’estandarditzacio

JDS/JSCC i NGSP amb les equacions desenvolupad#persent estudi.

2. L’elevat nombre de mostres emprat per al desenaatgnt de les equacions els
aporta una robustesa considerable, garantint una bjoalitat dels resultats

obtinguts mitjancant la seva utilitzacio.

3. Tot i que existeixen diferencies entre els valohewhoglobina glicada obtinguts
mitjancant la utilitzacio de les equacions desemvafles en aquest estudi
respecte els valors homolegs obtinguts directardentanalitzador, aquestes

diferéncies son prou petites com per a que norsiginicament rellevants.

4. Els resultats del control intern de la qualitat detren un excel-lent
comportament dels analitzadors emprats en aquestdiesLes dades
d’'imprecisié demostren també un grau d’'imprecisidltnbaix, de forma quasi
equiparable a resultats obtinguts per laborat@iseterencia.

5. No existeix una relaci6 lineal prou robusta erdéredncentracio basal de glucosa
en sang després d’'un dejuni de 8 hores i la corammatde glucosa mitjana
estimada a partir de la proporcido d’hemoglobinaagla. Per tant no es pot

definir una equacio lineal que permeti I'estimad&l’'una respecte de l'altra.

6. No existeix una relacio lineal prou robusta enérenitjana de concentracions de
glucosa en sang després d’'un dejuni de 8 horegidpgorcié d’hemoglobina
glicada. Per tant, no es pot definir una equaciédi que permeti I'estimacio
d’'una respecte de l'altra.

7. La mesura de la proporcié d’hemoglobing Aontinua essent el millor examen
de laboratori per a l'avaluacié del grau de contrtabolic dels pacients
diabétics.
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PALABRAS CLAVE Resumen
HbA; Introduccion: Las mediciones de HbA. se consideran la piedra angular en el control del paciente

diabético. Se han publicado ecuaciones para la transformacion de valores trazables desde el
método de referencia hasta los sistemas de estandarizacion nacionales, sin embargo, exis-
ten diversos inconvenientes relacionados con su obtencién como el bajo nimero de muestras
empleado. El objetivo de este estudio ha sido desarrollar dos ecuaciones que permitan la trans-
formacion de resultados trazables al sistema de referencia a valores trazables a los sistemas
de estandarizacion japonés y estadounidense y compararlas con las ecuaciones previamente
publicadas.

Material y métodos: Se midio la HbA;c en 6.002 muestras de sangre mediante dos analiza-
dores, uno alineado al sistema de estandarizacién japonés y posteriormente al sistema de
estandarizacion estadounidense y otro al método de referencia. Se obtuvieron las ecuaciones
de transformacion mediante regresion lineal simple y se efectué una comparacion estadistica
de los resultados obtenidos mediante las ecuaciones aqui desarrolladas y las anteriormente
publicadas.

Resultados: La ecuaciones obtenidas fueron JDS/JSCC (%) = 1,0545*IFCC (%) + 1,129%
(R2=0,9972) y NGSP (%) = 0,9293*IFCC (%) + 2,1054 (R2=0,9979). Se observaron diferencias
estadisticamente significativas entre los resultados obtenidos con el uso de las ecuaciones
previamente publicadas, las desarrolladas en el presente estudio y los resultados obtenidos
directamente del analizador.

Diabetes mellitus;
Armonizacion
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Los resultados de

los estudios: Diabetes Control and

Conclusiones: Estas nuevas ecuaciones son Utiles aunque solo para ser empleadas en nuestro
laboratorio con objeto de transformar resultados alineados con el método de referencia a resul-
tados equivalentes a los del sistema de estandarizacion japonés y estadounidense y viceversa.
Pese a que existen diferencias estadisticamente significativas respecto a los valores obtenidos
directamente del analizador son unas ecuaciones considerablemente robustas debido al elevado
numero de muestras empleado para obtenerlas. Las pequenas diferencias observadas no serian
clinicamente significativas, ya que la diferencia entre las medianas de los resultados obtenidos
directamente del analizador o obtenidos mediante ecuaciones es inferior a 0,1%.

© 2010 AEBM, AEFA y SEQC. Publicado por Elsevier Espana, S.L. Todos los derechos reservados.

Equation for transforming HbA. values obtained by a method traceable to the IFCC
reference method to values traceable to the Japanese and the United States
standardization schemes

Abstract

Introduction: HbA;. measurements are the cornerstone in monitoring the diabetic patient. Mas-
ter equations have been published to transform values from the reference method to values
traceable to national standardization systems. There are many disadvantages in these equa-
tions, such as the low sample number used and heterogeneity of methods used to develop
equations. The aim of this study was to obtain two equations for reference method values
transformation to values traceable to the Japanese and United States standardization schemes
and compare them with the already published equations.

Material and methods: HbA;. was measured in 3002 blood samples on two analyzers calibrated
with traceably to the Japanese and the United States schemes and to the reference method.
The equations for transforming the values were developed by simple linear regression methods
and compared with the already published master equation.

Results: The equations obtained were JDS/JSCC (%) = 1.0545*IFCC (%) + 1.129% (R?=0.9972)
and NGSP (%) = 0.9293*IFCC (%) + 2.1054 (R2 =0.9979). Statistically significant differences were
found between results obtained with the previously published equations and the equations
developed in this study and those obtained directly from the analyzers.

Conclusions: These new developed master equations are useful tools, although only for use
in our laboratory, to transform reference method values to the Japanese and United States
schemes values. Despite them show statistically significant differences with real values directly
obtained from the analyzer, they are considerably robust due to the high number of samples used
to obtain them. The small differences in the values obtained with the equations developed in
this study compared to the direct values from the analyzers will not affect clinical management
of diabetes as the difference in medians between the values obtained from the analyzer and
values obtained using the equations is less than 0.1%.

© 2010 AEBM, AEFA y SEQC. Published by Elsevier Espana, S.L. All rights reserved.

e incluso se emplee como criterio diagnostico de la
diabetes®.
A pesar de la importancia de la HbA;., existia una impor-

Complications Trial (DCCT)" y United Kingdom Prospec-
tive Diabetes Study (UKPDS)? mostraron que el tratamiento
intensivo de la diabetes mellitus y un estricto control meta-
bélico de los pacientes con diabetes previene o retrasa
significativamente la aparicion de las complicaciones croé-
nicas de la enfermedad.

En estos estudios, la HbA;. aparece como el patron
oro para efectuar el control glucémico de los pacien-
tes con diabetes debido a que refleja las concentraciones
medias de glucosa en la sangre de los aproximada-
mente 120 dias anteriores a su medicién. La estrecha
relacion entre los resultados de HbA;. y el riesgo de
aparicion de complicaciones ha conllevado a que se
utilicen valores de HbA;. como objetivos terapéuticos,
indicadores de necesidad de intervencion terapéutica

tante falta de estandarizacion de sus resultados; por este
motivo, no era posible comparar resultados de HbA;. entre
laboratorios o trazarlos a un método de referencia. La estan-
darizacion de los resultados de HbA;. ha sido uno de los
principales objetivos en las ciencias de laboratorio en los
ultimos afios*~'¢. La creacion de tres sistemas nacionales de
estandarizacion, el National Glycohemoglobin Standardiza-
tion Program (NGSP), el programa de estandarizacion de la
Japanese Diabetes Society en asociacion con la Japanese
Society of Clinical Chemistry (JDS/JSCC) y el sistema sueco
de estandarizacion fueron los primeros pasos hacia una
estandarizacion global. Estos tres esquemas estaban basa-
dos en métodos de comparacion designados conocidos como
Designated Comparison Methods (DCM) y no eran métodos de
referencia de la mayor calidad metrologica. La Federacion
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Internacional de Quimica Clinica y Medicina de Laboratorio
(IFCC) desarrollo posteriormente un método de referencia
que permite la medicion de HbA,. especificamente en sangre
humana'’. Este método de referencia es la base del actual
proceso de estandarizacion de resultados de HbA;.'8.

Debido a la elevada especificidad del método de refe-
rencia de la IFCC, los resultados obtenidos con él son
considerablemente mas bajos que los obtenidos utilizando
cualquiera de los métodos arbitrarios (DCM) anteriormente
mencionados, por este motivo, se podria generar una
importante confusion entre los profesionales sanitarios. Era
necesario, por lo tanto, estudiar la relacion existente entre
los resultados obtenidos a partir de una calibracion trazable
al método de referencia de la IFCC y los resultados obte-
nidos mediante calibraciones referenciadas a cualquiera de
los tres sistemas de estandarizacion nacionales.

En el ano 2004 se desarrollaron tres ecuaciones que
permitian relacionar los resultados proporcionados por el
método de referencia de la IFCC con los valores obteni-
dos mediante los sistemas JDS/JSCC, NGSP o sueco'. La
obtencién de estas ecuaciones se llevo a cabo con un bajo
nimero de muestras y diversos métodos analiticos, con lo
que deberia realizarse un seguimiento de su validez con un
elevado numero de muestras y evitando especificamente la
variabilidad analitica.

El principal objetivo de este trabajo ha sido obtener dos
nuevas ecuaciones de transformacion de los resultados obte-
nidos con el método de referencia de la IFCC a resultados
obtenidos con los sistemas JDS/JSCC y NGSP mediante un
diseno experimental que permita evitar tanto como sea posi-
ble la variabilidad analitica. Estas ecuaciones se emplearian
para poder informar de los resultados de IFCC junto con
los resultados de JDS/JSCC y NGSP después de la adopcion
del consenso internacional de armonizacion de resultados
de HbA, "8,

El objetivo secundario de este estudio ha sido comprobar
si podria haber diferencias entre los resultados obtenidos
mediante la utilizacion de las ecuaciones desarrolladas en
este estudio y los resultados obtenidos mediante la utiliza-
cion de las ecuaciones previamente publicadas.

Material y métodos
Muestras

Para la realizacion de este estudio se emplearon mues-
tras de sangre del Hospital Universitario de Bellvitge y del
Laboratorio Clinico Just Oliveras (Hospitalet de Llobregat,
Barcelona, Espana). Las muestras se obtuvieron mediante
puncion venosa y se recogieron en tubos con EDTA como
aditivo.

Se midieron un total de 6.002 muestras por dos analiza-
dores resultando en un total de 12.004 mediciones. Para la
obtencion de la ecuacién de transformacion de resultados
trazables al sistema de referencia de la IFCC a resultados
trazables al esquema JDS/JSCC se emplearon 2.000 de estas
muestras y 1.002 se emplearon para transformar valores
IFCC a valores JDS/JSCC mediante la ecuacion previamente
publicada y la obtenida en el presente estudio. Estos valores
JDS/JSCC se compararon estadisticamente con sus valores
JDS/JSCC homologos obtenidos directamente del analizador.

En el caso de la ecuacion de transformacion de valores
trazables al sistema de referencia de la IFCC a valores traza-
bles al esquema NGSP, se emplearon 2.000 muestras para la
obtencion de la ecuacion y 1.000 para efectuar la compara-
cion estadistica de los valores NGSP obtenidos mediante la
ecuacion previamente publicada y los obtenidos mediante la
ecuacion desarrollada en el presente estudio con los resul-
tados obtenidos directamente del analizador.

Analizadores

Para la medicion de la proporcion de HbA. en las mues-
tras, se emplearon dos analizadores HPLC HA-8160 (Menarini
Diagndsticos, Espaina).

Los analizadores estaban equipados con columnas cro-
matograficas provistas de resinas de intercambio cationico
(Column Unit-HSVI-VP. Arkray Inc. Japon). Se escogio este
método por no mostrar interferencias con variantes de
hemoglobina, aductos urémicos o hemoglobina acetilada.

Para mantener unas condiciones de medida de muestras
constantes, los analizadores se equiparon con los mismos
lotes de eluyentes, materiales de calibracion y materiales
de control.

Calibracién

Ambos instrumentos se calibraron de acuerdo a dos esque-
mas de estandarizacion diferentes. Uno de ellos fue
calibrado con un calibrador trazable al método de referencia
de la IFCC y el otro trazable al esquema de estandarizacion
japonés JDS/JSCC. Posteriormente, este mismo instrumento
calibrado segln el esquema JDS/JSCC fue calibrado de forma
trazable al esquema de estandarizacion NGSP. Los mate-
riales de calibracion fueron proporcionados por Menarini
Diagndsticos (Barcelona, Espafa) y poseian la certificacion
internacional de trazabilidad a los materiales de referencia
empleados para la calibracion de los métodos de referencia
de la IFCC y el método designado por el sistema JDS/JSCC.

Las columnas cromatograficas fueron calibradas simulta-
neamente al inicio del proceso de obtencion de cada una
de las ecuaciones y solo debian ser recalibradas en caso de
observarse resultados fuera del intervalo establecido o datos
de imprecision anormales.

Los valores asignados a los materiales de calibracion
empleados para la calibracion del método fueron, en el caso
de la obtencion de la ecuacion de transformacion de resulta-
dos IFCC a JDS/JSCC: 3,9y 9,1% para la calibracion trazable
al sistema de referencia IFCC, 5,1 y 10,6% para la calibra-
cion del instrumento segln el esquema JDS/JSCC. En el caso
de la obtencion de la ecuacién de transformacion de resul-
tados IFCC a NGSP, los valores asignados de los calibradores
fueron: 4,1y 9,3% para la calibracion trazable al sistema de
referencia de la IFCC y de 5,9 y 10,9% para la calibracion
trazable al esquema de armonizacién NGSP.

Control interno de la calidad

La calidad analitica interdiaria se monitoriz6 mediante pro-
cedimientos estandar de control de la calidad.
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Los materiales de control empleados en este estudio fue-
ron Hb Control Level 1y 2 (Menarini Diagnostics, Florencia,
Italia) y Lyphocheck Diabetes Control Bilevel (BioRad Labo-
ratories, Hércules, California, EE. UU.) niveles 1 y 2. Los
materiales de control se prepararon, se dispensaron en ali-
cuotas y se almacenaron como se ha descrito previamente
por Marrén et al?° debido a la importante mejora de la pre-
cision y al considerable ahorro que supone la utilizacion de
este sencillo método.

Se procesé una alicuota de cada uno de los niveles de
cada material de control al inicio y al final de cada serie
analitica en ambos analizadores. Si los resultados obtenidos
en una de la ocho alicuotas procesadas por analizador se
encontraban fuera de su intervalo de control se rechazaba
la serie analitica.

En la primera fase del estudio con el objetivo de estable-
cer la ecuacion de transformacion de valores IFCC a valores
JDS/JSCC, tanto para el analizador calibrado segun el sis-
tema de estandarizacion JDS/JSCC como para el calibrado
segun el sistema de referencia de la IFCC, se utilizaron
los intervalos de control propuestos por el fabricante en el
caso del material de control Hb Control Level de Menarini
Diagnosticos. En el caso del material de control Lyphocheck
Diabetes Control, se utilizaron los intervalos de control pro-
puestos por el fabricante en el caso del analizador calibrado
de forma trazable al sistema de referencia de la IFCC, Por
el contrario, se disponia en el caso del instrumento cali-
brado segun el sistema japonés JDS/JSCC de un intervalo de
control obtenido anteriormente en nuestro laboratorio.

Dicho intervalo se obtuvo mediante 30 determinaciones
de HbA;. en el material de control de nivel 1y 30 determi-
naciones de HbA;. en el material de control de nivel 2 en 30
dias consecutivos. Se determiné la media de los resultados y,
para la obtencion de los limites inferior y superior del inter-
valo de control se rest6 y sumo al valor medio obtenido 3,5
veces el valor de la desviacion estandar de los 30 resultados.

En la segunda fase del estudio, para la obtencion de
la ecuacion de transformacion de resultados IFCC a valo-
res NGSP, los materiales de control empleados fueron
los mencionados anteriormente. Los intervalos de control
empleados en este caso, no obstante, fueron los propuestos
por el fabricante de cada material de control.

Métodos estadisticos

El analisis estadistico se llevo a cabo mediante el uso del
programa informatico Analyse-It® version 1.50 (Analyse-It
Software Ltd., Reino Unido).

Para la obtencion de las ecuaciones de transformacion de
valores de HbA,. se aplicaron métodos de regresion lineal
simple los pares de valores obtenidos, previa verificacion,
por inspeccion visual de los datos, que el modelo lineal era
adecuado.

Tal y como se describe en el trabajo de Gestainger
et al*', el método de regresidon lineal de Deming podria
emplearse para evitar el sesgo producido en la estimacion
de la pendiente y la ordenada en origen de las ecuaciones.
No obstante, tal y como recomienda el National Commit-
tee of Clinical Laboratory Standards en su guia EP9-A2%2,
la estimacion de las ecuaciones puede realizarse por regre-
sion lineal simple siempre que el coeficiente de correlacion

sea superior a 0,975 como ocurre en el caso del presente
trabajo.

Para la comparacion de los resultados derivados del uso
de las ecuaciones desarrolladas en este estudio con los deri-
vados del uso de las ecuaciones previamente publicadas, se
empled la prueba no paramétrica de Wilcoxon para datos
apareados. Los datos empleados para la comparacion fueron
1.002 resultados JDS/JSCC y 1.000 resultados NGSP de HbA .
obtenidos de la transformacion de resultados IFCC mediante
el uso de las ecuaciones desarrolladas en este estudio y
las ecuaciones desarrolladas por Hoelzel et al' que son:
JDS/JSCC (%) =0,927IFCC(%) + 1,73 (R? =0,9973) y NGSP (%) =
0,915*IFCC (%) + 2,5% (R2=0,998). Los resultados JDS/JSCC
y NGSP obtenidos mediante el uso de las ecuaciones fue-
ron comparados con sus resultados homologos directamente
obtenidos del analizador.

Resultados

Los resultados del control interno de la calidad se muestran
en las tablas 1 a 4. Estos resultados confirman una adecuada
calidad analitica del método HPLC empleado en este estudio
para la medicion de HbA;.. No obstante, durante el desarro-
llo de la ecuacion de transformaciéon de IFCC a JDS/JSCC
ha resultado sorprendente observar un coeficiente de varia-
cion en el nivel 1 del material de control proporcionado por
Menarini Diagnosticos respecto a los valores de imprecision
obtenidos con los restantes materiales de control. El nivel
2 del mismo material de control, por otro lado, muestra un
buen coeficiente de variacion y se comporta en este sentido
como los proporcionados por BioRad.

El valor medio de los 2.000 resultados de HbA;. emplea-
dos para la obtencion de la ecuacion de transformacion
a resultados trazables al sistema JDS/JSCC fue de 7,8%
JDS/JSCC y 6,3% IFCC (63 mmol/mol). El limite inferior
de la distribucién fue de 3,2% JDS/JSCC y 2,0% IFCC
(20 mmol/mol). Por otro lado, los limites superiores de
la distribucion fueron 17,4% JDS/JSCC y 15,4% IFCC (154
mmol/mol). Estas cifras denotan los amplios intervalos de
valores empleados para la obtencion de las ecuaciones.

En el desarrollo de la ecuacion de transformacion de
valores trazables al sistema de referencia IFCC a valores
trazables al esquema NGSP, el valor medio de los 2.000 resul-
tados fue de 7,1% NGSP y 5,2% IFCC (52 mmol/mol). El limite
inferior de la distribucion fue de 3,6% NGSP y 16% IFCC (16
mmol/mol). Por otro lado, los limites superiores de la dis-
tribucion fueron: 19,2% NGSP y 18,2% IFCC (182 mmol/mol).

Utilizando el método de regresion lineal simple, se obtu-
vieron las siguientes ecuaciones de transformacion:

JDS/JSCC (%) = 1,0545*IFCC (%) + 1,129% (R2=0,9972)
NGSP (%) = 0,9293*IFCC (%) + 2,1054% (R? =0,9979)

En las figuras 1y 2 se muestran las ecuaciones y los gra-
ficos obtenidos mediante regresion lineal simple.

Los detalles de la regresion lineal simple aplicada se
muestran en la tabla 5. Se observa una desviacion de la
pendiente del 1 y de la ordenada en origen del O esta-
disticamente significativa (p <0,0001) en el caso de ambas
ecuaciones.
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Tabla 1 Resultados de control de calidad en el instrumento calibrado segiin el esquema de estandarizacion JDS/JSCC, para la
obtencion de la ecuacion IFCC/JDS-JSCC

Instrumento calibrado trazable al sistema de estandarizacion JDS/JSCC

Control inicio serie analitica diaria Control final serie analitica diaria
Material de control BioRad 1 BioRad 2 Menarini 1 Menarini 2 BioRad 1 BioRad 2 Menarini 1 Menarini 2
Media observada 4,8% 9,0% 5,1% 10,6% 4,8% 9,0% 5,1% 10,6%

(4,62; 4,98)% (8,89; 9,19)% (4,0; 6,0)% (9,7; 11,7)% (4,62; 4,98)% (8,89; 9,19)% (4,0; 6,0)% (9,7; 11,7)%
Intervalo de control
DE 0,063 0,064 0,126 0,092 0,054 0,065 0,116 0,103
CV (%) 1,33 0,71 2,45 0,87 1,13 0,72 2,27 0,97

CV: coeficiente de variacion; DE: desviacion estandar; JDS/JSCC: Japanese Diabetes Sociey/Japanese Society of Clinical Chemistry.

Tabla 2 Control de calidad en el instrumento calibrado trazable al sistema de referencia de la IFCC para la obtencion de la
ecuacion IFCC/JDS-JSCC

Instrumento calibrado trazable al sistema de referencia de la IFCC

Control inicio serie analitica diaria Control final serie analitica diaria

Material de control BioRad 1 BioRad 2 Menarini 1 Menarini 2 BioRad 1 BioRad 2 Menarini 1 Menarini 2

Media observada 3,6% 7,7% 3,9% 9,1% 3,5% 7,6% 3,9% 9,1%
(2,9; 4,2)% (6,3; 9,4% (3,0; 5,0)% (8,0; 10,0)% (2,9; 4,2)% (6,3; 9,4)% (3,0;5,0)% (8,0; 10,0)%

Intervalo de control
DE 0,063 0,095 0,118 0,11 0,069 0,085 0,112 0,096
CV (%) 1,76 1,24 3,02 1,21 1,94 1,12 2,88 1,06

CV: coeficiente de variacion; DE: desviacion estandar; IFCC: International Federation of Clinical Chemistry and Laboratory Medicine.

Tabla 3 Resultados de control de calidad en el instrumento calibrado segin el esquema de estandarizacion NGSP, para la
obtencion de la ecuacion IFCC/NGSP

Instrumento calibrado trazable al sistema de estandarizacion NGSP

Control inicio serie analitica diaria Control final serie analitica diaria

Material de control BioRad 1 BioRad 2 Menarini 1 Menarini 2 BioRad 1 BioRad 2 Menarini 1 Menarini 2

Media observada 5,5% 9,5% 5,7% 10,9% 5,5% 9,5% 5,8% 10,9%
(4,3; 6,4)% (7,4, 11,1)% (5,2; 7,2)% (10,2; 12,2)% (4,3; 6,4)% (7,4; 11,1)% (5,2; 7,2)% (10,2; 12,2)%

Intervalo de control
DE 0,037 0,1 0,06 0,09 0,041 0,077 0,052 0,091
CV (%) 0,68 1,05 1,04 0,82 0,76 0,81 0,9 0,83

CV: coeficiente de variacion; DE: desviacion estandar; NGSP: National Glycohemoglobin Standardization Program.

Tabla 4 Control de calidad en el instrumento calibrado trazable al sistema de referencia de la IFCC para la obtencion de la
ecuacion IFCC/NGSP

Instrumento calibrado trazable al sistema de referencia de la IFCC

Control inicio serie analitica diaria Control final serie analitica diaria

Material de control BioRad 1 BioRad 2 Menarini 1 Menarini 2 BioRad 1 BioRad 2 Menarini 1 Menarini 2

Media observada 3,7% 8,1% 4,0% 9,6% 3,7% 8,1% 3,9% 9,1%
(2,9; 4,2)% (6,3;9,4)% (3,4; 5,4)% (8,8; 10,8)% (2,9; 4,2)% (6,3; 9,4)% (3,4; 5,4)% (8,8; 10,8)%

Intervalo de control

DE 0,05 0,062 0,023 0,054 0,044 0,047 0,000 0,024

CV (%) 1,35 0,77 0,57 0,56 1,19 0,58 0 0,25

CV: coeficiente de variacion; DE: desviacion estandar; IFCC: International Federation of Clinical Chemistry and Laboratory Medicine;
NGSP: National Glycohemoglobin Standardization Program.
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Tabla 5 Detalles del analisis de regresion lineal

Ecuacion IFCC/JDS-JSCC Ecuacion IFCC/NGSP

Ordenada en origen Pendiente Ordenada en origen Pendiente

Muestras (n) 2.000 2.000 2.000 2.000
Valor 1,129% (p < 0,0001) 1,0545 (p < 0,0001) 0,9292% (p <0,0001) 2,016 (p<0,0001)
Error estandar, % 0,0084 0,0012 0,006 0,001
Intervalo de confianza 95% 1,1125%-1,1456% 1,052-1,0569 0,927%-0,931% 2,095-2,118

IFCC: International Federation of Clinical Chemistry and Laboratory Medicine; JDS-JSCC: Japanese Diabetes Society-Japanese Society
of Clinical Chemistry; NGSP: National Glycohemoglobin Standardization Program.

Tabla 6 Comparacion estadistica entre resultados JDS/JSCC obtenidos mediante la ecuacion desarrollada en este estudio y la
previamente publicada y los equivalentes JDS/JSCC obtenidos directamente del analizador

Ecuacion desarrollada en el presente estudio

Ecuacion previamente publicada

Diferencia entre N Rango media Rango suma N Rango media  Rango suma
parejas
Negativa? 796 543,08 432.290 520 413,75 215.248
PositivaP 206 340,84 70.213 482 596.17 287.355
Cero€ 0 Diferencia entre 0 Diferencia entre

medianas: —0,09 medianas: 0,049

Intervalo Intervalo

confianza 95%: confianza 95%:

—0,097 a —0,082 0,025 a 0,073
Total 1.002 p<0,0001 1.002 p <0,0001

a Valores JDS ecuaciones < valores JDS del analizador.
b Valores JDS ecuaciones > valores JDS del analizador.

¢ Valores JDS ecuaciones = valores JDS del analizador; JDS/JSCC: Japanese Diabetes Society/Japanese Society of Clinical Chemistry.

La tabla 6 muestra los resultados detallados de la prueba
de Wilcoxon aplicada para comparar los resultados JDS/JSCC
y NGSP obtenidos mediante el uso de las diferentes ecuacio-
nes. En caso de utilizar las ecuaciones desarrolladas en el
presente estudio para la transformacion de resultados IFCC a
resultados JDS/JSCC y NGSP, se observan diferencias estadis-
ticamente significativas con los resultados JDS/JSCC y NGSP
obtenidos directamente del analizador (p < 0,0001; Intervalo
de confianza 95%: —0,097 a —0,082). Cuando la ecua-
cion empleada en la transformacion era la anteriormente

publicada, también se observaron diferencias estadis-
ticamente significativas con los resultados obtenidos
directamente del analizador (p <0,0001; intervalo de con-
fianza 95%: 0,025 a 0,073) (tablas 6 y 7).

Discusion

Mediante el uso de las ecuaciones desarrolladas en
este estudio, se puede efectuar la transformacion de

Tabla 7 Comparacion estadistica entre resultados NGSP obtenidos mediante la ecuacion desarrollada en este estudio y la
previamente publicada y los equivalentes NGSP obtenidos directamente del analizador

Ecuacion desarrollada en el presente estudio

Ecuacion previamente publicada

Diferencia entre N Rango media Rango suma N Rango media Rango suma
parejas
Negativa® 823 537,92 442.707 741 532,84 394.836,5
Positiva® 177 326,51 57.793 259 407,97 105.663,5
Cero€ 0 Diferencia entre 0 Diferencia entre

medianas: —0,073 medianas: —0,049

Intervalo confianza Intervalo confianza

95%: —0,079 a —0,069 95%: —0,055 a —0,044
Total 1.000 p<0,0001 1.000 p <0,0001

@ Valores NGSP ecuaciones < valores NGSP del analizador.
b Valores NGSP ecuaciones > valores NGSP del analizador.

¢ Valores NGSP ecuaciones = valores NGSP del analizador; NGSP: National Glycohemoglobin Standardization Program.
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Ecuacion IFCC vs. JDS
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Figura 1  Ecuacion IFCC/JDS-JSCC y distribucion de valores.
IFCC: International Federation of Clinical Chemistry

and Laboratory Medicine; JDS/JSCC: Japanese Diabetes
Society/Japanese Society of Clinical Chemistry.

resultados IFCC de HbA;. a resultados trazables a los siste-
mas de estandarizacion JDS/JSCC y NGSP. Por otro lado, los
laboratorios que calibren sus instrumentos segin JDS/JSCC
o NGSP también pueden emplear estas ecuaciones para la
transformacion en sentido inverso, es decir, de resultados
JDS/JSCC o NGSP a resultados IFCC con la expresion IFCC
(%) = (JDS [%] — 1,129%)/1,0545 o IFCC (%) = (NGSP [%] —
2,5) 0,915. Para expresar el resultado en unidades interna-
cionales (mmol/mol) sélo habria que multiplicar el resultado
IFCC obtenido en porcentaje por 10.

Las caracteristicas del disefo de este estudio han per-
mitido obtener dos ecuaciones de transformacion solidas
debido principalmente, al elevado numero de muestras
empleado.

La calidad de las ecuaciones también se debe al estricto
mantenimiento de unas condiciones analiticas constantes en
los dos analizadores empleados para efectuar las mediciones
de HbA.. Parece esencial en el desarrollo de ecuaciones de
transformacion de valores el uso de los mismos instrumen-
tos, las mismas muestras y los mismos equipos de reactivos,
calibradores y materiales de control para evitar, tanto como
sea posible, las fuentes de variabilidad analitica, dejando
de lado la incertidumbre asociada a la asignacion de valores

Ecuacion IFCC vs. NGSP

NGSP (%) = 0,9293 IFCC (%) + 2,1054% o
R®=0,9978
n =2.000

n

CcONM D O®O®ONE®®O

HbA,, NGSP (%)

,0 2,0 4,0 6,0 8,0 10,0 120 140 16,0 18,0 20,0
HbA,, IFCC (%)

Figura 2  Ecuacion IFCC/NGSP y distribucion de valores.
IFCC: International Federation of Clinical Chemistry and
Laboratory Medicine; NGSP: National Glycohemoglobin Stan-
dardization Program.

a los calibradores, la cual se transfiere, inevitablemente, a
los resultados finales.

Debido a las pequenas diferencias entre los resultados
obtenidos a partir de las ecuaciones previamente publica-
das y los obtenidos a partir de las ecuaciones desarrolladas
en este estudio, se puede afirmar que éstas Ultimas son vali-
das para transformar resultados IFCC de hemoglobina A a
resultados JDS/JSCC o NGSP y viceversa.

Recientemente, de acuerdo con el documento interna-
cional de consenso'®, nuestro laboratorio ha calibrado sus
analizadores de HbA;. de forma trazable al sistema de refe-
rencia de la IFCC e informa sus resultados en valores IFCC
(mmol/mol) y en valores NGSP en porcentaje. Hasta este
momento, los resultados de HbA;. que se informaban a
los solicitantes de nuestro hospital eran Unicamente valo-
res JDS/JSCC. Para evitar la confusion que puede surgir
en la adopcion del documento internacional de consenso
debido a las diferencias entre los diferentes valores que se
informan y para permitir una correcta familiarizaciéon con
ellos, se habilitara un tiempo de transicion en el que coexis-
tan, en un mismo informe de laboratorio, resultados IFCC,
NGSP y JDS/JSCC. Estos dos ultimos valores se obtendran
de la transformacion de los resultados IFCC obtenidos de
los analizadores mediante el uso de las ecuaciones desarro-
lladas en este estudio. En conclusion, se han desarrollado
dos ecuaciones que permite la conversion de resultados de
HbA:. segln distintas estandarizaciones considerablemente
robustas debido en primer lugar al elevado nimero de mues-
tras con las que se han obtenido respecto a las ecuaciones
previamente publicadas y en segundo lugar a la acepta-
ble reproducibilidad de los resultados (CV), pese a que es
ligeramente inferior a la obtenida por la red de laborato-
rios de referencia en la que se desarrollaron las ecuaciones
previamente publicadas. Hay que tener en cuenta que las
ecuaciones obtenidas en el presente estudio sélo serian utili-
zadas en nuestro laboratorio y no seria recomendable que se
utilizaran en otros laboratorios. Pese a que estadisticamente
existen diferencias estadisticamente significativas entre los
resultados JDS/JSCC y NGSP obtenidos directamente del
analizador y sus homologos obtenidos mediante la transfor-
macion de resultados IFCC con las ecuaciones previamente
publicadas y las obtenidas en este trabajo, éstas diferen-
cias son numéricamente pequeias (alrededor de 0,1%) con
lo que no serian clinicamente significativas.
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