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Resumen

La hormona antimilleriana es un marcador clinico esencial para evaluar la reserva ovarica. Los
valores séricos de hormona antimilleriana permiten estimar la respuesta a técnicas de
reproduccion asistida como la fecundacién in vitro y se correlacionan con el recuento de
foliculos antrales. El recuento de foliculos antrales se realiza mediante ecografia transvaginal,
pero en ausencia de ecégrafos y personal cualificado, la medicién de hormona antimdlleriana
se usa como alternativa debido a su alta correlacion.

El objetivo de este estudio es verificar las prestaciones analiticas del método de determinacion
de Hormona Antimiilleriana mediante inmunoensayo de electroquimioluminiscencia de Roche
Diagnostics y estudiar la intercambiabilidad de los resultados de la determinacion de hormona
antimulleriana mediante los métodos de los equipos de medicién del Hospital Clinico
Universitario Lozano Blesa: Access® 2 de Beckman Coulter y Cobas® Pure de Roche Diagnostics.
Ademas, se evaluara la capacidad prondstica de la hormona antimiilleriana para predecir el
recuento de foliculos antrales.

La verificacién del método se realizé estudiando la precision, la reproducibilidad, la linealidad,
el limite de deteccién y el limite de decision clinica. Para la comparacién de métodos se
realizaron un estudio de las diferencias mediante Bland-Altman y un analisis de regresién lineal
Passing-Bablock. También se estudid la capacidad diagndstica mediante una tabla de
contigencia.

Los resultados demuestran que el método de determinacion de Hormona Antimiilleriana de
Roche Diagnostics es preciso y reproducible en las condiciones de trabajo y que presenta una
buena asociacion lineal en todo el rango de concentraciones. Ademas, la determinacién de
Hormona Antimiilleriana tiene un elevado valor predictivo positivo. Por su parte, los resultados
proporcionados por las metodologias de Beckman Coulter y Roche Diagnostics para la
determinacidn de dicha hormona resultaron no ser comparables.



Abstract

Measurement of the serum Anti-Miillerian Hormone level allows a quantitative evaluation of
the ovarian reserve. Anti-Miillerian Hormone measurement represents a reliable marker of
ovarian response to assisted reproductive technology such as in vitro fertilization and is strongly
correlated with antral follicle count. The antral follicle count is performed via transvaginal
ultrasound, but in the absence of ultrasound machines and qualified operators, Anti-Miillerian
hormone measurement is used as an alternative due to its high correlation.

The aim of this study is to verify the analytical performance of the Anti-Miillerian Hormone
determination method by Roche Diagnostics that involves an electrochemiluminescence
immunoassay and to study the interchangeability of Anti-Miillerian Hormone measurements
using the clinical devices available at the Hospital Clinico Universitario Lozano Blesa: Beckman
Coulter Access® 2 and Roche Diagnostics Cobas® Pure. On the other hand, the predictive
capacity of Anti-Miillerian hormone to predict the antral follicle count will be evaluated.

Method validation was performed by studying precision, reproducibility, linearity, the detection
limit and the clinical decision limit. For method comparison, a Bland-Altman difference study
and a Passing-Bablock linear regression analysis were performed. And the diagnostic capability
was studied by means of a contingency table.

The results prove that the Roche Diagnostics Anti-Miillerian Hormone determination method is
accurate and reproducible under working conditions and that it shows a good linear association
over the entire concentration range. In addition, the determination of Anti-Miillerian Hormone
has a high positive predictive value. On the other hand, the results provided by the Beckman
Coulter and Roche Diagnostics methodologies for the determination of this hormone were not
interchangeable.
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1. Introduccion

1.1. La hormona antimulleriana

La hormona antimilleriana (HAM) es una glicoproteina homodimérica constituida por dos
subunidades idénticas unidas mediante puentes disulfuro (Figura 1). Pertenece a la familia del
factor de crecimiento transformante beta (TGF-B) y desempefia un papel crucial en la
diferenciacion sexual. Durante el periodo fetal, la HAM es secretada principalmente por las
células de Sertoli, provocando la regresion de los conductos de Miller en embriones
masculinos®.

Figura 1. Estructura de la hormona antimiilleriana. Unién de dos subunidades idénticas mediante puentes
disulfuro®.

En la actualidad, la HAM se ha convertido en un marcador clinico de gran utilidad para evaluar
la reserva ovarica. En mujeres, la HAM es principalmente secretada por las células de la
granulosa de foliculos preantrales y foliculos antrales pequenos de tamafio igual o inferior a 4
mm®. La produccién de HAM al nacer es practicamente nula y alcanza su pico maximo tras la
pubertad. Con la edad, junto al declive de foliculos preantrales y primarios, la produccién de
HAM disminuye hasta llegar a niveles indetectables tras la menopausia.

Ademas, los valores séricos de la HAM pueden correlacionarse con la cantidad de foliculos
antrales, cuyo recuento (RFA) se realiza por ecografia transvaginal'*®. Este método es mas
costoso, requiere de un ecdgrafo y, ademas, de personal cualificado, por lo que a menudo se
determinan los niveles de HAM debido a su alta correlacién.

La evaluacion de la reserva ovarica permite estimar la respuesta a técnicas de reproduccion
asistida (TRA) como la fecundacién in vitro (FIV). Se ha visto que en mujeres con una reserva
ovdrica extremadamente reducida son frecuentes la cancelaciéon del ciclo o una respuesta
deficiente al tratamiento. Esto permite establecer el limite de decision clinica como valor de
corte por debajo del cual la paciente no opta a TRA a través de la sanidad publica, reduciendo
costes sanitarios y dafios personales®™. En Aragén cada hospital dispone de su propia unidad de



infertilidad que valora las diferentes opciones reproductivas de las parejas con deseo
gestacional. Sin embargo, la realizacién del proceso de FIV estad centralizada en el Hospital
Universitario Miguel Servet. Esto provoca que, a menudo, se produzcan duplicidades de pruebas
y, en el caso de la HAM, resultados discordantes, ya que el limite de decisidn clinica (0,6 ng/mL)
ha sido establecido sin tener en cuenta si los diferentes métodos analiticos implantados en los
Servicios de Bioquimica Clinica de los hospitales de Aragdn son intercambiables.

1.2. Verificacion de método

Antes de integrar una nueva técnica en un laboratorio, es necesario evaluar y comprobar que
los métodos y procedimientos analiticos elegidos proporcionen resultados adecuados. Este
proceso de verificacion de método consiste en comprobar que las prestaciones analiticas
especificadas por el fabricante en un procedimiento normalizado cumplen los requisitos
metroldgicos establecidos por el laboratorio. De esta forma, se garantiza que las nuevas técnicas
proporcionan resultados fiables antes de su implementacién rutinaria®’). Para ello, existe un
protocolo establecido por la Sociedad Espafiola de Medicina de Laboratorio (SEQC) para la
verificacion de las prestaciones de precision declaradas por el fabricante donde se detallan los
estudios que son necesarios realizar:

Estudio de la precisidn o repetibilidad. La precisiéon refleja la concordancia entre los resultados
obtenidos en mediciones repetidas de un mismo mensurando bajo unas condiciones
determinadas®.

Estudio de la reproducibilidad. La veracidad de un procedimiento de medida se estudia

mediante la estimacidn del error sistematico, que es la diferencia entre la media de resultados
de medida obtenidos y un valor convencionalmente verdadero como, por ejemplo, una muestra
control),

Estudio de la linealidad. La linealidad es una propiedad importante para los métodos de
laboratorio clinico y analitico. Se estudia la linealidad en el rango de trabajo del método para
verificar su capacidad de proporcionar resultados directamente proporcionales a la
concentracién de analito en la muestra 19,

Verificacion del limite deteccion. El limite de deteccidn representa el valor minimo de analito

detectable por el método*?.

Comprobacién del limite de decisidn clinica. El limite de decision clinica es un valor de corte que

se establece para determinar un diagndstico médico™?.

1.3. Comparacién de métodos

Ante la instalacién de un nuevo equipo de medida en el laboratorio se debe realizar una

13 Debemos

verificacion de la intercambiabilidad de resultados respecto al equipo en uso
asegurar que el grado de concordancia entre los resultados obtenidos sea independiente de los
sistemas o plataformas analiticas y que, por tanto, las mediciones sean comparables™®. Si los
resultados proporcionados por los distintos analizadores no superan la desviacion maxima

establecida, estos seran intercambiables3).



El analisis de los resultados se realiza mediante dos metodologias:

Un andlisis de las diferencias entre las mediciones de los equipos a comparar determina la

posible presencia de un sesgo, ya sea constante o proporcional. Para ello se utiliza un diagrama
de diferencias o diagrama de Bland-Altman. La interpretacidon de los resultados se realiza
comparando la media de las diferencias, en forma absoluta y relativa, frente a la desviacion
maxima admisible, que se establece mediante el criterio bioldgico o, en su ausencia, mediante

criterio estadistico™).

Para la interpretacion de resultados haciendo uso del criterio
estadistico, se trabaja con los intervalos de confianza del 95% de la media de las diferencias. Si
el intervalo de confianza del 95 % de la media incluye el valor cero, se puede afirmar que no
existen diferencias significativas entre los resultados de los procedimientos de medida y los
resultados son intercambiables. Sin embargo, si el intervalo de confianza del 95 % de la media
de las diferencias absolutas no incluye el valor cero, las diferencias son significativas de tipo
sistematico constante y si el intervalo de confianza del 95 % de la media de las diferencias
relativas porcentuales no incluye el cero, las diferencias son significativas de tipo sistematico

proporcional y los resultados de ambos equipos no son intercambiables®3).

Con un analisis de regresidn lineal se obtiene la linea de tendencia que mejor se ajusta a los
(15)

datos y que permite predecir una variable en funcién de la otra Previamente, es necesario
estudiar la linealidad de los datos. Se calcula el coeficiente de correlacidon de Pearson (r) para
saber si es posible realizar la regresion lineal. Un r = 1 indica una correlacion perfecta entre los
equipos. De esta forma, sir<0.975, el tamaiio muestral no es lo suficientemente amplio y deben
incluirse mas muestras. Si tras realizar la ampliacion el valor del coeficiente no alcanza el nivel
requerido, se considera que los resultados no son intercambiables. Si r > 0.975, se puede llevar

[3319_ Para la regresién lineal se representan graficamente

a cabo el andlisis de regresion linea
los resultados de los dos equipos de medicidn en un eje de coordenadas, donde se relacionan
mediante la ecuacién de una recta (y=mx+b). Existen numerosos métodos de regresion lineal,
entre los que destaca el de Passing-Bablock por ser el mas consistente desde un punto de vista
estadistico. Passing-Bablock es una técnica estadistica no paramétrica que calcula la pendiente
de lalinea de regresién como la mediana de todas las pendientes posibles entre pares de puntos
de datos, lo que la hace robusta frente a valores atipicos*®. Para interpretar los resultados hay
gue tener en cuenta los intervalos de confianza del 95% de la pendiente y de la ordenada en el
origen de la recta obtenida. Si los intervalos de confianza contienen el valor O para la ordenada
en el origen y el valor 1 para la pendiente, se considera que no existen diferencias
estadisticamente significativas, por lo que los resultados proporcionados por ambos equipos son
intercambiables. Sin embargo, cuando el intervalo de confianza para la pendiente no contiene
el valor 1, existira un error sistematico proporcional y cuando el intervalo de confianza para la
ordenada en el origen no contiene el valor 0, un error sistematico constante?.

Para que los resultados de ambos métodos sean comparables, tanto el analisis de diferencias
como la regresion lineal deben concluir que los resultados de las mediciones de los equipos
evaluados son intercambiables. Si el resultado de una de las dos metodologias no cumple, la
conclusiéon es que no son comparables.



1.4. Capacidad predictiva de una prueba diagndstica

La evaluacién de una prueba diagndstica se realiza estimando la magnitud de errores y aciertos
gue se cometen al dar un diagndstico a partir de los resultados proporcionados por la prueba.
Los términos de sensibilidad, especificidad, valor predictivo positivo y valor predictivo negativo
son indicadores estadisticos que evaltan la eficacia inherente a una prueba diagndstica'®.

La sensibilidad de la prueba se define como la proporcion de individuos enfermos que poseen
una prueba positiva (Ecuacién 1). La especificidad se define como la proporcién de individuos
sanos que poseen una prueba negativa (Ecuacion 2). El valor predictivo positivo (VPP) refleja la
proporcién de individuos con una prueba diagndstica positiva que presentan la enfermedad
(Ecuacion 3). Y el valor predictivo negativo (VPN) indica la proporcidn de individuos con una
prueba diagndstica negativa que no presentan la enfermedad (Ecuacién 4)*7)

Sensibilidad = VP/(VP + FN) Ecuacion 1.
Especificidad = VN/(VN + FP) Ecuacion 2.
VPP = VP/(VP + FP) Ecuacion 3.
VPN = VN/(VN + FN) Ecuacion 4.

Donde VP son los verdaderos positivos; FP, los falsos positivos; VN, los verdaderos negativos; y
FN, los falsos negativos.



2. Objetivos y planteamiento

2.1 Objetivos

e Llevar a cabo una verificacion del método de Roche Diagnostics para la determinacion de
Hormona Antimiilleriana, incluyendo un analisis de la repetitividad, la reproducibilidad, la
linealidad, el limite de decisidn clinica y el limite de deteccidn.

e Evaluar la intercambiabilidad de resultados entre dos equipos de medicion de la Hormona
Antimdlleriana en el HCU Lozano Blesa: Access® 2 Beckman Coulter y Cobas® Pure Roche
Diagnostics.

e Realizar un analisis de la capacidad predicitva de la Hormona Antimdilleriana para el
recuento de foliculos antrales.

2.2 Planteamiento

Estudio retrospectivo entre agosto del 2023 y enero de 2024 de las muestras séricas con
solicitud de Hormona Antimdlleriana al Servicio de Bioquimica Clinica del HCU Lozano Blesa. El
estudio se ha realizado con la aprobacién del Comité Etico de Investigacién Clinica de Aragén
(CEICA) y de la Direccién del HCU Lozano Blesa (ver anexos).

Los criterios de inclusion para la seleccion de las muestras fueron:

e Disponibilidad de muestra en el laboratorio clinico.
e Concentracién conocida de Hormona Antimiilleriana con el equipo Beckman Coulter.
e Datos del recuento de foliculos antrales asociado a una muestra sérica.



3. Parte experimental

3.1. Material

e Equipo Cobas® Pure de Roche Diagnostics.

e Kit de calibracion AMH CalSet (Lote: 714829).

e Kit de control PreciControl AMH para dos niveles (Nivel 1, Lote: 703395. Nivel 2, Lote
703398).

e Diluyente universal.

e Agua destilada.

e Pipeta volumen variable calibrada mediante protocolo EQ-Z3€C_L-BQ-392.

e Guantes de nitrilo.

e Programa Microsoft® Excel.

e Sistema informatico del laboratorio Modulab.

e Historia Clinica Electrdnica.

3.2. Métodos

3.2.1. Principio del test
La técnica de determinacion es un inmunoensayo de electroquimioluminiscencia (ECLIA) tipo

sandwich y tiene una duracion total de 18 minutos.

El inmunoensayo tipo sandwich es un un tipo de inmunoanalisis no competitivo (Figura 2)®. La
sefial obtenida es proporcional a la concentracién de HAM®*?),

-

Curva dosis-respuesta -
i -,
Reactivo de anticuerpo / \

Marcado (Ac*)

":A N
Muestra &
eactivo de anticuerpo

e fase solida (Ac) »‘-\g Y Ag )

VAVIVEVIVAV \/ \/’ N/

Concentracién Ag-Ac*

Anticuerposfijadosen Incubacion conel Anticuerpos marcados
exceso suero del paciente an exceso

Figura 2. Inmunoensayo tipo sandwich. El analito (antigeno) de la muestra reacciona con dos anticuerpos
diferentes que reconocen distintas partes del antigeno. Uno de los anticuerpos generalmente esta fijado
en el soporte sélido para facilitar la separacion de la fraccién ligada, y el otro lleva la marca. Se mide por
la cantidad del marcador considerado, que es directamente proporcional a la cantidad de analito. Ac:
anticuerpos no marcados especificos de la hormona a determinar. Ag: antigeno a valorar, no marcado, en
nuestro caso la hormona antimdilleriana. Ac*: anticuerpos marcados capaces de unirse a un segundo lugar
antigénico de la hormona.
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3.2.2. Calibracién y control

Los materiales de calibrado y control vienen liofilizados (Figura 3) y se reconstituyen a partir de
los respectivos kits.

Figura 3. Kit de control PreciControl AMH. (Roche Diagnostics).

3.2.2.1 Calibracién

El material de calibrador se prepara afiadiendo 1 mL de agua destilada a cada nivel. Los niveles
de calibrador se preparan a las concentraciones de 0.0444 ng/mL (Cal 1) y 7.71 ng/mL (Cal 2).
Para homogeneizar las disoluciones es preciso dejarlas durante 30 minutos en agitacién. Tras su
homogeneizacion, se alicuotan y procesan.

La calibracidn del sistema se realiza al instalar la técnica en el equipo. Las alicuotas Cal 1y Cal 2
se analizan automaticamente por duplicado para garantizar la correcta calibracion del lote
(Tabla 1).

Tabla 1. Calibracidn del equipo Cobas® Pure de Roche Diagnostics con lote 714829.

Cal1 Cal 2
Diana (mg/mL) 0,0444 7,71
Sefial 1 2114 264206
Sefial 2 2132 265851

3.2.2.2 Control

Su finalidad es comprobar el correcto funcionamiento del procedimiento de medicién de HAM.
El material de control se reconstituye afiadiendo 2 mL de agua destilada a cada nivel. Los niveles
de control se preparan a las concentraciones de 1.06 ng/mL (Nivel 1) y 5.26 ng/mL (Nivel 2),
estipuladas por el fabricante. Para homogeneizar las disoluciones es preciso dejarlas durante 30
minutos en agitacion. Los controles fueron alicuotados y almacenados hasta su procesamiento
a-20 °cC.

11



3.2.3. Verificacion de método

Para estudiar la precisidn se usaron 5 alicuotas de 400 pL de cada uno de los controles, Nivel 1
y Nivel 2. Se midieron tres replicados diarios de cada uno de los dos controles durante cinco
dias.

El error sistematico se estimo analizando bajo condiciones de reproducibilidad los mensurados

de los controles Nivel 1 y Nivel 2 durante 20 dias. Para ello se utilizaron las 10 alicuotas del
estudio de precision (5 del Nivel 1y 5 del Nivel 2) y, ademas, se prepararon 15 alicuotas de 250
pL de cada uno de los niveles de control.

Tanto los datos de precision como de error sistematico se evaluaron segun las directrices de la
Comisidn de Metrologia y Sistemas Analiticos del SEQC.

La linealidad se estudié mediante la dilucién de dos muestras distintas, ambas con alta
concentracién de HAM. Se llevd acabo una dilucion automatizada y una manual de cada una de
las muestras y se estudid la relacion entre los resultados obtenidos y el grado de dilucidn.

El limite de deteccién se comprobd haciendo un pool de sueros de 6 muestras con valor de

concentracion de HAM de 0.01 ng/mL y llevando a cabo 15 determinaciones repetidas de una
alicuota de esta disolucion.

El limite de decisidn clinica se estudié comprobando la linealidad en las proximidades de este

valor, llevando a cabo una comparativa entre los valores obtenidos por ambos métodos
mediante Passing-Bablock y, ademas, estudiando las diferencias mediante un diagrama de
Bland-Altman. Para ello, se escogieron 40 muestras con concentraciones de HAM alrededor del
limite de decisidn clinica, concretamente dentro del rango de 0,1 ng/mL a 1,0 ng/mL.

3.2.4. Comparacion de métodos

Se realizé la comparacion entre el método de inmunoensayo quimioluminiscente de Beckman
Coulter y el método de inmunoensayo electroquimioluminiscente de Roche Diagnostics para la
determinacion de Hormona Antimdlleriana. Para la comparacion, se seleccionaron 40 muestras
con concentracién conocida de HAM, determinada por el equipo Access® 2 de Beckman Coulter,
y distribuidas a lo largo del intervalo de medida del método especificado por el fabricante para
el equipo de Cobas® Pure de Roche Diagnostics (0.03 ng/mL a 23 ng/mL). Tras la seleccidn, las
muestras fueron analizadas por el equipo Cobas® Pure de Roche Diagnostics y se realizd un
estudio estadistico para detectar y descartar valores aberrantes.

Mediante un anadlisis de las diferencias usando el diagrama de Bland-Altman determinamos la

posible existencia de sesgo entre los equipos de las dos casas comerciales. Se llevd a cabo un
estudio de la linealidad representando graficamente los valores de concentracion de HAM de
un equipo frente a los de otro para determinar si es posible efectuar un analisis de regresion.

Y, finalmente, mediante regresién Passing-Bablock se determiné la relacidn existente entre los

datos que proporcionan los distintos equipos de medicién de HAM.
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3.2.5. Estudio de correlacién entre valor de HAM y RFA

Se realizd un estudio sobre la capacidad predictiva de la HAM frente al recuento de foliculos
antrales. El insert de la técnica de HAM de Roche Diagnostics especifica que con un punto de
corte de 1.77 ng/mL, se puede predecir con una alta capacidad diagndstica a las pacientes con
un RFA > 15029,

Para el estudio se revisaron las historias clinica de las pacientes que disponian de una muestra
sérica con concentracion de HAM cuantizada por la técnica quimioluminiscente de Beckman
Coulter. Fueron seleccionadas aquellas historias que reflejaban un recuento de foliculos antrales
proximo a la fecha de la analitica de las pacientes comprendidas dentro del periodo de estudio.

Para poder definir los parametros de sensibilidad, especificidad, valor predictivo positivo y valor
predictivo negativo, se trataron a las pacientes con RFA < 15 como “enfermo” y las pacientes
con RFA > 15 como “sano”. Ademas, una prueba analitica con valor de HAM < 1.77 ng/mL se
considero “positiva” y aquella con valor de HAM > 1.77 ng/mL fue considerada “negativa” (Tabla
2).

Tabla 2. Tabla 2x2 que refleja los posibles resultados de la prueba diagndstica.

Enfermo Sano
Prueba positiva VP FP
Prueba negativa FN VN
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4. Resultados y discusion

4.1. Verificacion de método

Estudio de la precisidon

Durante el periodo de estudio se llevaron acabo 30 determinaciones con el fin de estudiar la
imprecision  intraserial (CV,) y la imprecisiéon interserial (CVr) del ensayo
electroquimioluminiscente del equipo Cobas® Pure de Roche Diagnostics en las condiciones del
laboratorio clinico frente la imprecision maxima permitida especificada por el fabricante.

Los resultados obtenidos (Tabla 3) mostraron que las variaciones de ambos niveles fueron
inferiores a las especificadas por el fabricante (tedrica). La variacion intraserial e interserial
fueron del 1,27%, en comparacion con los limites de 1,30% y 2,80% proporcionados para el Nivel
1. Y para el Nivel 2, la variacién intraserial fue del 0,74% vy la interserial del 0,82%, en
comparacién con los limites teoricos de 0,80% y 2,90%, respectivamente.

Tabla 3. Imprecisién intra- e interserial obtenida para ambos niveles de control frente a los valores
maximos permitidos para el método de determinacién de Hormona Antimiilleriana de Roche Diagnostics.

Imprecision intraserial (CVr) | Imprecision en el laboratorio (CVT)

Tedrica Nivel 1 1,30% 2,80%
Experimental Nivel 1 1,27% 1,27%
Tedrica Nivel 2 0,80% 2,90%
Experimental Nivel 2 0,74% 0,82%

Los resultados indican que el procedimiento presenta una imprecision menor que la
especificada por el fabricante, lo cual sugiere una alta precisién del método en condiciones
reales de uso.

Estudio de reproducibilidad (error sistematico)

Durante el periodo de estudio se llevaron a cabo 40 determinaciones para estudiar el error
sistematico asociado al método electroquimioluminiscente de determinacién de Hormona
Antimilleriana del equipo Cobas® Pure de Roche Diagnostics.

Los resultados mostraron que el error sistematico fue inferior al 10%, punto de evaluacién
establecido por el estado del arte. En concreto, el error sistematico observado fue del 0,81%
para el Nivel 1y del 2,91% para el Nivel 2. Ademas, evaluamos si este error sistematico era
inferior al descrito por las especificaciones de variabilidad bioldgica de la European Federation
of Clinical Chemistry and Laboratory Medicine (EFLM)'?Y), siendo inferior el error sistematico
obtenido para todas las especificaciones, excepto para las especificaciones dptimas en el nivel
2 (Tabla 4).

Tabla 4. Error sistematico (%) asociado a cada uno de los niveles de control del PreciControl AMH de
Roche Diagnostics para el equipo Cobas® Pure, obtenidos experimentalmente.
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Error sistematico permitido
Especificacion: estado del arte 10,00%
Especificacion EFLM: minima 7.2%
Especificacion EFLM: deseable 4.8%
Especificacion EFLM: éptima 2.4%
. - . Nivel 1 Nivel 2
Error sistematico obtenido
0.81% 2.91%

Los resultados obtenidos demuestran una alta reproducibilidad del método en las condiciones
reales del laboratorio clinico.

Estudio de linealidad

La linealidad se estudié mediante la diluciéon de dos muestras diferentes con alta concentracion
de HAM (A y B). Se realizé una dilucién automatizada de cada una de las muestras, donde el
equipo de medicidn diluyé las muestras a factor de dilucién 1, 2, 5y 10 (Tabla 5). Y, por otro
lado, se realizo la dilucién manual seriada a factor de dilucién 1, 2, 4 y 8 (Tabla 6).

Tabla 5. Dilucién automatizada por el equipo Cobas® Pure de Roche Diagnostics. Factores de dilucién,
concentracién (en ng/mL) de hormona antimdilleriana tedrica en funcién de la concentracion inicial de las
muestras Ay B, y concentracidn en ng/mL de hormona antimulleriana cuantificada por el método.

Muestra | Dilucion (automatizada) | HAM tedrica | HAM cuantificada
1/1 16,4 16,4
A Y 8,2 8,65
1/5 3,28 3,6
1/10 1,64 1,73
1/1 15,3 15,3
B Y 7,65 8,2
1/5 3,06 3,44
1/10 1,53 1,67

Tabla 6. Dilucién manual realizada en el laboratorio de Bioquimica Clinica del HCULB. Factores de dilucidn,
concentracién (en ng/mL) de hormona antimiilleriana tedrica en funcion de la concentracién inicial de la
muestra Ay B, y concentracion en ng/mL de hormona antimdilleriana cuantificada por el método.

Muestra Dilucién (manual) HAM teodrica HAM cuantificada

1/1 16,4 16,4

A % 8,2 8,69

Y 4,1 4,29

1/8 2,05 2,14

1/1 15,3 15,3

B % 7,65 7,98

Y 3,825 4,08

1/8 1,9125 2,02
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Los valores obtenidos experimentalmente para la concentracion de HAM se representaron
graficamente frente a la dilucién (Figura 4).

videstid A \dUulolTidtiZdld) viuestra A (manual)
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Figura 4. Estudio de la linealidad para las diluciones automatizadas y manuales de las muestras Ay B.

El coeficiente de correlacidn de Pearson obtenido en todos los casos fue mayor a 0.99, indicando
una elevada asociacidn lineal en todo el rango de concentraciones.

Limite de deteccidn

El limite de deteccidon se comprobd llevando a cabo una serie de mediciones repetidas para la
determinacién de HAM con el equipo Cobas® Pure de Roche Diagnostics (Tabla 7).

Tabla 7. Mediciones de la concentracién de hormona antimilleriana en el pool de sueros creado con
muestras de concentracién de HAM = 0.01 ng/mL (segun equipo Access® 2 de Beckman Coulter).

Medida HAM (ng/mL) 8 0,00980
1 0,00980 9 0,00980
2 0,00980 10 0,00980
3 0,00980 11 0,00980
4 0,00980 12 0,00980
5 0,00980 13 0,00980
6 0,00980 14 0,00980
7 0,00980 15 0,00980

Todas las mediciones fueron inferiores al limite descrito por la técnica: Limite de Blanco = 0.007
ng/mL, Limite de Deteccién = 0.01 ng/mL, Limite de Cuantificacién = 0.03 ng/mL®>%),
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Los resultados obtenidos fueron satisfactorios, demostrando que el método es capaz de
detectar consistentemente niveles bajos de HAM con alta precision.

4.2. Comparacion de métodos

Para el estudio de la comparativa de métodos se determind la concentracion de HAM en 40
muestras séricas, comprendidas en el rango lineal de trabajo, con los equipos Access® 2 de
Beckman Coulter y Cobas® Pure de Roche Diagnostics.

Andlisis de diferencias

El analisis de diferencias por el método de Bland-Altman nos permite evaluar el grado de
concordancia entre dos instrumentos que tienen la misma escala de medicion. Para ello, se
representa de forma gréfica las diferencias entre las mediciones frente a su media?? (Figura 5).
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Figura 5. Diagrama Bland-Altman para el estudio de comparacién de métodos.

Tabla 8. Media de las diferencias absolutas, su desviacion estandart e intervalo de confianza del 95%.

Media de las diferencias absolutas 0,764
Desviacion estandar 0,714
IC 95% de la media -0,636 2,164

Los resultados obtenidos para el intervalo de confianza del 95% incluye el valor cero (Tabla 8).
Por tanto, se puede concluir que no existen diferencias significativas entre los resultados del
procedimiento de medida del equipo Access® 2 de Beckman Coulter y los resultados del
procedimiento de medida del equipo Cobas® Pure de Roche Diagnostics, seglin el método de
andisis de las diferencias mediante Bland-Altman.
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Previo a la regresion lineal, se realizé un estudio de la linealidad (Figura 6).

y =0,8544x-0,0041
R*=0,9778 <©

Figura 6. Linea de tendencia de la representacion grafica de los valores de hormona antimiilleriana
medidas con el equipo Access® 2 de Beckman Coulter (eje X) frente a los valores medidos con el equipo
Cobas® Pure de Roche Diagnostics (eje Y).

El resultado de este estudio es un coeficiente de correlaciéon de 0.9778, indicativo de que se
puede llevar a cabo la regresion lineal.

Regresion lineal

El andlisis de regresion lineal se realizé mediante la técnica Passing-Bablock. Para interpretar los
resultados de la regresion lineal son importantes la ordenada en el origen y la pendiente de la
recta obtenida mediante esta técnica (Tabla 9).

Tabla 9. Pendiente, ordenada en el origen y sus respectivos intervalos de confianza del 95% obtenidos
mediante Passing-Bablock.

Pendiente 0,8602
IC 95% 0,8139 0,9000
Ordenada en el origen 0,0029
IC 95% -0,1215 0,1124

El intervalo de confianza del 95% de la pendiente no incluye el valor uno, lo que conlleva que el
método de andlisis del equipo Cobas® Pure de Roche Diagnostics presenta un error sistematico
proporcional con respecto al método de analisis del equipo de referencia Access® 2 de Beckman
Coulter.

En resumen, aplicando los criterios estadisticos, se obtuvo como resultado del analisis de
diferencias que los resultados de ambas técnicas de determinacion de HAM no presentan
diferencias significativas y que, por tanto, proporcionan resultados intercambiables. Sin
embargo, mediante la técnica estadistica de regresion lineal Passing-Bablock, determinamos
que la técnica de electroquimioluminiscencia del equipo Cobas® Pure de Roche Diagnostics
presenta un error sistematico proporcional con respecto a la técnica de quimioluminiscencia del
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equipo Access® 2 de Beckman Coulter. Los resultados obtenidos con las dos técnicas no se
pueden considerar comparables puesto que no se cumplen los dos criterios de
intercambiabilidad.

4.2.1 Comparacion de métodos en el limite de decisién clinica

El limite de decisidn clinica se estudié determinando con el ensayo del equipo Cobas® Pure de
Roche Diagnostics 40 muestras cuya concentracion de HAM medida con el equipo de referencia
Access® 2 de Beckman Coulter se encontraba en un rango de valores cercanos al limite de
decision fijado de 0.06 ng/mL.

Andlisis de diferencias

Se representaron graficamente las diferencias absolutas de las mediciones de ambos equipos
frente a la media en un grafico de Bland-Altman (Figura 7).

0,8
0,6
0,4
0,2 O

Diferencia

-0,2
-0,4
-0,6
-0,8

Promedio

Figura 7. Diagrama Bland-Altman para el estudio del limite de decisién clinica.

Tabla 10. Media de las diferencias absolutas, su desviacién estandar e intervalo de confianza del 95%.

Media de las diferencias absolutas 0,069
Desviacion estandar 0,062
IC 95% de la media -0,053 0,191

Los resultados de este andlisis nos indican que no existen diferencias significativas entre los
resultados de los procedimientos de medida de los equipos de Beckman Coulter y Roche
Diagnostics. El intervalo de confianza del 95% incluye el valor cero (Tabla 10).
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También se estudio la linealidad representando graficamente los datos obtenidos con con un
equipo frente a los obtenidos con el otro (Figura 8).

9 y = 0,8695x +0,0055 %
R2=0,9375

Figura 8. Linea de tendencia de la representacion grafica de los valores de hormona antimilleriana
medidas con el equipo Access® 2 de Beckman Coulter (eje X) frente a los valores medidos con el equipo
Cobas® Pure de Roche Diagnostics (eje Y).

Se obtuvo una linea de tendencia con valor del coeficiente de Pearson, r, de 0.9375; insuficiente
para proceder al andlisis de regresidn lineal. Para realizar un analisis de regresion lineal seria
necesario ampliar el tamafio del rango muestral. Sin embargo, esto no se llevé a cabo, ya que
ese estudio esta comprendido en la comparacion de métodos.

4.3, Estudio de correlacion

Tabla de contingencia

Durante el periodo de estudio se llevo a cabo la determinacion de la HAM con el método
analitico de Roche Diagnostics en 49 muestras de pacientes cuya historia clinica documentaba
el recuento de foliculos antrales.

Aplicando los valores de corte especificados por el fabricante del método y mediante el analisis
de la tabla de contingencia obtenida (Tabla 13) estudiamos la relacidn existente entre el valor
sérico de la HAM y el RFA.

Tabla 13. Tabla 2x2 de la distribucién de pacientes en funcién del recuento de foliculos antrales y del valor
de la determinacién de hormona antimiilleriana en suero.

RFA £ 15 RFA > 15 Total
HAM < 1.77 ng/mL 29 1 30
HAM > 1.77 ng/mL 9 10 19
Total 38 11 49
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Haciendo uso de los datos de la Tabla 13 podemos calcular los parametros de sensibilidad,
especificidad, valor predictivo positivo y valor predictivo negativo para la prueba diagnédstica
(Tabla 14).

Tabla 14. Datos experimentales obtenidos para los pardmetros de sensibilidad, espeficidad, valor
predictivo npositivo y valor predictivo negativo de la prueba diagndstica.

1C 95%
Limite inferior | Limite superior
Sensibilidad 76,32% 59,38% 87,97%
Especificidad 90,91% 57,12% 99,52%
Valor predictivo positivo 96,67% 80,95% 99,83%
Valor predictivo negativo 52,63% 29,49% 74,79%

Los resultados indican que el método diagndstico presenta una alta especificidad y valor
predictivo positivo, en concreto, del 90.91% y del 96.67%, respectivamente. Esto sugiere que si
se tiene una concentracion de hormona antimiilleriana sérica por debajo o igual al punto de
corte de 1.77 ng/mL, existe una alta probabilidad de tener un recuento de foliculos antrales
menor o igual a 15. Sin embargo, la sensibilidad y el valor predictivo negativo son relativamente
mas bajos, del 76.32% y 52.63% respectivamente. Esto implica que si la paciente presenta unos
nveles séricos de hormona antimilleriana mayores a 1.77 ng/mL, el método no presenta una
buena capacidad diagndstica para predecir un recuento de foliculos antrales mayor a 15.
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5. Conclusiones

e la verificacién del método electoquimioluminiscente para la determinacién de Hormona
Antimilleriana del equipo Cobas® Pure de Roche Diagnostics demosotré que es un
prodecimiento preciso y reproducible en las condiciones reales del laboratorio clinico.
Ademas, presenta una elevada asociacion lineal en todo el rango de concentraciones,
incluyendo las inmediaciones del limite de detecciéon (0.01 ng/mL).

e las técnicas de medicion de Hormona Antimilleriana basadas en inmunoensayo
quimioluminiscente para el equipo Access® 2 de Beckman Coulter e inmunoenayo
electroquimioluminiscente para el equipo Cobas® Pure de Roche Diagnostics no
proporcionan resultados intercambiables.

e la determinacibn de Hormona Antimilleriana mediante el inmunoensayo
electroquimioluminiscente del equipo Cobas® Pure de Roche Diagnostics presenta un
elevado valor predictivo positivo.
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