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Estado actual de la medida de hemoglobina A,. y objetivos para
su mejora: del caos al orden para mejorar la atencion de la diabetes
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El Comité Directivo del Programa
Nacional de Estandarizacion de Hemoglo-
bina Glicosilada (NGSP) perteneciente a la
Asociacion Americana de Quimica Clinica
(AACC) realizé un estudio sobre el estado en
el que se encuentra el test de la
hemoglobinaglicasilada o hemoglobinaA1¢
(Hb A1c) y las medidas a tomar en cuenta
para alcanzar la estandirizacion de los
resultados. Su objetivo es reducir la
variabilidad de esta medicién en todos los
laboratorios clinicos de EEUU y de muchos
otros paises. Segin lo expresado en el
siguiente articulo esto permitiria mantener
un estricto control de laglucemiay reduciria
significativamente la posibilidad de
desarrollar complicaciones crénicas de la
diabetes.
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Summary

BACKGROUND: The Diabetes
Control and Complications Trial (DCCT) and
United Kingdom Prospective Diabetes
Study (UKPDS) established the importance
of hemoglobin Aj¢ (Hb A1¢) as a predictor
of outcome in patients with diabetes
mellitus. In 1994, the American Diabetes
Association began recommending speciRc
Hb Alc targets, but lack of comparability
among assays limited the ability of clinicians
to use these targets. The National
Glycohemoglobin Standardization Program

(NGSP) was implemented in 1996 to
standardize Hb A1 results to those of the
DCCT/UKPDS.

CONTENT: The NGSP certiRes manufac-
turers of Hb A1c methods as traceable to
the DCCT. The certiRcation criteria have
been tightened over time and the NGSP has
worked with the College of American
Pathologists in tightening proRciency-
testing requirements. As a result, variability
of Hb A1 results among clinical
laboratories has been considerably
reduced. The IFCC has developed a
reference system for Hb A1 that facilitates
metrological traceability to a higher order.
The NGSP maintains traceability to the IFCC
network via ongoing sample comparisons.
There has been controversy over whether
to report Hb A1c results in IFCC or NGSP
units, or as estimated average glucose.
Individual countries are making this
decision.

SUMMARY: Variability among Hb A1c
results has been greatly reduced. Not all
countries will report Hb A1¢ in the same
units, but there are established equations
that enable conversion between different
units. Hb A1c is now recommended for
diagnosing diabetes, further accentuating
the need for optimal assay performance.
The NGSPwill continue efforts to improve
Hb A1 testing to ensure that clinical needs
aremet.



Resumen

El Estudio de Control y Compli-
caciones de la Diabetes (DCCT) y el Estudio
Prospectivo de Diabetes en el Reino Unido
(UKPDS) establecieron la importancia de la
hemoglobina Aic (Hb Aic) como un
predictor de consecuencias en pacientes
con diabetes mellitus. En 1994, la
Asociacion Americana de Diabetes
comenz6 a recomendar metas especificas
para Hb A1, pero la falta de comparacion
entre los ensayos limité la capacidad de los
médicos para usar estos objetivos. El
Programa de Estandarizacion Nacional de
Hemoglobina Glicosilada (NGSP) fue
implementado en 1996 para estandarizar
los resultados de la Hb A1c segun los
estudios DCCT / UKPDS. EI NGSP certifica a
los fabricantes de métodos de Hb A1c como
trazables al DCCT. Los criterios de
certificacion se han reforzado con el tiempo
y el NGSP ha trabajado con el Colegio
Americano de Patélogos en establecer
requisitos estrictos para la aptitud de los
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ensayos. Como resultado, la variabilidad de
los valores de la Hb Aj; entre los
laboratorios clinicos se ha reducido
considerablemente. La Federacion Interna-
cional de Quimica Clinica (IFCC) ha
desarrollado un sistema de referencia para
la Hb A1, que facilita la trazabilidad de la
metrologia a un orden superior. El NGSP
mantiene latrazabilidad alared delaIFCCa
través de continuas comparaciones de
muestras. Ha habido controversias en
relacion a si el informe de los resultados de
Hb A1 debe ser en unidades IFCC o NGSP, 0
una estimacion promedio de glucosa. Los
diferentes paises se encuentran tomando
esta decision. La variabilidad entre los
resultados de Hb Ajc se ha reducido
considerablemente. No todos los paises
informaran Hb A1 en las mismas unidades,
pero se han establecido ecuaciones que
permiten la conversion entre diferentes
unidades. Ahora se recomienda Hb A1 para
el diagnostico de la diabetes, acentuando
aln mas la necesidad de un ensayo de
optimo rendimiento. El NGSP proseguira

sus esfuerzos para mejorar los tests de Hb
A1c asegurando que se cumplan las
necesidades clinicas.

La importancia de la hemoglobina
glicosilada (GHb) o hemoglobina A1¢ (Hb
A1) como marcador del control glucemico
en la diabetes mellitus cobrd énfasis con los
resultados del Estudio de Control y
Complicaciones de la Diabetes (DCCT) y su
continuacién -Epidemiologia de la
Intervencion y Complicaciones de la
Diabetes (EDIC) (1)(2), asi como el Estudio
Prospectivo de Diabetes en el Reino Unido
(UKPDS) (3). Los resultados de estos dos
estudios prospectivos, aleatorios, a largo
plazo, demostraron de manera concluyente
que el control intensivo de la glucemia
reduce significativamente el riesgo de
complicaciones microvasculares a largo
plazo, tanto en la diabetes de tipo 1 como
tipo 2 y permitieron establecer metas
tratamiento especifico basado en laHb A1 c.
Sobre labase de los resultados de Hb Ap ¢ de
estos ensayos, la mayoria de las
organizaciones de diabetes clinica en todo
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elmundo, recomiendan yasea 6,5% 0 7% de
Hb A1 como un objetivo para el control de
la glucemia en la mayoria de los pacientes
diabéticos (4)(5).

Cuando en 1993 finalizo el DCCT
habia considerables diferencias en la
manera de expresar los resultados de GHb.
La encuesta de aptitud del Colegio
Americano de Patdlogos (CAP) de 1993,
revelo que solo el 50% de los laboratorios
participantes informaban los resultados
como Hb Ajc, mientras que 21% los
informaban como Hb A7 y el 29% restante
como GHB total (6). También hubo gran
variabilidad dentro de cada categoria de
informe. Esta variabilidad entre los valores
de GHb ha hecho muy dificil para los
médicos el uso de objetivos especificos para
Hb A1c en la practica clinica, ya que los
resultados que obtenian, en muchos casos,
no estaban directamente relacionados con
los de los ensayos clinicos de los cuales
derivan los objetivos a aplicar. En el DCCT se
evito el problema de la variabilidad entre los
resultados, ya que todos los analisis se
realizaron en un solo laboratorio que
informolaHb A1c.

En 1993, la Asociacibn Americana
de Quimica Clinica (AACC) desarrollo un
subcomité para la estandarizacion de la
medida de Hb Aj1c, y en 1996 se inicio el
Programa Nacional de Estandarizacion de
Hemoglobina Glicosilada (NGSP) para
aplicar el protocolo de la AACC (7). El
objetivo del programa fue estandarizar los
resultados de las pruebas de Hb A1c para
que los resultados de los laboratorios
clinicos sean comparables a los reportados
por el DCCT y el UKPDS, donde se habian
establecido las relaciones con el riesgo de
complicaciones microvasculares. Del
mismo modo, a mediados de 1990 se
iniciaron programas de estandarizacion de
laHb A1c enSueciayenJapon (8)(9). Enesta
revision se discuten las mejoras en la
medida de Hb A1¢ que son el resultado de
las actividades del NGSP. También se
describe el estado actual de las pruebas de
Hb A1 y la direccion de los futuros planes
de mejoramiento en el que se asegurara
que la calidad de la prueba de Hb Ajc
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respondaalas necesidades clinicas.

La Red del Programa de Norma-
lizacién Nacional de hemoglobina glicosi-
lada (NGSP)

La red NGSP y los procesos se
muestran esquematicamente en la Figura 1
y también se describen en detalle en el sitio
Web NGSP (http://www.ngsp.org). La red
NGSP consiste en un Laboratorio Central de
Referencia Primario (CPRL), tres
laboratorios de referencia primarios (PRLS),
y 7 laboratorios de referencia secundarios
(SRLs). PRLs y SRLs se encuentran tanto en
Europa como en los EE.UU. El método de
referencia del CPRL es el DCCT / EDIC Bio-
Rex 70 HPLC. Los PRLs utilizan el mismo
método que el CPRL y funcionan como
laboratorios de backup. Los SRLs utilizan
métodos comerciales de elevada precision
basados en HPLC de intercambio i6nico,
inmunoensayo, HPLC de afinidad con
boronato o electroforesis capilar. Los
laboratorios de la red NGSP son
monitoreados mensualmente con un pool
de 10 muestras congeladas de sangre que
abarca el rango de 4% a 10% (4% a 12%
antes de enero de 2010) de Hb Alc, y todos
los laboratorios de lared se comparan con la
CPRL. Ademas, dos veces al afio se realizan
comparaciones con la red de la IFCC. Para
aprobar el seguimiento de NGSP, la
estimacion de la desviacion estandar de la
diferencia entre la muestra replicada (cada
muestra se analiza en 2 dias distintos) no
debe exceder 0.229% de Hb A1 ¢c. Ademas, la
media de las diferencias entre un
laboratorio individual de lared y el CPRL no
debe exceder el 0,35% de Hb A1c. Los
resultados de SRL también deben estar
dentro de una elipse de aceptacion
definida, en base a la pendiente y la
interseccion de las diferencias entre los
resultados de los SRL individuales y las
medianas de todos los SRLs. En laFigura 2 se
muestra un ejemplo de un informe SRL
mensual que incluye un grafico de precision,
un grafico de sesgo, y una elipse de
aceptacion. Por otra parte, los resultados de
muestras individuales, para las cuales las
replicaciones dentro de los SRL difieren en
mas de 0,4% de Hb A1 o el resultado de la

media difiere de la mediana de la SRL en
mas de 0,5% de Hb A1¢, se excluyen de los
célculos de la media final de SRL. Todos los
resultados monitoreados son compartidos
entre los laboratorios de la red. Si un SRL
falla en un ejercicio de control, se le prohibe
participar en la certificacion hasta que los
problemas se aborden y el método apruebe
el proximo ejercicio de monitoreo. La Figura
3 muestra la media de los coeficientes de
variacion (CV) de los laboratorios de la red
NGSP, por cada mes entre agosto de 2009 y
julio de 2010. Todos los CV mensuales de la
red estuvieron por debajo del 2,5%. Los
valores de la red NGSP también son
trazables alos de la red de laboratorios IFCC
que realiza un procedimiento de primer
orden para la medida de referencia de Hb
A1c (véase masadelante).

S

Fig. 1. Procedimiento de lared del NGSP.
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Fig. 1. Procedimiento de la red del NGSP.

®.

Fig. 2. Informe de lared NGSP del monitoreo
mensual de un SRL tipico. (A) Gréafico de
precision que muestra el objetivo para el
desvio estandar (. . . .), el limite de
advertencia (— — —) y el limite para la
aprobacion ( ). (B) Grafico de sesgo
que muestra el monitoreo de muestras
individuales comparadas con el CPRL
(Laboratorio Central de Referencia Prima-




ria). (C) Gréafico del monitoreo de sesgo que
muestrala media del sesgo de los Gltimos 12
meses con el limite de + 0.35% Hb Alc
(¢ ). (D) La elipse del desempefio del
SRL con cada punto que representa un SRL
diferente. ESRL, SRL europeos.
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El procedimiento del NGSP

En la Figura 1 se muestran los 3
principales procedimientos de la NGSP. Los
laboratorios de la red NGSP ayudan a los
fabricantes con la calibracion de sus
métodos. Una vez calibrados, estos méto-
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dos pueden ser certificados. El proceso de
certificacion consiste en un intercambio de
40muestras de sangre, fresca o congelada,
entre un fabricante y un SRL NGSP. Los
fabricantes pueden elegir el SRL con quien
se quieran comparar cuando certifican sus
métodos. La eleccién puede basarse en la
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ubicacién geogréfica o en el tipo de método.
En algunas situaciones, la variabilidad entre
los resultados individuales es menor
cuando se comparan con métodos
similares, por ejemplo, cuando ambos, el
fabricante y el SRL usan el método HPLC de
intercambioidnico.

S

Fig. 3. Media de los CVs de todos los labora-
torios de lared del NGSP (PRLs y SRLs) entre
mayo de 2009y mayo de 2010.
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Al fabricante se le otorga un
certificado de trazabilidad si el intervalo de
confianza (IC) del 95% de las diferencias
entre su método y el SRL, cae dentro de
0,75% de Hb A1 (Tabla I). El certificado es
efectivo por 1 ano a partir de la fecha de
certificacion. Para mantener la certificacion
continua, el proceso debe repetirse cada
afio (7)(10).

Los laboratorios individuales, si asi
lo desean, también pueden ser certificados.
Los laboratorios que participan en los
ensayos clinicos tienen mayor probabilidad
de ser certificados a peticién del espénsor
del ensayo clinico. Otros laboratorios, con
un volumen elevado de muestras para Hb
A1c, también podrian estar interesados en
la certificacion. Una fraccion relativamente
pequefia alrededor del 1%-3%) de los
laboratorios acreditados en los EE.UU. son
certificados por NGSP. El proceso de
certificacion para los laboratorios es el
mismo que para los fabricantes, pero para
los laboratorios hay dos niveles de
certificacion. En el nivel Il, los criterios de
certificacion son los mismos que los de los
fabricantes. El nivel | de certificacion es méas
estricto, el IC del 95% de las diferencias
entre los métodos (del laboratorio en
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comparacion con SRL) debe estar dentro de
+0,70%de Hb A1 ¢ (Tablal). Los laboratorios
de nivel I, a diferencia de nivel Il, son
monitoreados trimestralmente por el
mismo procedimiento y criterios utilizados
paralaboratorios de lared NGSP.

El tercer componente del proceso
del NGSP es la vigilancia de la aptitud de los
datos de Hb A1¢ del Colegio Americano de
Pat6logos (CAP). Este proceso es funda-
mental para el seguimiento del éxito del
NGSP (véase “del caos al orden” a
continuacion). Laencuesta GH2 de la CAP se
realiza dos veces al afio. Se utilizan muestras
frescas de sangre y la clasificacion esta
basada en la precision, con los valores
“blanco” asignados por el NGSP. El ajuste
gradual de los criterios de la CAP ha
impulsado a los laboratorios y fabricantes a
mejorar lacalidad de lapruebade Hb A1¢.

Desde que el NGSP se inicio en 1996
se ha producido un aumento constante del
numero de métodos y laboratorios que han
sido certificados. A mediados de 2010 hubo
alrededor de 100 métodos y 100 labora-
torios certificados. De los laboratorios
certificados, aproximadamente el 85%
fueron de nivel |y el 75% se encuentra fuera
de los EE.UU. Este aumento progresivo en la
certificacion demuestra ladisposicion de los
fabricantes para mejorar continuamente
sus métodos. El crecimiento de las
certificaciones de ambos, del fabricante y
del laboratorio, también refleja la continua
demanda deme todos y laboratorios que
puedan satisfacer las necesidades de los
equipos médicos dedicados a la atencién de
la diabetes, la investigacion clinica y los
ensayos clinicos. La lista de métodos y
laboratorios certificados por NGSP,
actualizada mensualmente, esté disponible
enelsitioWebdel NGSP (11).

S

LaReddelalFCC

El objetivo principal del grupo de
trabajo de la IFCC sobre estandarizacion de
la Hb A1 iniciada en 1995, fue el desarrollo
de un método de referencia de primer
orden aceptado internacionalmente, y
materiales de referencia para la medicion
de Hb A1c. La razdn para el desarrollo de
este método era para satisfacer las
preocupaciones de la trazabilidad a un
“método de orden superior”, unanecesidad
que fue promulgada por la directiva de
Diagnostico in vitro de la Unién Europea en
1998 (12). A pesar de que el método Bio-Rex
70 utilizado en todo el DCCT demostrd ser
muy consistente (1993-2003) y
continuando através del EDIC (1993 a 2010)
(13), este método se considera un “método
designado para comparacion” y no un
método de orden superior, ya que no €s
completamente especifico parala Hb A1cy
no utiliza patrones puros. EI método de
referencia de la IFCC para la Hb A1c fue
aprobado en 2001 (14). La IFCC ha
establecido una red de laboratorios que
comprende 11 laboratorios en el momento
de esta publicacion. Cada laboratorio
ejecuta uno o ambos de los dos métodos
aprobados por la IFCC, los cuales son HPLC-
espectrometria de masa o HPLC-
electroforesis capilar (15). Cada método
otorga resultados esencialmente idénticos,
porque utilizan los mismos materiales de
referencia primarios para la calibracion. Es
importante destacar que ni el método del
CPRL-NGSP ni el método de la IFCC son
adecuados para la medicion rutinaria de la
Hb A1c en muestras de pacientes.

La IFCC ofrece a los fabricantes cali-
bradores y controles en matrices apropia-
das, con los valores asignados por la red
IFCC para establecer y verificar su trazabi-
lidad, asi como un programade control que

Tabla I. Resumen de las categorias de certifi-cacién de NGSP
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facilita el seguimiento continuo de su
trazabilidad cada dos meses (16). Sin
embargo, no implica un programa de
certificacion. Comparaciones multiples
entre las redes revelan que los resultados
obtenidos por el método IFCC correlacionan
muy bien con los resultados del NGSP /
DCCT, pero hay un sesgo. Este sesgo es
trasladado a una “ecuacion maestra” que
describe la relacion lineal entre los
resultados de los laboratorios de las redes
IFCC y NGSP: NGSP = (0.915 x IFCC) + 2.15
(17). La ecuacion maestra fue desarrollada
por 4 integrantes de las redes IFCC / NGSP
que realizaron un estudio de comparacion a
través de un seguimiento periédico durante
2 afios para asegurar la consistencia de la
relacion, la cual hasta el momento ha
demostrado una relacion estable por mas
de 7 afios (15). Sin embargo, la aplicacion
del Sistema de Referencia de IFCC cre6 un
problema en cuanto a como deben
reportarse los resultados de la Hb Aq¢, ya
que hay diferentes interpretaciones de
“trazabilidad”. Una interpretacion es que
todos los resultados clinicos deben ser
reportados en cifras y unidades del método
IFCC. Por el contrario, otros creen que el
cambio de la escala de nimeros y unidades
confunde a los profesionales de la salud y a
los pacientes y no se deberia implementar,
en cambio, asegurarse que las cifras del
NGSP puedan relacionarse con el método
de orden primario, es suficiente para
cumplirlos requisitos de trazabilidad.

EINGSPy la IFCC: ¢ qué cifras y unidades se
debe informar?

En un esfuerzo por encontrar algiin
grado de compromiso, tres de las
principales organizaciones de diabetes
clinica -la Asociacion Americana de
Diabetes (ADA), la Asociacion Europea para
el Estudio de la Diabetes (EASD), y la
Federacién Internacional de Diabetes
acordaron que los laboratorios deben
reportar una media de glucosa estimada
(eAG) (18). Después de un gran estudio
prospectivo internacional para determinar
la relacion entre la Hb A1c y la media de
glucosa en sangre, se establecié una
relacion lineal entre ambos pardmetros

(19). A pesar de estos hallazgos, muchos
expertos creen que hubo demasiada
variabilidad en la relacion entre Hb A1c y la
media de glucosa en sangre, por lo tanto la
eAG no debe ser reportada.

En 2007 se publico una declaracion
de consenso sobre la estandarizacién en
todo el mundo de la Hb Ajc, que fue
revisadaen 2010 (20, 21). De acuerdo conla
declaracion de 2010, la Hb A1 debe ser
informada en las dos unidades, segun el
DCCT y el NGSP, a saber, la Hb A1c% y
milimoles por mol. A pesar de este consenso
oficial, los paises estan decidiendo cual es la
forma correcta de informar Hb Ajc. Por lo
general, después de un periodo provisorio
de informar tanto segun IFCC como NGSP,
varios paises ya han decidido cambiar y
reportar los datos segln la IFCC; sin
embargo, muchos otros paises todavia no
determinaron la manera de informar la Hb
A1c. EE.UU. ha decidido informar las cifras
segun el NGSP (es decir,% de Hb A1c) y €AG,
pero no como IFCC (mmol/mol). El uso de
eAG no hasido aceptado fuerade los EE.UU.
Apesar de lafalta de consenso mundial para
la presentacion de informes de Hb Ajc,
ahora hay una forma clara de relacionar los
diferentes resultados reportados. Por
ejemplo, con el uso de la ecuacién maestra,
es facil convertir unidades y cifras de IFCC a
NGSP vy viceversa. Muchos instrumentos
que miden la Hb Ajc serdn capaces de
proporcionar resultados de Hb Ajc en
unidades NGSP o IFCC o ambas unidades, y
la mayoria de los laboratorios tienen la
opcion de reportar también la eAG (junto
con Hb A1c) a través de sus sistemas
informaticos. Es importante destacar que la
relacion documentada (ecuacion maestra)
entre NGSP y IFCC sigue siendo controlada.
El monitoreo continuo, intra e inter- redes,
proporciona una seguridad adicional en el
informe de resultados de Hb Ajg,
independientemente de que unidades se
utilizan.

Mejorade lamediciondelaHb A1
Los enfoques del NGSP y la IFCC

para la estandarizacion de los resultados de
Hb A1c persiguen fines diferentes y

complementarios. El principal objetivo de la
estandarizacion paralalFCC es asegurar que
los fabricantes produzcan ensayos de Hb
A1 trazables a un valor exacto. Cada
fabricante debe documentar la trazabilidad
con el método de orden superior de la IFCC,
a través de una ininterrumpida cadena de
trazabilidad, ademas la incertidumbre de
cada paso debe ser documentada. Sin
embargo, la red de IFCC no establece un
limite en el grado de incertidumbre
permitido entre el método de un fabricante
y el valor de IFCC. El programa de estan-
darizacién del NGSP ha definido limites
aceptables para la utilizacion del método
que se basan en los requerimientos clinicos.
El proceso de certificacion del NGSP
comprende el andlisis, por duplicado, de un
panel de 40 muestras analizadas por el
fabricante y por uno de los SRL- NGSP
durante un periodo de al menos 5 dias (por
ejemplo, 8 muestras por dia por duplicado
en cada uno de los 5 dias) en ambos sitios.
Los criterios de certificacion del NGSP se
ajustaron en 1999, 2002 y 2007, y nueva-
mente en enero de 2010. Actualmente se
requiere que las concentraciones de Hb A1 ¢
de las 40 muestras se encuentren en el
rango entre 4% y 10% de Hb A1c, con un
numero especifico de muestras en un rango
definido. EI IC 95% de las diferencias entre el
método que certifica y el SRL debe estar
dentro del + 0,75% de Hb A1c. En una
evaluacion de concordancia de métodos
realizada por Bland-Altman (22) se efectlia
una estimacion del error total, para lo cual
se toman en cuenta tanto el sesgo como la
variabilidad del método. Los fabricantes
deben demostrar que su método cumple
con estos requisitos para que sea certificado
por el NGSP, trazable al DCCT. Mediante el
ajuste gradual y progresivo de limites de
certificacion (23) el NGSP ha producido una
mejora en la exactitud y la precision de las
medicionesde Hb A1c.

Adicionalmente, el NGSP ha traba-
jado con la CAP en la adopcion y posterior
ajuste de una graduacion basada en la
exactitud usando objetivos del NGSP en la
encuesta de aptitud GH2 que realiza la CAP
de la medida en sangre entera. La CAP
ofrece la mayor encuesta en todo el mundo



de aptitud para tests de Hb Ajc. Actual-
mente, (2010) la matricula supera los 3.000
laboratorios, muchos de ellos ubicados
fuera de los EE.UU. Desde su creacion, el
Comité Directivo del NGSP ha trabajado en
estrecha colaboracion con la CAP
asegurando que los datos para la aptitud de
la Hb A1c sean Optimos para evaluar la
situacion actual de las pruebas de Hb A1cy
también para fomentar un mejor
rendimiento del ensayo. En 1996, la CAP
comenz6 a utilizar pooles de muestras
frescas de sangre entera para la encuesta
GH2. Debido a que las muestras estan libres
de efectos de matriz que abrumaron las
encuestas anteriores de Hb A1c, los
resultados podrian ser utilizados en forma
fiable para evaluar el sesgo y la imprecision,
intra y entre los métodos. En 2005, la CAP
comenz6 a ofrecer un “grado doble” con
propositos educativos, 1o que permitié a los
laboratorios comparar sus resultados con
los valores del NGSP. Dos afios mas tarde la
graduacion basada en la exactitud se
adopté como criterio exclusivo para las
encuestas de Hb A1 de la CAP. El limite
inicial aceptable de exactitud se fijo en +
15%. Este valor se redujo progresivamente
en 2008, 2009y 2010: + 12%, + 10%, y + 8%,
respectivamente. En 2011 el limite serade +
7%.

Delcaosal orden

EINGSP haseguido el progresodela
estandarizacion de la Hb A1c desde 1996 a
través de los resultados de las encuestas de
laCAP.En 1993, cuando termin6 el DCCTy la
ADA comenzd a recomendar metas espe-
cificas de Hb Ajc para los pacientes, se

reportaron diferentes fracciones glico-
siladas (Hb A1¢, Hb A1, 0 GHb total) con una
variabilidad considerable entre los
resultados (figura 4, izquierda). En 1999,
tres afios después de que se estableciera el
NGSP, el 80% de los laboratorios estaban
reportando resultados de GHb como Hb
A1c. En 2004 casi todos los laboratorios ya
estaban reportando los resultados como Hb
A1, y habia una variabilidad mucho menor,
tanto intra- como entre los métodos (Fig. 4).
A partir de 2009, solo se aceptaron
resultados de Hb A1 en las encuestas de la
CAP. Las mejoras en el funcionamiento del
método entre 2000 y 2010 se muestran en
lafigura 5. En cada evaluacion se calculan la
media, DE y CV de todos los resultados
combinados. El CV total se redujo de
aproximadamente de 7% a 4,0%, entre 2000
y 2010y en las muestras de rango bajo (no
diabéticos) (4% -6% de Hb A1) (Fig. 5C). A
través del tiempo la mejora ha sido mas
modesta para las muestras entre 6% -10%
de Hb A1, con disminucion del CV total de
aproximadamente 5 -5,5% a 4% (Fig. 5, By
C). Muchos métodos tienen ahora un CV
entre laboratorios del 3%, y unos pocos son
del 2%. Los métodos de HPLC generalmente
muestran una mejor precision que los
métodos de inmunoensayo pero hay una
considerable superposicion en los CV de los
dos tipos de métodos. En la encuesta GH2
2010 A, el CV entre laboratorios de inmu-
noensayos vario de 1,7% a 6%, mientras que
paralos métodos de HPLC, el CV oscilo entre
1,4% a 3,5%. En el momento de esta
publicacién, fueron certificados por el NGSP
11 equipos de point-of-care. Hay muy pocos
datos disponibles de resultados de aptitud
para los métodos de point-of-care, pero por

lo menos, segln el estudio de la CAP, un
equipo point-of-care funciona tan bien
como muchos de los métodos de
laboratorios (24).

Cada participante de la encuesta se
califico de acuerdo a la asignacion de
valores del NGSP, con una aceptacion
establecida en * 8% en 2010. A cada
participante se le dio también un “grado de
educacién”, cuyo limite previsto fue de +
6%. Con el actual limite de aceptacion de +
8%, el porcentaje de los laboratorios que
aprobaron la evaluacion GH2 2010a, para
cada muestra, fue méas del 95% (24).
Aunque la tasa de aprobacion fue menor en
el limite mas estricto + 6%, como se
esperaba, la tasa global de aprobacién para
cada muestra es todavia cerca del 90%
(91,0%, 88,6% y 91,6% para la baja, mediay
altaHb Alc, respectivamente).

Se debe tener en cuenta que los
limites de la CAP, que se basan en un
determinado porcentaje de la meta para
cada muestra individual, no son facilmente
comparables con los del proceso de
certificacion del NGSP, que se basa en un IC
del 95% para 80 resultados (40 muestras por
duplicado). Es evidente que los limites del
NGSP tendran que ser ajustados para
emparejar el limite de laCAP de 2011 de 7%.
Sin embargo, los datos del NGSP mas
recientes muestran que en la certificacion
de los 15 métodos mas utilizados en la
evaluaciéon 2010A de la CAP, el 90% de los
resultados se encuentran dentro de + 7% de
los SRL. Once de estos 15 métodos
presentan = 95% de los resultados entre +
7%.
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Fig. 4. Media de cada método comparado
con el objetivo del NGSP/DCCT (linea
punteada) en 1993, 1999, 2004 y 2010,
extraido de la encuesta GH2 de la CAP. Los
simbolos representan la media; las barras
deerrorson+2DE.
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Metas analiticas paralaHb A

El DCCT demostré diferencias signi-
ficativas en los riesgos resultantes de los
grupos con tratamiento intensivo y
estandar, entre los cuales la media de Hb
AlC diferfa aproximadamente 2% (7,2% vs.
9,1% de Hb Aq¢, respectivamente) (1). Del
mismo modo, a pesar de una diferencia aun
mas baja en la media de valores de
hemoglobina A1 ¢ (7% frente a 7,9% paralos
grupos de tratamiento intensivo y
convencional, respectivamente), el estudio
UKPDS mostr6 una reduccion significativa
de las complicaciones microvasculares en
los pacientes tratados intensivamente por
diabetes tipo 2 (3). Por lo tanto, es esencial
que la Hb Alc se mida con precision y
exactitud para permitir a los médicos
distinguir de forma fiable un control
glucémico optimo de uno subdptima. La
reciente recomendacion de utilizar la Hb
A1c para el diagnostico de la diabetes
(4)(25) destaca ademas la necesidad de un
funcionamiento 6ptimo de la prueba. La
ADA recomienda, ahora, que la Hb Aq¢
puede ser utilizada para el diagndstico de la
diabetes conun umbral del 6,5% (4).

Muchos creen que las metas parael
rendimiento de las pruebas de Hb Alc
deben basarse en las necesidades clinicas.
Hay dos cuestiones importantes para que
un medico considere cuando utilizar la
medida de Hb A1 para evaluar el estado
glucémico de un paciente. Unade ellas es si

el control glucémico del paciente es estable,
mejora o se deteriora, y el otro es como el
resultado de Hb A1c del paciente se
compara con la meta individual de Hb A1¢
(la actual recomendacion de la ADA es de
7%, con la salvedad de que menos es mejor,
si es posible). En respuesta al primer
cuestionamiento, muchos médicos han
sugerido que 0,5% de Hb A1 esun “cambio
clinicamente significativo”. Es importante
destacar que las pautas de tratamientoy los
algoritmos de la ADA / EASD (26) y del
Instituto Nacional para la Excelencia Clinica
del Reino Unido (27) recomiendan la
evaluacion de los nuevos regimenes de
tratamiento en términos de si la Hb A1¢ se
redujo en 0,5 puntos porcentuales o mas.
Por lo tanto, es importante asegurarse de
que un cambio de esta magnitud es
estadisticamente significativo y no debido a
lavariacion analitica.

Considerando una diferencia
estadistica-mente significativa de 0,5% de
Hb A1 para una concentracion de Hb Ajc
de 7%, como es la meta para la Hb Ap¢, se
puede utilizar el valor de cambio de
referencia (RCV), también llamado
diferencia critica, para el célculo de una
meta apropiada en términos de CV (28).
Para diferencias significativas de resultados
secuenciales, las cifras deben diferir en méas
de la variacion combinada inherente a los 2
resultados determinados: RCV (%) =2 (1/2)
x 1,96 X [(CVA) 2+ (CV1)2](1/2)  donde CVA
es el CV analitico (CV intra-laboratorios) y el
CVI es la variacion bioldgica en un mismo
sujeto. Para la Hb A ¢ el CVI es bajo, menos
del 1%(29), cuando se estima en individuos
sin diabetes. Si el CV analitico del método es
2% (factible para muchos sistemas comer-
ciales de HPLC) el RCV (95% de probabili-
dad) es <0,5% Hb Alc (0,43%) (véase el
cuadrol en el Suplemento de Datos que
acompafialaversion online de este articulo
en http://www. clinchem.org/content/
vol57/issue2). Aproximadamente el 80% de
los laboratorios participantes en la encuesta
GH2 de CAP 2010 estaban usando métodos
que demostraban un CV intra-laboratorios
< 2%. Podemos concluir que, al menos
cuando la Hb A1 se mide en un laboratorio
acreditado, los médicos pueden, razonable-

mente (95%) asegurar que unadiferenciade
0,5% de Hb A1 0 mayor en valores sucesi-
vos de muestras de pacientes, representa
un cambio estadisticamente significativo en
el control glucémico. Si el laboratorio utiliza
un método que ha demostrado un CV intra-
laboratorio més de 2%, como es todavia el
caso de algunos ensayos, la confianza en
que una diferencia de 0,5% Hb Ajc sea
significativo, es menor (en linea de consulta
Cuadrol).

Cuando un medico quiera observar
la diferencia entre el resultado de Hb A1c
del paciente y la meta del 7%, deberan
tenerse en cuenta tanto el sesgo como la
variabilidad (CV%), en otras palabras, el
error total del método. Por ejemplo, si un
método tiene 0 sesgo, se requiere un CV de
3,5% para tener el 95% de confianza que el
valor de Hb Aq¢ de un paciente con un
resultado “verdadero” de 7% se lea entre
6,5y 7,5% (+ 7%). Si existe un sesgo de 0,2%,
el requisito de CV se ajusta al 2,3%
(consultar online Cuadro 2). Si se requiere
un rango mas estrecho para este grado de
certeza (por ejemplo, 95% de confianza que
el valor se encuentra dentro de 6,7% -7,3%
de Hb A1), el CV analitico necesario es aun
mas bajo. Con respecto alagraduacion de la
CAP, el limite actual de + 8% corresponde a
un limite de £ 0,56% Hb Alc para la meta
del 7% de Hb Alc; el limite de + 7% que sera
implementado en el afio 2011 corresponde
a+0,49% Hb A1¢. Para que todos los labora-
torios puedan obtener resultados dentro de
+0,5% Hb A1¢, anivel de lameta de ADA del
7% de Hb A1¢ 0 en el umbral de diagnostico
de 6,5% de Hb A1c (4), seria adecuado un
punto de corte de la CAP de + 7%. Mas del
90% de los laboratorios participantes en la
reciente encuesta de la CAP podrian ser
aceptados con el punto de corte + 7%. Enlos
valores de Hb A1c por encima del 7%, el
corte de la CAP tendria que ser mas estricto
paraestardentrode +0,5% de Hb A1c.

®

Fig. 5. Los CVs de todos los resultados de Hb
A1c de la encuesta GH2 de la CAP entre el
2000y 2010, de muestras con valores de Hb
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Alc (A) de 4%-6%, (B) 6%-8%, y (C)
8%-10%. La linea continua representa la
lineade tendencia.
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Interferencias conlasPruebasde Ho A1

Para la gran mayoria de los pacien-
tes con diabetes, laHb A1¢ proporciona una
excelente medida de control de la glucemia.
Sin embargo, hay situaciones en las que los
resultados de Hb Aj. pueden ser poco
fiables. Estas incluyen las circunstancias que
implican factores que interfieren con la
medicion real de la Hb Ajc, tales como
ciertas variantes de la hemoglobina o
aductos (30-34), asi como factores que
afectan alainterpretacion de los resultados
de la Hb A1¢. Esto Ultimo incluye la anemia
severa por deficiencia de hierro o cualquier
otra condicion que altera la vida de los
eritrocitos (por ejemplo, anemia hemo-
litica, insuficiencia renal) (35-39). Otros

factores, como la raza y la edad, también
influirian en la Hb Ajc. Los datos revelan
que la Hb A1c aumenta aproximadamente
0,1%cada 10 afios de edad (40, 41). Sin
embargo, este pequefio incremento es poco
probable que requiera un cambio en las
metas de tratamiento para diferentes
grupos de edad. La Hb A1¢ ha demostrado
ser mayor en ciertos grupos étnicos, pero
las influencias étnicas sobre la relacion
entre la Hb A1¢ y la media de glucosa en la
sangre sigue siendo un tema controvertido
(42-47).

En general, individuos heteroci-
gotos para las variantes de lahemoglobina o
con mayores concentraciones de Hb F, no
tienen acortamiento de la sobrevida
eritrocitaria, y si se utiliza un método
adecuado, la Hb A1 se puede medir con
precisién. En varias publicaciones se ha
incluido el analisis de los efectos de estas
hemoglobinas sobre los resultados de Hb
A1c(31-34). Los resultados se resumenen el
sitio Web NGSP (48). Estas interferencias
son generalmente método-especificas. En
general, la Hb AS y Hb AC (dos de las
variantes mas comunes en el mundo) pue-
den interferir con algunos inmunoensayos,
aunque los inmunoensayos mas utilizados
estan ahora libres de esa interferencia. Las
Hb AE y Hb AD interfieren con algunos
métodos de HPLC, pero no afectan a los
inmunoensayos, muy probablemente
debido a la distancia entre el lugar de la
modificacion de Hb A1 N-terminal y el sitio
de E-D y la modificacion de la variante de la
cadena B de hemoglobina. Si se utiliza un
método HPLC de intercambio i6nico, la
inspeccién cuidadosa de los croma-
togramas suele mostrar picos aberrantes
producidos por la mayoria de las variantes,
permitiendo la deteccion de resultados
inaceptables. Al igual que con cualquier
test, se deben investigar mas los resultados
que son incompatibles conlaclinica. LaHb F
<10% no afecta a lamayoria de los métodos.
Sin embargo, las muestras con Hb F > 10%
deben ser analizados por los métodos que
estén libres de interferencias de Hb F para
obtener resultados precisos.

Resumen de conclusiones

Desde la aplicacion del NGSP en
1996 se han alcanzado considerables logros
en la estandarizacion de los resultados de
GHb. Practicamente todos los laboratorios
en los EE.UU., y en muchos otros paises,
ahora reportan resultados como Hb A1¢ (en
comparacion con alrededor del 50% de los
participantes de la CAP en 1993) y la
variabilidad total se ha reducido conside-
rablemente.

La IFCC ha establecido un método y
materiales de referencia que posibilitan la
documentacion de la trazabilidad a una
referencia de primer orden. Aunque las
cifras para informar Hb Aq. (IFCC, NGSP,
eAG, o alguna combinacidn) estan siendo
decididas en cada pais, el establecimiento
de ecuaciones permiten la conversion entre
cifras y unidades. Las redes del NGSP y la
IFCC tienen funciones complementarias y
mantienen una estrechainteraccion.

A pesar de los avances que se han
hecho, sigue siendo necesaria la reduccién
del error total para algunos métodos, dada
la importancia de la Hb A1c para el
monitoreo del tratamiento y la reciente
recomendacion de utilizar la Hb A1 para el
diagnostico de la diabetes (4). Es probable
que en el futuro se requieran nuevas
reducciones en los limites aceptables del
NG SPy la CAP, y continuara el seguimiento
permanente del impacto de estas medidas
sobre la calidad de los resultados de Hb A1¢
en las muestras de pacientes, con el
objetivo de garantizar que la calidad de la
prueba de Hb Ajc sea suficiente para
satisfacer las necesidades clinicas.

Abreviaturas no estandar: GHB: hemoglo-
bina glicosilada; Hb A1¢: hemoglobina Apc;
DCCT: Estudio del Control y Complicaciones
de la Diabetes; EDIC: Epidemiologia de la
Intervencion y Complicaciones de la
Diabetes; UKPDS: Estudio Prospectivo de
Diabetes en Reino Unido; CAP: Colegio
Americano de Pat6logos; NGSP: Programa
Nacional de Estandarizacion de la Hemo-
globina Glicosilada; CPRL: Labora-torio
Central de referencia primaria; PRL:
Laboratorio de referencia primaria; SRL:
laboratorios de referencia secundarios;



ADA: Asociacion Americana de Diabetes;
eAG: media estimada de glucosa; CV:
coeficiente de variacion.
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