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Recommendations

2.1 To avoid misdiagnosis or missed
diagnosis, the A1C test should be
performed using a method thatis
certified by the NGSP and stan-
dardized to the Diabetes Control
and Complications Trial (DCCT)
assay. B

2.2 Marked discordance between mea-
sured AIC and plasma glucose
levels should raise the possibility
of A1C assay interference due to
hemoglobin variants (i.e., hemo-
globinopathies) and consider-
ation of using an assay without
interference or plasma blood glu-
cose criteria to diagnose diabe-
tes. B

2.3 In conditions associated with an
altered relationship between A1C
and glycemia, such as sickle cell
disease, pregnancy (second and
third trimesters and the postpar-
tum period), glucose-6-phosphate
dehydrogenase deficiency, HIV,
hemodialysis, recent blood loss or
transfusion, or erythropoietin ther-
apy, only plasma blood glucose cri-
teria should be used to diagnose
diabetes. B

Método certificado por el
NGSP y estandarizado para
el estudio del control y
complicaciones de la
Diabetes (DCCT)

Usar un ensayo sin
interferencia por
hemoglobinopatias

En condiciones asociadas a
una relacion alterada entre
A1C y glucemia, no debe
ser usada como criterio de

diagnostico

Classification and Diagnosis of Diabetes: Standards of Medical Care in Diabetes 2020
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CONSENSUS REPORT

Precision medicine in diabetes: a Consensus Report

from the American Diabetes Association (ADA) and the European

Association for the Study of Diabetes (EASD)
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Precision diagnosis in clinical practice

Interpreting HbA,. in diagnosis and monitoring Data and
outcomes from the widespread use of HbA,., rather than
blood glucose levels, for diagnosis has led to a precision
approach for the diagnosis of diabetes. The level of HbA .
will depend on factors that impact haemoglobin and red cell
stability as well as average glucose values [10]. Genetic test-
ing can reveal unsuspected variants that alter HbA,.. Thus,
knowledge of the patient’s ancestry and specific genetic infor-
mation can guide interpretation of assay results for diagnosis
and the monitoring of blood glucose.

El nivel de HbAlc dependera
de los factores que afectan a la
hemoglobina

El conocimiento de variantes
de hemoglobina no conocidas
0 antecedentes genéticos
pueden guiar en la
interpretacion de los resultados



Guia de Practica Clinica Nacional sobre
Prevencion, Diagndstico y Tratamiento
de la Diabetes Mellitus Tipo 2 (DM2)
2019

Los criterios diagnésticos de diabetes son:

Glucemia plasmatica en ayunas (GPA): dos determinaciones con valores

iguales o mayores a 126 mg/dl, realizadas en 2 dias distintos

Glucemia medida al azar: una determinacion de glucemia plasmatica con
valor mayor o igual a 200 mg/dl mas la presencia de sintomas cardinales de

Direccién Nacional de Abordaje Integral
de Enfermedades No Transmisibles

Ministerio de Salud
Argentina

diabetes (pérdida de peso, poliuria, polidipsia, polifagia)

Prueba de tolerancia oral a la glucosa (PTOG75): dos deierminaciones de
glucemia plasmatica dos horas después de una carga oral con 75 grs de
glucosa anhidra disueltos en 375 ml de agua, igual o mayor a 200 mg/di

realizadas en dos dias distintos

Hemoglobina glicosilada A1c (HbA1c) estandarizada: dos determinacio-
COHdICIOHaI La hemoglobina Alc (HbA1c) presenta baja sensibilidad como prueba de diagnos- nes con valores I(_IUEIlQS 0 mavyores a 6,5% realizadas en dos dias distintos
Calidad de evidencia tico de DM2, asociada a mayor costo, menor disponibilidad y falta de estandariza-
mOdQI'ad = cion en la mayor parte de los efectores de nuestro medio.

Se sugiere no utilizar la HbA1c como prueba inicial para la deteccion de DM2

so en definirla fuerzayd



¢, Que es la HbAlc?

96% HbA
< 3,0% HbA2
< 1% HbF
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Tabla 1. Tipos de hemoglobinas glicadas

Producto final Reaccion

HbA1al Glicacion con fructuosa 1, bifosfato

HbA1a2 Glicacion con glucosa 6 fosfato

HbA1b Glicacion con acido pirdvico

HbAlc Glicacion con glucosa

L HbAlc Denota la fraccion labil de la HbAlc, o la fraccion
aldimina

S HbA1c Denota la fraccion estable de la HbA1c, o la fraccion
cetoamina
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¢ Cual es el método de referencia?

Haemolysate
O
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Hb,,, := total concentration [HbA,_] + [HbA,]
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Clin Chem Lab Med 2002; 40(1):78-89




Métodos de Rutina

Diferencias en las
moléculas de la
hemoglobina glicada y
la hemoglobina
no-glicada

ESTANDARIZACION DE LA IFCC



Electroforesis Capilar

Separacion de moléculas
cargadas en funcion de su
movilidad electroforética

Permite una cuantificacion

precisa de la fraccion
HbAlc de la hemoglobina i
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Eleccion de un método

Exactitud .
» Velocidad de proceso

Método certificado por el NGSP 'y > Cumplimiento de promesa de
estandarizado para el estudio del | ‘ resultados

control y complicaciones de la

Diabetes (DCCT) & > Volumen de muestra

Evite y detecte interferencias | > Conexion con el SIL
analiticas y clinicas

» Costo
Valor agregado en el informe emitido



Bias (%)
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Table 1. Assay performance characteristics across platforms/sites: imprecision and bias across 2 QC levels.

Low QC High QC
Assay platform Mean % Bias® % CVP Mean % Bias % CV Linear regression® r?
Variant Il 5.09 -499 143 9.74 2.00 133 1.107x — 0.834 0.991
Variant Il Turbo 5.18 -0.08 297 10.07 0.10 1.81 0.999x + 0.012 0.999
Tosoh G8 5.75 3.99 1.28 9.60 498 0.80 1.064x — 0.130 0.999
Capillarys 2 ; -0.33 1.66 1.93 -0.01 133 : 0.999
Integra 800 <:?*, 5.76 2. - . : 014x + 0.242 0.997
DCA Vantage-lot 1 5.31 —0.34 1.88 10.31 2.72 2.65 1.038x — 0.161 0.989
DCA Vantage-lot 2 5.23 -0.37 1.93 10.49 1.73 1.81 1.024x - 0.109 0.991

%% Bias = 100 X (observed mean — assigned value)/assigned value.
® Precision calculations follow CLSI EP-5A.
¢ Linear regression of assay results compared to NGSP results measured on a Tosoh HPLC.

Utilization of assay performance characteristics to estimate hemoglobin Alc
result reliability. Clin Chem. 2014 Aug;60(8):1073-9.
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Eleccion de un método

Exactitud .
» Velocidad de proceso

Método certificado por el NGSP 'y > Cumplimiento de promesa de
estandarizado para el estudio del | | resultados

control y complicaciones de la

Diabetes (DCCT) & > Volumen de muestra

Evite y detecte interferencias | > Conexion con el SIL
analiticas y clinicas

» Costo
Valor agregado en el informe emitido



Metodo Certificado por NGSP-IFCC

List of NGSP Certified Methods (Updated 12/20, listed by date certified)
Manufacturer Method/ Method Date Reagent Lot Calibrator Calibrator Column Secondary
Instrument Type Certified Lot Assigned Lot Reference
Value Laboratory
Sebia Capillarys Capallary June *20 26097/01, 06029/01, 36.5.86.9 - European
HbAlc on Electro- 31108/01. 07029/01 mmol/mol Reference Lab
Capillarys 2 phoresis 02058/01 ESRL#10
Flex Piercing
Y%NGSP=0.0914

8 x [IFCC]
(mmol/mol) +

2.152




Eleccion de un método

Exactitud .
» Velocidad de proceso

Método certificado por el NGSP 'y > Cumplimiento de promesa de
estandarizado para el estudio del | | resultados

control y complicaciones de la

Diabetes (DCCT) & > Volumen de muestra

Evite y detecte interferencias | > Conexion con el SIL
analiticas y clinicas

» Costo
Valor agregado en el informe emitido



Interferencias Clinicas

Interferencia Interferencia
negativa positiva

Situaciones gue acorten la
vida media del eritrocito

Situaciones gue prolonguen la
Alteracion de la glicacion vida media del eritrocito

Tratamiento con
antirretrovirales e
hipertrigliceridemia



Interferencias Analiticas

»HbA1c Labil

ea Sérica se
une ala va de la HbA

First evaluation of Capillarys 2 Flex Piercing (Sebia) as a new analyzer for
HbA1c assay by capillary electrophoresis.Clin Chem Lab Med. 2012 Oct
1;50(10):1769-75..



Hemoglobina Fetal

Puede observarse en casos de b-talasemia, enfermedad de células
falciformes, embarazo, anemia, leucemia, diabetes insulino
dependiente, hipertiroidismo, persistencia hereditaria de HbF.

\Hb AQ

Facil de
visualizar.
No Interfiere
hasta 23%

Fitting of Hb A, and HbF
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Hemoglobinopatias

Modificacion de la secuencia de aminoacidos de las
cadenas de globina que generan hemoglobina anormal

Las variantes de hemoglobina y sus
formas glicadas pueden interferir con la

‘ande la HbAlcat~ "
\iSMos” Interferenua

lica uti analitica
Desempeno del método

Interferenma

clinica

Alteracion de la vida
media del GR



Interferencia clinica

_ Average RBC Lifespan in Days (n) J

Hb A 120 / Puede inducir
Hb S 93 (3) ( a una mala
Hb E No Data “

Interpretacion

Hb C 87 (6)'*
HbD 115 (3)"



Interferencia analitica

La alta
resolucion de la
electroforesis
capilar permite
una separacion
perfecta de las
variantes de
hemoglobina mas
comunes de la
HbAlc y de
HbADO.
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- Hb A1c medida por EC en *
|| paciente heterocigoto A/S

29 W
v !“M'-- e—— . . .7
AL Y\ o' Tiempo es igual a separacion

- = 157

1.34
177
~— ‘-*‘_

I ]
HPLC Long (3')

Hb Ald IHb S1c + HbA Imineurel




HbAlc y [ Talasemia

Hb AO

Atypical profile
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Presencia de variantes de Hb
(interferencia analitica)

Sin impacto de la variante de Hb en

la cuantificacion de HbA1c

Con impacto directo de la variante de
Hb en la cuantificacion de HbA1c

B
HbA HbLX

HbX1e
HbA e

Separation of HbA
from HbX and HbAIc
from HbX1c
Normal estimation
IJ CHbA I

e

HbX elutes with
HbA1c

Sobreestimacio
n de HbA1c

LA

HbX1¢c elutes with
HbA1c while HbA is
separable from HbX

Sobreestimacio
n de HbA1c

o]

HbX1c separates
from HbA 1c while
HbX co-clutes with
HbA

Subestimacion
de HbA1c




¢ Antes que pasaba?




Casos atipicos

D.OMax : 0,207
Pos.n9: 2
Corgadorn®: 6

Hora de lectura & 09:33

Posible variante en la
HbA



Nombres %
74,6 <

21,6 >
38>

LOTE: CAD.
02108/80  2021/10
23108f01  2021/10
30036/80  2019/03

Gestion Minimos Representacion en DO

Escala Y
Completa §

215 Z14 713 i 211 Z(D) Z(S) Z(E) Z(c)

Z10 z8
D.0.Max : 0,174

Pos, n%: 8 . [

Cargador n®: 11 E m

Hora de lectura : 11:57

Variante de

hemoglobina que
migra en zona de
hemoglobina fetal



UET U3 1Z] ZU2Y ]

Gestion Minimos

Nombr &5 A
Yombx ':';. : D.0.Max : 0,149
KAl()l 108 Pos. n®: 4
r Cargador n®: F11
Otra {1! 20 Hora de lecturs :
HbAO| 850
HbA2 2.2

c U

13010/01  2023/01

b,
,
ﬁ? 03073/01 2022007




Hallazgo de variantes de hemoglobina en 0
mediciones de rutina de hemoglobina ‘
glicosilada por electroforesis capilar !A—(——A—

Verdecchia, G; Ruiz Diaz, MS; Lucarelli C

IACA Laboratorios. San Martin 68, Bahia Blanca Argenting. CF 8000, quimcaciinicafliaca. com ar

Introduccion

La Hemoglobina Glicosilada (HbATc) es de gran importancia en el seguimiento y diagndstico de la Diabetes
Meliitus, por lo gque es esencial que su medida sea y precisa. Esta puede ser afectada por di
sltuaciones clinicas, entre ellas |a presencia de hemoglobinopatias. Estos trastornos son desordenes
hereditarios autosdmicos recesivos, generaimente asintomaticos o con sintomas leves, Cada afo nacen en el
mundo mas de 300.000 niflos con hemoglobinopatias graves. Nuestro laboratorio recibe muestras de todo el
pais para realizar la determinacion de HbA1c, utikzando ka metodologia Eleciroforesis Capilar. Dentro de los
resultados obtenidos, se observan perfiles atipicos.

Estabk la proporcion de las diferentes variantes de hemoglobina halladas previa confirmacion por
electroforesis capilar de hemoglobina,

Materiales y métodos

Gréaficos

A partir de 61200 muestras de sangre
entera anticoagulada con EDTA con
solicitud do HbA1c se trabajé con 171
muestras con perfil atipico (0,3%) que
fueron obtenidas desde noviembre del
2016 hasta abril del 2018. Las muestras
fueron procesadas para ambas
determinaciones por Caplllarys 2 Flex
Plercing (Sebla).

Resultados

De las muestras analizadas 55%
corresponden & sexo femenino, 44% a
sexo masculino y un 1% desconocido,
Las varlantes halladas fueron: 357%
HLS; 18,1% Hb Fetal; 14,0% HLC; B.8%
hemoglobinas entre zona 11 a 13; 64%
Hb A2> 3; 58% HbD; 53% mas de una
variante presente; 53 % muestras |
deterioradas y 0,6 % no identificadas.

Variantes vs

Conclusiones - <+ porcantaje

El hallazgo casual de las diferentes varlantes de hemoglobina, en paclentes con solicitud de HbA1c, pone de ‘
manifiesto el valor agregado de la metodologia utilizada, electroforesis capilar y justifica la advertencia al
médico solicitante mediante su informe.

Yioxreral D2 The nherted dseases of hemogiobin are 2n emerging global health burden. Siocd 2010, 115{221:4333.4338

Organgacen Mundial o 1s Seud: Drepanochoss y ovas hemoglobinopasias, Nota descriptva No. 308, anera 2011

Randee R Lt Cutt L Rohng Devd 8 Sacks  Status of Hemogiobn Alc measuremest and goals for improvement. hom chaos 10 order for
Impeowing dabetes care




¢, cuando sospechar su presencia?

Discordancia entre la medicion de glucosa de autocontrol del
paciente y el valor de Alc

Resultado de Alc> 15% 0 < 4%

Resultado Alc notablemente diferente en comparacion con el
valor anterior cuando se usa un metodo diferente para medir

Presencia de anemia con indices anormales de globulos rojos
en un hemograma completo

Pitfalls in Hemoglobin Alc Measurement: When Results may be
Misleading. | Gen Intern Med. 2014 Feb; 29(2): 388-394



¢, Como informamos?
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/ Material: sangre EDTA
Mérodo: eiectroforesis capilar

L
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/
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Grafico: .
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Observaciones: Perfil slectroforetico sin alteracionsass

NOTA: Si el resultado de HbAlc es <4,0 % ¢ >15 % se sugiere confirmar con nueva muestra y descartar
\ presencia de interferencias clinicas como anemia, variantes de hemoglobina, entre otras.




Material: sangre EDT
Matodo: electroforesis capilar
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HbAlc vs SARS-CoV-2

La prueba de HbAlc es
necesaria para el manejo de
pacientes. Es un factor de
riesgo independiente

10C
Bibeiadepudiidolich ’
itl Well-controbed
R 954 -~ . -

U Liu', Wang Wel, Kun ...

is a predictor of COVID-19 severity in patients




Desafios

Consenso en los modelos de informe

Feedback con los médicos solicitantes







