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Resumen

El laboratorio debe garantizar la exactitud de los resultados de HbA1c cum-
pliendo con los requisitos analíticos internacionales de calidad, cada vez 
más estrictos y asegurar que una variación de HbA1c de 0,5 puntos porcen-
tuales (%-NGSP) o más entre dos controles consecutivos de un paciente 
diabético se deba a una variación clínica y no a una variación analítica. En 
este trabajo se evaluó el desempeño analítico de tres métodos comerciales 
para HbA1c: inmunoturbidimétrico, enzimático y cromatográfico de inter-
cambio catiónico. Para tal fin, se procesaron por cada método distintos 
controles comerciales de HbA1c, con trazabilidad al método de referencia 
IFCC, determinándose en cada caso Coeficiente de Variación Total, Bias, 
Error Total, Valor de Referencia del Cambio y cambio clínico significativo 
de HbA1c en el punto crítico 7,0%-NGSP. En las condiciones analíticas de 
este trabajo, solamente el método inmunoturbidimétrico tuvo un desempe-
ño analítico aceptable, permitiendo atribuir un cambio de 0,5%-NGSP a 
una variación clínica significativa del paciente. Frente a las recomendacio-
nes internacionales sobre el uso de HbA1c en el control y diagnóstico de 
diabetes, es indiscutible la importancia de elegir un método que satisfaga 
los requerimientos analíticos mínimos de calidad para asegurar la utilidad 
clínica del resultado de HbA1c.
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Summary

The laboratory must guarantee the accuracy of HbA1c results meeting the 
increasingly strict international analytical quality standards and assuring that 
an HbA1c variation of 0.5 percentage points (%-NGSP) or more between two 
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Introducción
La determinación de Hemoglobina A1c (HbA1c) es fun-

damental en el control del paciente con diabetes (1-3). En 
el año 2010 esta prueba fue incorporada como criterio 
diagnóstico de diabetes por la American Diabetes Associa-
tion (ADA) (4), especificándose el requisito de que la de-
terminación se realice con métodos certificados por el 
National Glycohemoglobin Standarization Program (NGSP) 
y estandarizados de acuerdo con las especificaciones 
del Diabetes Control and Complications Trial (DCCT) (4). 
Dicho criterio, que establece el diagnóstico de diabe-
tes con valores de HbA1c superiores a 6,5%-NGSP, fue 
avalado en 2011 por el Panel de Expertos de la Organi-
zación Mundial de la Salud (5) e incluido en las Guías 
y Recomendaciones para Análisis de Laboratorio en el 
Diagnóstico y Manejo de Diabetes Mellitus (6). Esta de-
cisión estuvo sustentada en varias consideraciones, en-
tre ellas, la mejora de los ensayos para la medición de 
HbA1C a partir de la estandarización llevada a cabo por 
el NGSP, que ha convertido a la HbA1C en una prueba 

precisa y confiable para su uso en el diagnóstico de dia-
betes en muchos países del mundo (4)(7). No obstante, 
este es un tema pendiente en muchos otros países, tal 
como ocurre en Argentina (8). 

Es esencial que la HbA1c se mida con precisión y 
exactitud tanto para realizar el diagnóstico de diabetes 
como para distinguir un control glucémico óptimo de 
uno subóptimo, e implementar intervenciones adecua-
das, ya que se ha demostrado que pacientes con dia-
betes que mantienen un valor de HbA1c promedio de 
7,0%-NGSP, obtienen una reducción significativa de las 
complicaciones micro y macrovasculares (9).

Asimismo, es importante destacar que internacional-
mente la evaluación de los nuevos regímenes de trata-
miento se realiza en términos de la reducción de HbA1c 
en 0,5 puntos porcentuales o más (10-12), por lo tanto, 
el profesional bioquímico debe asegurar que un cam-
bio de esta magnitud constituya una modificación clí-
nica y no una variación analítica del método empleado.

Las recomendaciones analíticas según el College of 
American Pathologists (CAP) y NGSP han variado en el 

consecutive controls of a diabetic patient is due to a clinical variation and not to an analytical variation. 
In this paper, the analytical performance of three commercial methods for HbA1c: Immunoturbidimetric, 
Chromatographic and Enzymatic Cation Exchange, were evaluated. For this purpose, commercial con-
trols with assigned values traceable to the IFCC reference method for HbA1c were processed. For each 
methodology, total Coefficient of Variation (CV%), Bias%, Total Error (TE%), Change Reference Value 
and Clinically Significant Change (CSC) at the critical point of HbA1c 7.0%-NGSP were determined. 
Within the analytical conditions of this study, only the immunoturbidimetric method had an acceptable 
analytical performance, allowing attribute a change in 0.5%-NGSP to a significant clinical variation. 
Faced with international recommendations on the use of HbA1c on control and diagnosis of diabetes, 
the importance of choosing a method that meets the minimum analytical quality requirements to ensure 
the clinical utility of HbA1c result is undeniable.

Key words: hemoglobin A1c * glycated hemoglobin * analytical quality requirements * methodology * ana-
lytical performance * change reference value * diabetes diagnosis * management of the diabetic patient

Resumo

O laboratório deve garantir a precisão dos resultados da HbA1c cumprindo com os requisitos analíticos 
internacionais de qualidade cada vez mais exigentes e garantir que uma variação de HbA1c de 0,5 pontos 
percentuais (% - NGSP) ou mais entre duas verificações consecutivas de um doente diabético seja devido 
a uma variação clínica e não a uma variação analítica. Neste trabalho foi avaliado o desempenho analítico 
de três métodos comerciais para HbA1c: imunoturbidimétrico, enzimático e cromatográfico de intercâmbio 
catiônico. Para esse fim, foram processados diversos controles comerciais de HbA1c por cada método, com 
rastreabilidade   ao método de referência IFCC, determinando em cada caso Quociente de Variação Total, 
Bias, Erro Total, Valor de Referência da Alteração e Alteração Clinicamente Significativa de HbA1c no ponto 
crítico 7,0%-NGSP. Nas condições de análise deste estudo, apenas o método imunoturbidimétrico teve um 
desempenho analítico aceitável, permitindo atribuir uma alteração de 0,5%-NGSP a uma variação clínica 
significativa do paciente. Perante as recomendações internacionais sobre o uso da HbA1c no controle e 
diagnóstico da diabetes, é inegável a importância de escolher um método que atenda os requisitos analíti-
cos mínimos de qualidade de análise para garantir a utilidade clínica do resultado HbA1c. 

Palavras-chave: hemoglobina A1c * hemoglobina glicada * requisitos de qualidade analítica * metodo-
logia * desempenho analítico * valor de referência da alteração * diagnóstico de diabetes * controle do 
paciente diabético
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tiempo, tornándose cada vez más estrictas en cuanto a la 
exactitud del método; tal es así que el error total (ET%) 
aceptable en el año 2007 era de 15,0%, y disminuyó a 
7,0% en 2012 y a 6,0% en 2013 (7)(12-14). Asimismo, 
las recientes pautas para el análisis de laboratorio en 
el diagnóstico y manejo de la diabetes (6) recomien-
dan que la imprecisión o coeficiente de variación total 
(CV%) intra-laboratorio debe ser idealmente menor de 
2,0% y entre laboratorios, menor de 3,5%. 

Los comerciantes de equipos de diagnóstico in vitro 
ofrecen, en Argentina, una amplia variedad de pruebas 
basadas en diferentes métodos que difieren en su des-
empeño analítico. La verificación del cumplimiento de 
los estándares internacionales para que el empleo de la 
prueba resulte en datos clínicos confiables es de suma 
importancia, tanto para el diagnóstico como para el 
monitoreo de los pacientes. Con el objetivo de observar 
si se cumplen estos requisitos, se propuso la evaluación 
del desempeño analítico de tres métodos comerciales 
para HbA1c.

Materiales y Métodos

La cuantificación de HbA1c se realizó mediante la 
utilización de tres equipos comerciales basados en dife-
rentes métodos: inmunoturbidimétrico (I), enzimático 
(E) y cromatografía de intercambio catiónico (C), si-
guiendo estrictamente las indicaciones de los fabrican-
tes. Los resultados se expresaron como porcentaje de 
HbA1c según NGSP (%-NGSP).

El método I se realizó de manera automatizada en un 
autoanalizador ADVIA 1200 (Siemens Medical Health-
care, Alemania). El método consiste en dos reacciones 
independientes que miden el nivel de HbA1c y Hemoglo-
bina Total (HbTotal), expresándose la proporción de 
HbA1c como %-NGSP. La concentración de HbA1c se 
determina por inmunoturbidimetría a 694 nm, en tan-
to que la concentración de HbTotal se mide espectro-
fotométricamente a 596 nm, minimizándose el efecto 
de las interferencias con una lectura a una longitud de 
onda secundaria de 660 nm. 

El método E se efectuó de forma automatizada en un 
autoanalizador Metrolab 2100 (Metrolab, Buenos Aires, 
Argentina). Se fundamenta en la acción de una proteasa 
sobre las cadenas beta de hemoglobina, que libera ami-

noácidos, entre ellos “valinas N-terminal glicadas” que 
caracterizan a la HbA1c, luego estas valinas son clivadas 
específicamente por la enzima fructosil-valina-oxidasa 
generándose H2O2 que es cuantificado en una reacción 
catalizada por una peroxidasa en presencia de un cro-
mógeno. La absorbancia se mide empleando una lon-
gitud de onda principal de 700 nm y una secundaria de 
800 nm para restar la lectura de los interferentes. No es 
necesario medir por separado la HbTotal. La concentra-
ción de HbA1c se expresa directamente como %-NGSP.

El método C es un método manual en el cual las he-
moglobinas son retenidas por una resina de intercam-
bio catiónico, eluyéndose posteriormente y de forma es-
pecífica la HbA1c. La estimación del %-NGSP de HbA1c 
se realiza por lectura de la absorbancia a 415 nm del 
eluído, respecto de la lectura de HbTotal. La corrida 
cromatográfica se efectuó a una temperatura constante 
de 25 ºC bajo estricto control y se empleó para la lectu-
ra un espectrofotómetro Mindray BA 88A (Shenzhen, 
China). 

Los controles comerciales analizados de HbA1c pre-
sentaban valores asignados trazables al método de re-
ferencia IFCC y fueron provistos por los respectivos 
fabricantes de los equipos comerciales empleados. Los 
mismos se conservaron y procesaron según la especi-
ficación de los fabricantes. Para los métodos I y E se 
procesaron dos niveles de HbA1c, uno bajo (Bajo-I y 
Bajo-E) y otro alto (Alto-I y Alto-E), en tanto que para 
C solo se procesó un control de nivel bajo (Bajo-C). Los 
valores asignados a cada control analizado se presentan 
en la Tabla I.

Para evaluar el desempeño analítico se empleó el 
protocolo EP15-A2 del Clinical and Laboratory Standards 
Institute (CLSI) procesando por triplicado cada control 
para los respectivos métodos durante cinco días. Se 
evaluó la linealidad de los métodos I y E por regresión 
lineal. Se determinó para cada metodología CV%, ve-
racidad (bias%) y ET% para un nivel de confianza de 
95%, considerando la fórmula (15):

ET% = [bias%] + (1,65 x CV% total)

que se comparó con el ET% aceptable de 7,0% (2012) 
y 6,0% (2013) según el NGSP-CAP. 

Se calculó el bias% aceptable a partir de la fórmu-
la de ET%, considerando los valores recomendados de 
CV% de 2,0% y de ET% de 7,0% y 6,0%, resultando 

Método Control de HbA1c Valor asignado y rango de HbA1c 

Cromatográfico de Intercambio Catiónico Bajo-Cromatográfico de Intercambio Catiónico 5,1 (4,1–6,2)%-NGSP

Enzimático 
Bajo-Enzimático 5,7 (4,6–6,8)%-NGSP

Alto-Enzimático 8,5 (6,8–10,2)%-NGSP

Inmunoturbidimétrico 
Bajo-Inmunoturbidimétrico 5,6 (4,5–6,7)%-NGSP

Alto-Inmunoturbidimétrico 11,3 (9,0–13,6)%-NGSP

Tabla I. Valores asignados y rangos de HbA1c (%-NGSP) de los controles comerciales utilizados para cada método.
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aceptable un valor de bias% de ±3,7% y de ±2,7% res-
pectivamente.

Empleando el CV% de cada método y consideran-
do un coeficiente de variación biológica intraindividuo 
(CVi%) para HbA1c de 1,0%, según Rohlfing et al. (16)
(17), quienes postularon que las fluctuaciones en los 
valores de HbA1c en pacientes con diabetes no serían 
al azar y deberían considerarse causadas fundamental-
mente por cambios en los niveles de glucemia, se calcu-
ló el valor de referencia del cambio (VRC%) según la 
siguiente fórmula (18)(19): 

VRC% = √2 x 1,96 x √(CV%)2 + (CVi%)2

El VRC indica el porcentaje de cambio entre dos me-
diciones consecutivas de un analito, que puede conside-
rarse un cambio clínicamente significativo (CCS) y no 
atribuido a variaciones analíticas o biológicas, con una 
probabilidad del 95%. El VRC depende exclusivamente 
de la imprecisión analítica de cada método y de la varia-
bilidad biológica intraindividual del analito.

Se calculó el CCS que detectaron los métodos en el 
punto crítico de 7,0%-NGSP, con el fin de evaluar la 
efectividad de los mismos en detectar la variación de 
HbA1c considerada clínicamente significativa, de 0,5%-
NGSP, considerando que esta detección tiene un pro-
fundo impacto en el manejo de los pacientes con diabe-
tes, si los cambios en su medicación se realizan en base 
a las mediciones seriadas de HbA1c.

Resultados

Los resultados obtenidos se muestran en la Tabla II 
y los valores medios e Intervalo de Confianza del 95% 
(IC-95%) del nivel bajo de HbA1c para cada método en 
la Figura 1. 

En la evaluación del método I se obtuvo un acepta-
ble desempeño analítico en ambos niveles evaluados de 
HbA1c. En el nivel bajo (Bajo-C) se obtuvo un CV% y 
un ET% conformes al valor propuesto por NGSP-CAP 

para el año 2012; en el nivel alto (Alto-C) se obtuvo un 
CV% de 2,2% ligeramente superior al recomendado de 
2,0%, pero un bajo valor de bias% por lo cual el ET% 
correspondiente a este nivel cumplió el requerimiento 
de ET% propuesto por NGSP-CAP para el año 2012 y 
2013. Asimismo, se obtuvo una óptima linealidad del 
método, como se observa en la Figura 2, obteniéndose 
por regresión lineal un valor de r2 de 0,996 y la siguien-
te ecuación de la recta: y= 1,03x (IC-95%: 1,00 a 1,05; p: 
0,000) - 0,35 (IC-95%: -0,56 a -0,14; p: 0,002). 

En la evaluación del método E, en ambos niveles (Ba-
jo-E y Alto-E) se obtuvo un elevado CV% y de ET% y una 
linealidad subóptima, como se observa en la Figura 3, ob-
teniéndose por regresión lineal un valor de r2 de 0,793 y 
la siguiente ecuación de la recta: y= 0,80x (IC-95%: 0,64 
a 0,96; p: 0,000) + 1,59 (IC-95%: 0,45 a 2,74; p: 0,008). 
Su desempeño analítico no fue aceptable en estas con-
diciones.

Método Control de HbA1c
Valor medio HbA1c 

(IC-95%)
CV% Bias% ET% VRC%

CCS de HbA1c para 
7,0%-NGSP

Cromatográfico de 
Intercambio Catiónico 

Bajo-Cromatográfico de 
Intercambio Catiónico 

5,69(±0,07)%-NGSP 2,2 + 11,5 15,8 7,7 0,5%-NGSP

Enzimático 
Bajo-Enzimático 6,15(±0,17)%-NGSP 5,6 + 8,0 17,2 15,8 1,1%-NGSP

Alto-Enzimático 8,39(±0,42)%-NGSP 9,8 - 1,3 17,5 27,4 1,9%-NGSP

Inmunoturbidimétrico 
Bajo-Inmunoturbidimétrico 5,39(±0,05)%-NGSP 2,0 - 3,7 7,0 6,2 0,4%-NGSP

Alto-Inmunoturbidimétrico 11,24(±0,12)%-NGSP 2,2 - 0,5 4,1 6,7 0,5%-NGSP

CV%: Coeficiente de Variación Total; ET%: Error Total; VRC%: Valor de Referencia del Cambio; CCS: Cambio Clínicamente Significativo; IC-95%: Intervalo 
de Confianza del 95%.

Tabla II. Resultados obtenidos en el análisis de los respectivos controles de HbA1c por los métodos evaluados.

Control de HbA1c

Figura 1. Valores medios e Intervalo de Confianza del 95% (IC-95%) 
obtenidos por cada método para los respectivos controles analizados 
de nivel bajo de HbA1c.
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Discusión y Conclusiones
Se debe considerar que los médicos realizarán cam-

bios en los regímenes terapéuticos guiados por el nivel de 
HbA1c del paciente y los cambios seriales en sus medicio-
nes, es decir, los médicos se basarán en la medición de 
HbA1c para decidir si el paciente necesita o no un cambio 
en el tratamiento, y muchas veces sin conocer si el desem-
peño analítico del método es el adecuado, condición que 
sin duda alguna, debe asegurar el profesional bioquímico.

La evaluación del método C se realizó sólo en el nivel 
bajo de HbA1c (Bajo-C), obteniéndose un CV% relativa-
mente aceptable, aunque un elevado bias%, condición 
que determinó un ET% muy superior a lo recomenda-
do internacionalmente, siendo no aceptable el desem-
peño analítico de este método en estas condiciones.

En la Figura 4 se muestra el ET% obtenido en el ni-
vel bajo de HbA1c de los tres métodos, respecto de los 
valores aceptables propuestos por NGSP-CAP de 7,0% 
en 2012 y 6,0% en 2013.

Figura 4. Error Total (ET%) obtenido por cada método para el respectivo control de HbA1c de nivel bajo con respecto al ET% aceptable según 
NGSP-CAP de 7,0% (2012) y de 6,0% (2013). 

Figura 2. Evaluación de la linealidad del método Inmunoturbidi-
métrico.

Figura 3. Evaluación de la linealidad del método Enzimático.
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El laboratorio clínico tiene entonces una gran res-
ponsabilidad en la elección del método para cuantificar 
HbA1c ante la amplia gama de posibilidades metodoló-
gicas que son ofrecidas por los fabricantes de pruebas 
para diagnostico in vitro. Si bien la complejidad del la-
boratorio es un aspecto que influirá en la elección del 
mismo, se debe asegurar el empleo de pruebas confia-
bles, de óptima calidad, que cumplan con los requeri-
mientos analíticos estipulados, puesto que ello impac-
tará directamente en la calidad y utilidad clínica del 
resultado emitido.

En sus inicios, la determinación de HbA1c presen-
taba gran variabilidad entre los diferentes métodos y 
laboratorios. Es por ello que en Estados Unidos se im-
plementó el NGSP para lograr estandarizar la determi-
nación de HbA1c y que todos los laboratorios informa-
ran en forma trazable con el método High Performance 
Liquid Chromatography (HPLC) de intercambio catiónico 
(Biorex-70), esfuerzos que continúan en la actualidad, 
junto a otras instituciones, con excelentes logros a lo 
largo del tiempo en los laboratorios participantes de 
muchos países.

En este sentido, en Argentina, en el año 2009, se emi-
tió el documento de las “Primeras Jornadas Conjuntas de 
Consenso del Laboratorio en Diabetes” (8), en el cual se re-
comendó como mejor opción para la determinación de 
HbA1c, los métodos inmunoturbidimétricos, por ser re-
conocidos internacionalmente como equivalentes al mé-
todo HPLC según el NGSP. Asimismo, se desaconsejaron 
los procedimientos basados en cromatografía de inter-
cambio iónico (columnas), recomendando, si se utilizara 
este método, una ejecución con estricta estandarización, 
particularmente en el control de la temperatura. Por 
otra parte, en este consenso se determinó que la reciente 
recomendación de utilizar la determinación de HbA1c 
para el diagnóstico de diabetes no tiene aplicabilidad 
por el momento en Argentina, dada las limitaciones exis-
tentes en la estandarización metodológica en la mayoría 
de los laboratorios de análisis clínicos, ya que para este 
uso en el diagnóstico, la determinación de HbA1c debe 
realizarse con métodos certificados por el NGSP. 

En este trabajo, el método I, certificado por el NGSP, 
demostró un aceptable desempeño analítico, ajustán-
dose a los requisitos internacionales propuestos para el 
año 2012, condición que validaría su uso para el diag-
nóstico y el control del paciente con diabetes, ya que 
ofrecería resultados con la precisión y exactitud necesa-
rias para permitir que el médico tome decisiones certe-
ras en base al resultado de HbA1c informado al paciente 
y en relación con los valores críticos considerados en las 
recomendaciones internacionales para el monitoreo y 
diagnóstico de la diabetes.

En cuanto al método C, cabe destacar que se traba-
jó en un ambiente climatizado con estricto control de 
la temperatura, a 25 ºC, y estandarización del procedi-
miento, lográndose un CV% relativamente aceptable 

de 2,2%, lo que concuerda con las recomendaciones 
del Consenso en cuanto a las precauciones a considerar 
en el uso de este método; este valor se refleja en el CCS 
obtenido de 0,5%-NGSP, ya que este parámetro depen-
de analíticamente del CV% del método. Sin embargo, 
la buena precisión de C se vio afectada por el elevado 
valor de bias% obtenido, que determinó un elevado 
ET%, es decir, una marcada inexactitud del método, 
invalidándolo para su uso clínico en estas condiciones 
analíticas. Teniendo en cuenta que esta metodología re-
sulta de fácil acceso a laboratorios de baja complejidad, 
por su simplicidad metodológica, resulta imperioso en-
fatizar en la validación analítica de este método en el 
laboratorio previo a iniciar su uso y en el control de 
calidad, tanto interno como externo, para asegurar la 
precisión y exactitud de los resultados emitidos por el 
mismo.

El método E se procesó según las indicaciones del fa-
bricante, pero no cumplió con los requisitos necesarios 
para su validación, demostrando la necesidad de revi-
sión del procedimiento a fin de determinar las causas y 
establecer acciones correctivas que puedan mejorar su 
desempeño, previo a la incorporación para su uso en el 
laboratorio. 

En este trabajo se evidencia la necesidad de emplear 
métodos certificados por NGSP, evaluar o validar analíti-
camente los métodos que se utilizarán para determinar 
la concentración de HbA1c en las condiciones de cada 
laboratorio en particular y previo a la implementación 
de su uso, como así también la importancia de realizar 
el control interno de calidad del método y de participar 
en programas de evaluación externa de calidad, ya que 
justamente de la “calidad” de los resultados emitidos 
dependerá la decisión médica sobre el diagnóstico y/o 
tratamiento del paciente.
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