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of Diabetes

relied on distributions of glucose levels,
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The Diagnosis of Diabetes Is Changing:
How Implementation of Hemoglobin A,;_ Will Impact
Clinical Laboratories
David B. Sacks""




HbA, : diagnosi del diabete

For the diagnosis of diabetes:

® The A1C assay is an accurate, precise measure of chronic glycemic levels and correlates well
with the risk of diabetes complications.

® The A1C assay has several advantages over laboratory measures of glucose.

® Diabetes should be diagnosed when A1C is =6.5%. Diagnosis should be confirmed with a
repeat A1C test. Confirmation is not required in symptomatic subjects with plasma glucose
levels =200 mg/dl (>11.1 mmol/1).

® [f A1C testing is not possible, previously recommended diagnostic methods (e.g., FPG or
2HPG, with confirmation) are acceptable.

® AIC testing is indicated in children in whom diabetes is suspected but the classic symptoms
and a casual plasma glucose =200 mg/dl (>=11.1 mmol/l) are not found.

HbA, . 2 6,5 %
- in due occasioni ripetute (a distanza di pochi giorni)
- misura fatta in laboratorio
- ripetizione non necessaria se in presenza di sintomi



Interferenze nella misura dell’'HbA,_ nel sangue

Fattore metodica interferenza soluzioni
Aumento dei globuli immunochimiche 1 Lisante per GB
bianchi
Carenza di ferro tutte 7 Ripetere esame dopo terapia
Emoglobinopatie tutte variabile Usare metodiche alternative (non-RBC)
(pre-analitica Usare intervalli di riferimento appropriati
analitica)
Eta del soggetto tutte 7 nd
Frazione labile (variabile) 7 Eliminazione o separazione
HIV, abacavir tutte ! Usare metodiche alternative (non-RBC)
Insufficienza renale tutte variabile Separazione emoglobina carbamilata
(correzione per vita RBC)
Invecchiamento del HPLC variabile Separazione glutationil-emoglobina
campione
Ipertrigliceridemia Immunochimiche T nd
Processi emolitici tutte ! Usare metodiche alternative (non-RBC)
Razza del soggetto tutte variabile Le differenze sono generalmente piccole (<0,4 %)
per richiedere un cambiamento dei target per
soggetti di differenti etnie.
Variabilita stagionale tutte variabile Discreto effetto (fino a circa il 7 %) di tipo ciclico,

con periodo semestrale. Pochi dati in letteratura.
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Few Point-of-Care Hemoglobin A,_ Assay Methods Meet

Clinical Needs

Dawid E. Bruns® and James C. Boyd"”

Quale limite per il bias?
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Fig. 1. Distribution of estimated numbers of persons without a history of diabetes in the US 2000 Census population
(age =20 years) at different Hb A, cutpoints.
Reprinted with permission from Diabetes Care [Selvin et al. (13)].

0,1 % di inesattezza farebbe sbagliare la diagnosi a 200.000 negli USA
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IFCC SD WG-SHbA1
Ifcc ¢

IFCC Reference System for
HDA,.

Definition of the analyte

Preparation of pure HbA, and HbA .
Development of reference method
nstallation of a Reference Lab Network
e Preparation of secondary ref. Material

* % % %




Primary reference
materials

(IRMM 466 and 467)

Secondary reference materials /
(blood panels)

IFCC reference measurement
procedure
(HPLC-CE or HPLC-MS)

Manufacturer’s

Manufacturer’s internal
reference measurement
procedure

working calibrator

Manufacturer’s standing
measurement procedure

Manufacturer’s
product calibrator

Patient Sample /

Routine measurement procedure

A. Mosca
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Network
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Individual
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IFCC reference method HbA,,

The Analytical Challenge

Proteolytic cleavage of [>-chain (146 amino acids)

Glu-C
HbAo-peptide |
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CERTIFIED REFERENCE MATERIAL
IRMM/IFCC- 466

CERTIFICATE OF ANALYSIS

HAEMOGLOBIN ISOLATED FROM WHOLE BLOOD

Amount-of-substance fraction

Certified value" Uncertainty
[mmolimel] [mmolimeol]
HbA1e/{HbAD + HbATe) 934 2

1)

3

The ceriified valus was calculated from the average of the resulis for the amount-of-substance fraction of HbAD
warsus HoAD plus HbeAle for three accepied datasets and converted into amount-of-substance fraction Hb&1c
(1000 mmalimol — HeAD mmolimal). Measurements were camied ocut using the IFCC reference measurement
procedure and were further confirmed by other methods. The certified value, expressed as mmel HeA1e per mal
HbAlc plus HbAL, is traceable to the S1.

The certified uncerainty is the expandad uncertainty estimated in accordance with the Guide to the Expression of
Uncertainty in Measurement (SLUM) with 3 coverage factor k = 2, comespondine tn = lawal nf sanfidanna of ahead
B %.

HbAle is defined as the bets-M-{1-decwyfructos-1-yl) haemoglobin, HbAL CERTIFIED REFE RENCE MATERIAL
S L IRMM/IFCC- 467

CERTIFICATE OF ANALYSIS

HAEMOGLOBIN ISOLATED FROM WHOLE BLOOD

Amount-of-substance fraction

Certified value”
[mmol/mol]

HbAO/(HbA1c + HbAOD)? > 976

1) The certified value was calculated from the average of the results for the amount-of-substance fraction of HbA1c
for two accepted datasets and converted into amount-of-substance fraction HbAD (1000 — HbA1c mmolimal).
Measurements were carried out using the IFCC reference measurement procedure and were further confirmed
by other methods. The certified value, expressed as mmol HbAQ per mol HbATc plus HbAD, is traceable to the
S1. With a 95 % probability, the true value of the material is above this level.

2) HbAlc is defined as the beta-N-(1-deoxyfructos-1-yl) haemoglobin. HbAQO is defined as the non-glycated
haemoglobin.

A. Mosca 10
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Raccomandazioni per l'implementazione della standardizzazione internazionale

della misura dell'emoglobina glicata in Italia
Documento prodotto dal Gruppo di Lavoro GLAD (Gruppo di Lavoro Alc Delegati)

OBIETTIVI DEL GRUPPO DI LAVORO

| principali obiettivi del gruppo di lavoro GLAD sono

stati i seguenti:

a) definire l'errore totale accettabile per la misura della
HbA,.;

b) esprimere una posizione in merito alla possibilita di
refertare, insieme al valore della HbA,., anche quello
di eAG calcolato tramite l'equazione dello studio
ADAG,;

c) decidere quali unita di misura adottare per la referta-
zione dell'HbA,;

d) decidere le fasi e la tempistica del processo di imple-
mentazione della standardizzazione a livello nazionale;

e) definire le strategie per avviare la campagna di infor-

. 12
maZione.




Errore totale ammissibile

evitare errori di classificazione

HbA .

valori decisionali: 7 %
8 %

un pz.con 7,5 % deve differenziarsi da uno con 7 % e da
uno con 8 %

ETa=0,5/7,5=6,7 %

A. Mosca 13



traguardi di imprecisione
(ETa=6,7 %)

Eta < 1,65 x imprecisione + bias

Bias % Bias %

9,1 1,0
3,4 2,0

1,8 3,0
0,1 4,0




| metodi sono standardizzati?

e |FCC Monitoring Program
— 24 misure all’anno
— 12 batch di pool di sangue congelato, ognuno
analizzato in duplicato in cieco nell’arco dell’anno,
con titolo assegnato dal metodo di riferimento IFCC
e elaborazioni da parte del coordinatore della
Network
— riproducibilita
— scostamento (bias) dal valore target
— linearita

A. Mosca

15



Intprnationol Federation
i
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Waorking Group on Hb Al Seandarbization
Network of Referece Laboratories for HbAlc

Traceability of Manufacturers to the IFCC Reference Measurement Procedure for HbAlIc

This certifies that

using

uses calibrators supplied by

the [FCC Network to get traceable to the IFCC Reference Measurement Procedure and participates in the
Monitoring Programme to demonstrate traceability. In the Monitoring Programme of 2009 the following

perf{}nnance was scen:

Deviation from IFCC-target at 30 mmol HbAlc/mol Hb : LY
at 60 mmol HbA lc/mol Hb : 0.0
at 90 mmol HbAIc/mol Hb : -1.8
Reproducibility, coefficient of variation 2.40
Linearity, corrrelation coefficient ' 0.9970
Date of issue: 18 December 2009 Certification expires: 31 December 2010

V-

IFCC Netwoi'ﬁrCoordinamr

A. Mosca



Monitoring Programme Manufacturers 2007

HPLC
® O

4.0% Immuno.

CV 2,8 %; bias 2,0 % Affinity O
3.0%

\ CV 2,0 %; bias 3,4 %

IFCC-RM 0.0 +1.0 +2.0 +3.0 +4.0 mmol/mol
NGSP 0.0 +0.09 +0.18 +0.27 +0.36 %

Best Performance :
Bilas




Monitoring Programme Manufacturers 2009

®
HPLC O

Immuno ©
Affinity @
POCT @

IFCC-RM -4.0 -2.0 +2.0 +4.0 mmol/mol
NGSP -0.36 -0.18 +0.18 +036 %

Best Performance MBS




| laboratori sono standardizzati?

1. Se usano un “buon metodo”

2. Se lo implementano e lo usano
correttamente

3. Se sono In grado di provare il loro
allineamento al sistema di riferimento



DOCUMENTI SIBioC SIBioC DOCUMENTS

Raccomandazioni per I'implementazione della standardizzazione internazionale

della misura dell'emoglobina glicata in Italia
Documento prodotto dal Gruppo di Lavoro GLAD (Gruppo di Lavoro Aic Delegati)

Raccomandazione 1

1. |l traguardo dell'errore totale e +6,7% (espresso in
termini di frazione percentuale sul valore assoluto di
HbA,.).

2. L'imprecisione del metodo (CV), valutata sul lungo
periodo, deve essere contenuta entro il 2%.

3. La partecipazione a programmi di VEQ, nei quali
vengono utilizzati materiali commutabili e con valori
di HbA ,. assegnati mediante il metodo di riferimento
IFCC, rappresenta il modo corretto per poter valuta-
re quanto le misure effettuate rispondano ai requisiti

di errore totale sopra definiti. *
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Sistemi di VEQ per I’'HDbA, .

. VEQ intersocietaria (www.glicata.org)
. VEQ H. Careggi

. VEQ CRB Castelfranco Veneto

. VEQ H. S. Orsola (BO)

. UK NEQAS

AAAAAAA

21



VEQ Careggi 2009

(dati campione n. 4)

tipologia specifiche N f, %

Alfabiotech HS8 1 05

Bio-Rad D10 Alc 4] 29

Bio-Rad Micromat I 1 05

Bio-Rad Variant Dual kit 3 14

HPLC B?D-Rad Var?ant Il Dual kit 22 10.6
Bio-Rad Variant Il HbA1c program 4 1.9 70.0

Menarini HA 8140 7 34

Menarini HA 8160 18 87

Tosoh Alc 2.2 9 43

Tosoh G7 69 333

minicolonnine Far scam..ionico 5 24

Bayer DCA 2000 2 1.0

Beckman Synchron LX20/CX 5 24

Dade Dimension 10 48

Minias Imm turb_ su Hitachi 2 1.0

Nycocard Reader Il 11 53

) . Olympus 2 1.0
immunochimiche Olympus(cod.OSR) su strumento 6 29 23.2

PACE MDQ BECKMAN 1 05

Roche su Integra 5 24

Roche tina-quant su strum Caobas 1 05

Roche tina-quant su strum. Hitachi 2 1.0

Roche tina-quant su strum. Modular 1 05

o Abbott Architect 1 0.5
affinita (7) Abbott Axsym o 29 4

Kaonelab 2 1.0
vari Quantex su ILAB 600 1 05 34

Altri Metodi 4 1.9

totale 207 100

22



campione 4, HbA, . = 6,4 %

Tuo Metodi HbA1c | Altro
* Tuo valore

100 , — , 100

80 ! ! 80
l l

60 I I 60
l l

10 :—— : 40

20 : . : 20

0 o | Z |[ MM om en In

§|§|§\§|§|§|3\§|§\§\E|§\§|%

limiti ET (Careggi: < 5,0 %): 6,08 - 6,72
limiti ET (GLAD: < 6,7 %): 5,97 - 6,83

A. Mosca



Birmingha Qallt\,-

m&n Glycated Haemoglobins

Laboratory :

Distribution : 333

Date : 31-Jan-2010

Page 6 of 8

\

Analyte : HbA1c [DCCT] (%)

Spec. Pool  Pool description / Treatments / Additions O All methods Your A score is 65 @«

B Analytical Your B score is +23 @«
333A 475 Diabetic donor volunteer :

B Tosoh G8 [4TO8 Your C 13 @
333B 476 Diabetic donor volunteer .- [ ] oot . -
333C 475 Diabetic donor volunteer The A lirilt ks 200

The B limit is +/- 5.0
The C limitis 5.0
Specimen : 333A n Mean SD CV(%) 100 - ik s -
Analytical 351 668 018 2.7 Target value 6.68
Axis Shield Afinion 7 640 030 46 o 80— i (GLT™)
Bayer DCA 2000 62 669 026 3.9 2 Eh :
BioRad D-10 7 674 019 28 -g 60 . Your specimen:
BioRad Variant (Il) 32 670 016 24 = o 3 Yobias : +32 A
Menarini HA 8140 7 686 032 47 ® = transformed bias +93
Menarini HA 8160 107 660 010 1.5 5 407 ¢ Accuracy Index 93
Primus 8 6.62 011 1.7 ]
Roche Integra 7 703 019 27 € 2041 b 2ndary IFCC value 49.1
Siemens DCA Vantage [4TE8] 25 668 0.16 24 = DCCT comp. value 6.64
Tosoh G7 47 674 015 22 0 - = e E —
Tosoh G8 [4TO8] 30 683 012 17 60 63 66 69 72 P‘;LT_Mf . 6.68
HBA TG [D'CGT] (%} : (for information only)
A. Mosca 24




 Glicata - Windows internel Explarer

Emoglobina Glicata
Valutazione Esterna di Qualita
[

ALPAC. AMD, S1BI0C. 510, SIMsL, WWW. g li C ata .0 rg

Progmmme informatien| $cheda o adesione Rappoiti ed ultine notize Login

(dal 1999)

“‘ allang English

| traguardi per I’errore totale sulle singole

misure sono:
ottimale: <2,6%
desiderabile: <5,2%

minimo: <7,8% — ET < 6,7 %

- revisione criteri
- commutabilita
- valore assegnato dal metodo di riferimento

25
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Raccomandazioni per l'implementazione della standardizzazione internazionale

della misura dell'emoglobina glicata in Italia
Documento prodotto dal Gruppo di Lavoro GLAD (Gruppo di Lavoro Alc Delegati)

Raccomandazione 2

La refertazione della eAG sulla base dell'HbA,,
attraverso l'equazione proposta a conclusione dello stu-
dio ADAG, & soggetta a troppe limitazioni perché se ne
possa consigliare l'utilizzo sistematico.

A. Mosca 26



DOCUMENTI SIBioC SIBioC DOCUMENTS

Raccomandazioni per I'implementazione della standardizzazione internazionale

della misura dell'emoglobina glicata in Italia
Documento prodotto dal Gruppo di Lavoro GLAD (Gruppo di Lavoro Aic Delegati)

Raccomandazione 3

1. L'HbA,. deve essere misurata con metodi calibrati al
sistema di riferimento IFCC.

2. |l risultato deve essere riportato in mmol/mol ed in
unita % derivate, usando l'equazione di conversione
sopra riportata.

3. Nel referto di laboratorio, per comodita degli utilizza-
tori, il valore di HbA,. sara espresso, per un periodo
limitato di tempo, mediante le unita convenzionali (%)
sequite dalle unita IFCC (mmol/mol). Successiva-
mente, le unita convenzionali saranno abbandonate.




L __________________________________________________________________________________________________________________________|
DOCUMENTI SIBioC SIBioC DOCUMENTS

Raccomandazioni per l'implementazione della standardizzazione internazionale

della misura dell'emoglobina glicata in Italia
Documento prodotto dal Gruppo di Lavoro GLAD (Gruppo di Lavoro Alc Delegati)

Raccomandazione 4

A partire dal 01.01.2010 1 risultati del’'HbA . saranno
espressi sia in unita allineate al sistema DCCT (%), che
in unita standardizzate IFCC (mmol/mol). A partire dal
01.01.2012 i risultati delllHbA,. saranno refertati sola-
mente in unita IFCC (mmol/mol).

A. Mosca 28
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Gruppo di lavoro per la implementazione della standardizzazione internazionale
dell’emoglobina glicata (HbA).)

Riunione del 26 maggio 2010

Hotel Michelangelo. sala Della Rovere. via Scarlatti 33, Milano

Agenda

ore 11:00 Informazioni generali ed inizio dei1 lavori (partecipanti. afferenze. obiettivo)

ore 11:15 Il processo di standardizzazione internazionale di standardizzazione dell’emoglobina
glicata: quali step per I'implementazione delle raccomandazioni in Italia

ore 11:45 Stato dell’arte delle misure dell’HbA . dal produttore di diagnostici all’utilizzatore
finale. Ruolo dei1 programmi di Valutazione Esterna di Qualita. Uso corretto del
Controllo Interno di Qualita.

ore 12:15 Discussione
(tutti)
ore 13:00 intervallo
ore 14:00 Proposta operativa per la redazione di un documento di consenso (raccomandazione)
ore 15:00 Chusura dei1 lavor

A. Mosca 30



Conclusioni

* Il controllo delle fasi pre-analitica ed analitica
richiede aggiornamento permamente

e La standardizzazione IFCC sviluppa sistemi di
riferimento ade%uati e robusti anche per
analiti di classe B (eterogenei)

e La standardizzazione € un processo
collaborativo lungo che coinvolge diversi
livelli di responsabilita e di azioni concertate
di tipo trasversale

e Occorre monitorare |’implementazione delle
raccomandazioni



