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Determinarea hemoglobinei glicozilate (HbA;.)

Introducere

In incercarile de monitorizare cat mai eficienta a echilibrului metabolismului
glucidic, cu posibilitatea aprecierii cat mai corecte a scaderii tolerantei la glucoza, un
rol important revine determinarii hemoglobinei glicozilate.

HbAc rezultd printr-o reactie de glicozilare lenta, neenzimaticéa intre glucoza
care patrunde cu usurinta in eritrocit $i aminoacidul valiné de la capatul N-terminal al
lanturilor B ale hemoglobinei. Nivelul HbA+; din s&nge se coreleaza atat cu timpul de
injumatatire al hemoglobinei, cat si cu nivelul mediu al glucozei sangvine pe
perioada duratei de viata a hemoglobinei. Astfel, cresterea HbA1. este proportionala
cu nivelul mediu al glucozei sangvine (glicemia medie) in cursul ultimelor 2-3 luni
anterioare testarii (corespunzatoare duratei medii de viata a eritrocitelor).

eAG = estimated average glucose = glicemia medie estimata

eAG (mg/dL) = 28.7 x HbA1 — 46,7

In evaluarea nivelului mediu al glicemiei pe o perioada de 2-3 luni, se
efectueaza determinarea HbAi; si pe baza relatiei de mai sus se calculeaza
valoarea medie a glicemiei pe perioada respectiva. in acest mod se stabileste gradul
de compensare al hiperglicemiei in perioada urmarita.

HbA1c eAG
% mg/dL mmol/L
6 126 7
6,5 140 7,8
7 154 8,6
7,5 169 9,4
8 183 10,1
8,5 197 10,9
9 212 11,8
9,5 226 12,6
10 240 13,4
11 269 14,9
12 298 16,5




Determinarea HbA1c constituie un test de evaluare si monitorizare pe termen
lung a controlului glicemic la pacientii cu diabet zaharat. Are un rol predictiv in ceea
ce priveste riscul complicatiilor diabetului: cetoacidoza, nefropatia, retinopatia.

Frecventa testarii HbA1c depinde de tipul de diabet si de stabilitatea controlului
glicemic:

- la 3-4 luni, pentru pacientii cu diabet zaharat tip | sub tratament conventional,;

- la 1-2 luni, pentru pacientii cu diabet zaharat tip | sub tratament intensiv;

- la 6 luni, pentru pacientii cu diabet zaharat de tip Il cu un control glicemic

stabil;

- la fiecare 1-2 luni pentru gravidele cu diabet zaharat;

- lafiecare 1-2 luni pentru pacientele cu diabet gestational.

In stabilirea acestei decizii au fost luate in considerare avantajele pe care le

prezinta determinarea HbA1c fata de glicemie:

- Nu sunt necesare conditjile “a jeun”;

- Stabilitate preanalitica mai mare;

- Variatie biologica individuala | in comparatie cu glicemia;

- Variatii | Tn conditii de stres si afectiuni intercurente.
Pe de alta parte, exista si unele dezavantaje ale HbA1c:

- Cost mai ridicat/analiza;

- Lipsa de disponibilitate a testului in unele laboratoare;

- Lipsa de corelatie a HbA1c cu glicemia medie la unele persoane (cu
obezitate, hipotiroidism, anemie hemolitica, neoplasme, etc);

- HbA1c nu este relevanta la pacientii cu turn-over eritrocitar anormal (anemii
hemolitice, anemii feriprive); in aceste situatii diagnosticul diabetului trebuie
sa se bazeze exclusiv pe valorile glicemiei.

Interpretarea rezultatelor

» cresterea HbA1c indica prezenta unei hiperglicemii in ultimele 2-3 luni;

» valorile sunt crescute la persoanele cu diabet zaharat controlat deficitar
sau nou diagnosticat;

» diabetul zaharat este controlat adecvat cand se obtin valori sub 7%;

> nivelul Hb A1c poate creste pana la 20% in cazul unui control glicemic
deficitar;

» scaderea HbA1c are loc treptat, pe durata mai multor luni, pe masura
ce hematiile cu hemoglobina glicozilata normala le inlocuiesc pe cele
cu niveluri crescute.

Existda mai multe metode de determinare a concentratiei hemoglobinei
glicozilate: cromatografia pe coloana cu rasini schimbatoare de ioni, cromatografia
de lichide de finalta presiune (HPLC), cromatografia de afinitate, metode
electroforetice, metode fotometrice bazate pe reactia de culoare cu acidul
tiobarbituric si metode imunologice.

Aplicatie practica

Determinarea hemoglobinei glicozilate (HbA.) prin metoda cu schimbatori de
loni (Micro Coloane)

Principiul



Dupa pregatirea preparatului hemolizat, de unde fractja labila a fost eliminata,
hemoglobinele sunt refinute prin ragina schimbatoare de ioni, hemoglobina A1c este
eluata specific dupa inlaturarea prin spalare a celorlalte fracti HbA1a+b, si este
cuantificata prin citire fotometrica directa la 415nm.

Reactivi

1. Reactiv 1 (R1): contine Ftalat de potasiu (50 mmol/l), Azida de sodiu (0.95
g/l), Detergent (5 g/l);

2. Reactiv 2 (R2): contine Tampon fosfat pH 6.5 (30 mmol/l), Azida de sodiu
(0.95 g/l);

3. Reactiv 3 (R3): contine Tampon fosfat pH 6.(5 72 mmol/l), Azida de sodiu
0.95 g/I;

Atentie!ll: Reactivii contin azida de sodiu. Evitati contactul cu pielea si
mucoasele!
4. Material biologic: sange recoltat pe EDTA, stabil o saptaméana la frigider.

Mod de lucru:

A. Pregatirea hemolizatului si eliminarea fractiei labile:
1. Aduceti reactivii si coloanele la temperatura camerei (21-26°C).
2. Pipetati 50 pl sange si 200 pl reactiv 1 (R1) intr-un tub pentru testare si agitati
bine. Lasati apoi pentru 10-15 minute. Acest preparat hemolizat se va utiliza in pasii
5si 10.
Il (Acest hemolizat de proba sédnge este gata preparat in sala de lucrari).

B. Pregatirea coloanelor:
3. Inlaturati capacul coloanei, apoi rupeti varful de la capatul inferior al coloanei.
4. Cu ajutorul unei pipete cu terminatie plata, impingeti discul pana la suptafata
rasinei, avand grija sa nu o compresati. Lasati coloana sa se scurga complet.

C. Separarea HbA1c:
5. Pipetati 50 yl de hemolizat in filtrul superior si lasati coloana sa se scurga in
totalitate, pentru a se scurge orice reziduu de proba ramas deasupra discului.
6. Adaugati 200 pul reactiv 2 (R2) si Iasati coloana sa se scurga complet.
7. Pipetati apoi 2 ml reactiv 2 (R2) si lasati coloana sa se scurga in totalitate.
8. Plasati coloana deasupra unui nou tub de testare (eprubeta), adaugati 4 ml de
reactiv 3 (R3) si colectati eluatul (fractia HbA1c).
9. Agitati bine si cititi absorbanta (A) fractiei HbA1C la 415 nm fata de apa distilata
(AHbA1c). Absorbanta este stabila pentru cel putin 1 ora.

D. Citirea Hb Total:
10. Pipetati 12 ml reactiv 3 (R3) si 50 yl hemolizat intr-o eprubeta.
11. Agitati bine si cititi absorbanta (Atotal) fata de apa distilata. Absorbanta este
stabila pentru cel putin 1 ora.
CALCUL:
% HbA1c = (AA HbA1c/AA Hb Total) x (V HbA1c/V Hb Total) x 100

Volumul HbA1c (VHbA1c) este de 4 ml, volumul Hb total (V HbTotal) este de 12 ml.

3



Urmatoarea formula este redusa pentru calcularea concentratiei:

AB HbATC 100

—— = % HbAlc
AA Hb Total 3

Rezultatele obtinute prin metoda prezenta pot fi echivalate cu cele obtinute printr-o
metoda standardizata certificata (NGSP) sau echivalata cu metoda standardizata a
‘Internaional Federation of Clinical Chemistry’ (IFCC), utilizdnd formulele de mai jos:

%HbA1c-NGSP = 0.86 x %HbA1c-Fortress+0.24
%HbA1c-IFCC = 0.94 x %HbA1c-Fortress — 2.09

Valori normale
Nediabetici: 4-6% din valoarea hemoglobinei totale
Diabet zaharat controlat: 6,5-7% din valoarea hemoglobinei totale.



