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Metode de laborator utilizate pentru dozarea hemoglobinei glicate:
studiu comparativ

Introducere: Hemoglobina glicata (HbA1c) este un parametru important
in urmdrirea pacientilor diabetici. In vederea obtinerii unor rezultate
reale, este esentiald utilizarea unei metode adecvate. Scopul lucririi este
prezentarea comparativa a patru metode de dozare a HbAlc. Material
si metoda: Majoritatea dozérilor de HbAlc s-au efectuat la Laboratorul
Central al Spitalului Judetean de Urgentd Mures cu aparatul Variant
Hemoglobin Testing System (Bio-Rad), numeroase rezultate provin de la
o noud generatie a acestui analizor, Variant II (Edmonton, Canada), am
prelucrat probe cu setul de reactivi Biomidi utilizand o metodd croma-
tograficd manuala, respectiv am efectuat analize §i cu aparatul Micromat
II (Bio-Rad). Rezultate: Valorile obtinute prin diferitele metode au aratat
o corelatie bund (r>0,9), cu exceptia probelor cu hemoglobinopatii si a
celor péstrate inadecvat. Metodele automate prezinta o serie de avantaje
comparativ cu cele manuale. Concluzii: Dozarea hemoglobinei glicate
aratd fidel echilibrul metabolic al pacientilor diabetici utilizand oricare
dintre cele patru procedee, si ofera informatii utile in vederea deciziei
terapeutice.
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A glikozilalt hemoglobin (HbAlc) a cukorbetegek koveté-
sében hasznalt értékes allapotjelz6. A megbizhatd eredmény
érdekében igen fontos egy megfelel6 mddszer hasznalata
[3].

Legtobb esetben ezen laboratériumi vizsgalat értéke
dont6 a kezelés szempontjabol, tikrozi az el6z6 6-8 hét
vércukorszinjteit. Cukorbetegeknél dltaldban 7% alatti
HbA1c értékre toreksziink [1, 4, 8,9, 10].

Egyes hemoglobin varidnsok ritevédnek a glikozilalt
hemoglobin meghatarozasara kiillonosen a régebbi, nem
elég szelektiv eljarasoknal, de a magas nyomasu folyadék-
kromatografidas (HPLC) mddszer esetében is taldlkozunk
ilyen természet(i problémakkal [2, 6,7, 5].

Célkitiizés

A glikalt hemoglobin meghatarozasara szolgalé modszerek
sokféleségébdl kiindulva 6sszehasonlité tanulmanyt készi-
tettiink négy eljarasrol, felmérve ezek elényeit és hatranyait,
illetve a kapott eredmények kozti kiilonbségeket.
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Laboratory methods used to measure glycated hemoglobin:
comparison study

Introduction: Glycated hemoglobin (HbAc) is an important parameter
in monitoring diabetic patients. Using adequate methods is essential to
obtain reliable results. The aim of the study is to compare four methods
used to measure HbA1c. Material and methods: The majority of the sam-
ples were analyzed at the Central Laboratory of the County Emergency
Hospital in Targu Mures using the Variant Hemoglobin Testing System
(Bio-Rad). Several results were obtained working on the new generation
of this analyzer called Variant II (Edmonton, Canada). We also used the
Biomidi reagent kit working with a manual chromatographic method,
and some samples were analyzed with Micromat II (Bio-Rad). Results:
The values obtained by different methods showed good correlation
(r>0,9) except samples of patients presenting hemoglobin variants and
those preserved inadequately. Automatic methods exhibit several advan-
tages compared to manual methods. Conclusions: Dosage of glycated
hemoglobin results in reliable values regarding carbohydrate metabolic
balance in diabetic patients performing any of the methods mentioned,
providing useful information concerning therapy.
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Anyag és modszer

A HbAIlc meghatarozasahoz a vérprobakat alvadasgatlora
vessziik, leginkabb EDTA (etiléndiaminotetraacetat) nat-
rium vagy kédlium séjara. A mintak leépiilésének meggato-
ldsa érdekében a kémcsoveket 4°C-on tartjuk és a mddszer
fiiggvényében 4, 7 vagy 10 napon beliil feldolgozzuk.

A meghatdrozasok zome (n = 2540) a Marosvasdrhelyi
Megyei Korhdz Kozponti Laboratériumdban tortént, a
Bio-Rad cég HbAlc reagenskészletével, a VariantTM
Hemoglobin Testing System késziiléken. Ez egy magas
nyomdsu folyadék kromatografidn alapulé automata anali-
zator, beépitett fotométere két hullimhosszon olvassa le az
abszorbancia értékeket: 415 és 690 nm-en, és kromatogram
kinyomtatasaval zarul a vizsgalat.

Az eléz6 gép ujabb generacidjaval, a szdmitogépesitett
Variant II-vel Edmontonban, Kanadéaban sikeriilt dolgozni,
ezzel a késziilékkel 150 vérmintat vizsgaltunk meg, koztikk
szamos hemoglobinopathids esetet.

A manuadlis fotometrids mddszernél a Biomidi cég
reagenskészletével dolgoztunk (n = 130) a MOGYE Orvosi
Biokémia Tanszékén, az abszorbancia értékeket 425 nm
hulldmhosszon olvastuk le, szazalékban kifejezve a glikalt
hemoglobin értékét az Osszhemoglobinhoz viszonyitva.
A 130 préba koziil 45 volt el6z6leg a Variant I késziiléken
is feldolgozva, ezek kozott eléfordultak kiilonbozé anyag-
csere egyensulyban taldlhaté cukorbetegek vérmintai,
illetve kivalogattunk szdmos magas HbF-et mutatd probat
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(ez utobbiaknal kapott értékek nem szerepelnek a korreld-
ciot szemlélteté dbran). Az eredmények kiszamitasahoz az
alabbi képletet hasznaltuk: (AHbAlc x 100)/(3 x AdsszHb)
=% HbAlc.

Negyedik modszerként kiprobaltuk a Micromat IT hor-
dozhatd késziiléket (n=85), amely beépitett fotométert tar-
talmaz, és tesztkartusokkal torténik a vizsgalat. Ezek koziil
16 probat elvégeztiink a Variant I késziiléken is, néhany

esetben szandékosan nem tartva be az el6irt tarolasi hdmér-
sékletet (2-8 °C).

Eredmények

A Varjant I mddszer elénye a manuilis eljarasokkal szem-
ben, hogy egyszerre akar 100 meghatarozast végezhetiink.
Az Gjabb generdcids, szamitdgépesitett Variant IT korlatlan
szamu kémcsé feldolgozasara képes, és nincs sziikség a pro-
bak higitdsdra, mint az el6dje esetén. A kromatogramokrdl
leolvashaté a glikalt hemoglobin pontos értéke.

A cukorbetegek tobbségénél a manudlis mddszerrel
illetve a Variant I késziilékkel kapott értékek jo korrela-
ciot mutattak (r = 0,9643, p < 0,05), viszont a magas fotalis
hemoglobint tartalmazé probakbdl a manudlis modszerrel
hamisan nagy glikalt hemoglobin értékeket kaptunk, mivel
a HbAlc-vel egyidében a HbF is leoldodik az oszloprol. A
patoldgids hemoglobin szarmazékok jelenléte is befolyasolja
az eredményt, mivel a HbAlc-tdl eltéré frakcioban jelenhet
meg pl.a HbS, E, D, C glikozildlt formaja [7].

A kromatografids oszlopokkal térténé manualis modszer
reproduktibilitdsi tesztje az alabbi értékeket mutatta: varia-
bilitasi egytitthato 1,45% (képlete SD/M x 100) és viszony-
lagos hibaszazalék 1,02% (képlete IXi-MI /M x 100).

A Variant I késziilék reproduktibilitési tesztje az alabbi
értékeket mutatta: variabilitasi egyiitthaté 0,9%, viszonyla-
gos hibaszdzalék 0,77% (1.abra).

A Micromat IT hordozhaté késziilék elénye a kis méret,
kapillaris vérbdl is lehet rajta dolgozni. Az eredmények jo
korrelaciot mutatnak a Variant I-en nyert adatokkal (r =
0,9742, p < 0,05), de megfigyeltiik, hogy minden esetben az
automata késziilékkel némileg magasabb értékeket kaptunk
(2. abra). Ez a szisztémds hiba valdszintleg a késziilék gyar-
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1. abra. A manudlis eljards és a Variant | késziilék eredményei kozotti
osszefiiggés (n=18)

tasabol szarmazik, mivel tobb kiilonb6z6 Micromat I ese-
tében ugyanezt tudtuk megfigyelni (a kiilsé kontroll adatai
alapjan). Azoknal a probaknadl, amelyek nem voltak végig
hitében tarolva, az érték 1,5-2%-al kisebb értéket mutatott a
Variant I-el tortént méréshez képest. Ezeket a probakat nem
tintettiik fel a korreldciot dbrazold grafikonon. A Variant
I késziilék kevésbé érzékeny a probak taroldsara, par oraig
szobahémérsékleten tartott probaknal is csupan néhany
tizedesnyi eltérést taldltunk az eredeti értékekhez képest.

A Variant I és II eredményei koz6tt nem tudtunk korre-
laci6 analizist végezni, mivel a Variant I-el Kanadaban tor-
téntek a meghatarozésok, a masik harom mddszerrel pedig
Marosvésarhelyen dolgoztunk.

Kovetkeztetések

A HPLC késziilékkel torténéd HbAlc meghatdrozas tobb
szempontbdl elényosebb a masik kett6hoz képest, de az
eredmények dltaldban nem mutatnak szamottevo eltérést. A
manualis médszernél a HbF és HbA1b ratevédnek a HbAlc
frakcidra, ami zavart okozhat egyes cukorbetegek koveté-
sében és a diabetes korisméjének felallitdsaban. A patolo-
gids hemoglobin szdrmazékok glitkozzal kotott formdja
mas frakcioban jelentkezik, ami szintén problémat jelent a
glikalt hemoglobin szintjének értékelésében.

A vizsgalt négy modszer koziil a legkevésbé megfelelé a
manudlis kromatografids eljards (idéigényes, a magas HbF
zavarja a meghatdrozast).

A legmodernebb a Variant II késziilék, és ennek elddje, a
Variant I. Idedlisak korhdzi laboratériumok szdmara (magas
probaszam feldolgozhaté rovid egységidd alatt, alkalmas
haemoglobinopathidk diagnosztizalasara).

A Micromat IT megfelelé kisebb laboratériumok illetve
szakrendel6k szdmara, a késziilék hordozhatd, kapillaris
vérbdl is elvégezheté a meghatdrozas, az értékek valamivel
kisebbek a Variant I-hez képest. Igen lényeges betartani a
megfeleld taroldsi hdmérsékletet.

A glikdlt hemoglobin meghatdrozésa barmely felsorolt
modszert alkalmazva megfeleléen mutatja a cukorbetegek
szénhidrat-anyagcsere egyensulyat, és hasznos informéciot
szolgaltat a terapias eljaras megallapitasa szempontjabol.
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2. abra. A Micromat Il és a Variant | késziilék eredményeinek
osszehasonlitdsa
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