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HBA1C-TURBIDIMETRIA
FUNDAMENTO
O sangue total é hemolisado e a concentração de hemoglobina A1C (HbA1C) é determinada através de uma metodologia imunoturbidimétrica de inibição.

Inicialmente, há formação de complexos solúveis (anticorpo-HbA1C) pela adição do hemolisado (antígeno) ao reagente contendo os anticorpos de cabra anti-HbA1C (anticorpo).

Em seguida, com a adição do reagente contendo os polihaptenos (aglutinante), os anticorpos anti-HbA1C excedentes na reação formam complexos insolúveis (anticorpo-polihapteno) que são medidos por turbidimetria.

A porcentagem de hemoglobina glicada A1C (HbA1C) é calculada em função da concentração de hemoglobina total que é determinada por espectrofotometria.

APLICAÇÃO CLÍNICA

A Hemoglobina Glicada (Hb-G) resulta da fixação não enzimática da glicose ao aminoácido valina terminal da cadeia beta da hemoglobina.

Em adultos normais temos 97% de Hb-A, 2,5% de Hb-A2 e 0,5% de Hb-F. 

Através de análise cromatográfica da Hb-A identifica-se uma variedade de outras hemoglobinas: HbA1A, HbA1B e HbA1C que são todas referidas como Hb-A1 ou hemoglobinas glicadas, glicohemoglobinas ou hemoglobinas glicosiladas. 

A fração HbA1C é a principal e corresponde a 80% da Hb A1 e a sua concentração no sangue é diretamente proporcional à concentração média da glicose durante um período de tempo de 6 a 8 semanas, que equivale à vida média das hemácias.

A formação da Hb-G é irreversível e ocorre muito lentamente durante toda a sobrevida das hemácias (120 dias). 

A intensidade de glicação depende diretamente do valor da glicemia, do tempo de exposição das hemácias à glicose e também varia de paciente para paciente.

Vários trabalhos científicos têm confirmado a utilidade da determinação da Hb-G para avaliar o nível de controle da glicemia nos pacientes diabéticos. Deste modo, a dosagem da Hb-G é muito usada para monitorar a eficácia da terapêutica aplicada aos diabéticos, bem como para verificar a adaptação do paciente à terapia proposta.

Em pacientes diabéticos em estado de descontrole metabólico submetidos a tratamento e que passam a ter níveis adequados de glicemia, observa-se uma redução progressiva da Hb-G, que atinge um ponto de equilíbrio depois de 6 a 8 semanas. Assim, é correto dizer que uma dosagem da Hb-G reflete os níveis glicêmicos da sexta ou oitava semana precedente ao teste. 

Um resultado de Hb-G nos valores de referência assegura que o paciente tem estado sob controle metabólico adequado por várias semanas e exclui mesmo uma perda temporária do controle durante este período. 

Resultados elevados de Hb-G podem significar um controle metabólico inadequado por todo o período ou parte dele. Níveis persistentemente elevados da Hb-G indicam controle inadequado da glicemia.

Estudos do DCCT (Diabetes Control and Clinical Trial) demonstraram que a morbidade ou mortalidade de pacientes diabéticos diminui quando há um controle adequado da glicemia e que a dosagem da Hb-G é muito importante para informar o estado desse controle.
AMOSTRA

Preparo do Paciente

Colher sangue pela manhã após jejum de 8 horas, salvo orientações médicas.

Amostras utilizadas

Sangue total capilar ou venoso coletado com EDTA ou heparina.

No sangue, a HbA1C é estável por 3 dias entre 15- 25 ºC, 7 dias entre 2-8 ºC e 6 meses na temperatura de -20ºC.

Volume ideal utilizado para análise

(Definir o volume ideal a ser encaminhado para análise).

Volume mínimo utilizado para análise
(Definir o volume mínimo a ser encaminhado para análise).

Fazer referência ao manual ou POP de coleta, separação e distribuição de material.

REAGENTE UTILIZADO

HBA1C-TURBIDIMETRIA
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Componentes do kit

Conservar entre 2-8 ºC. 

1- Hemolisante Contém brometo de tetradeciltrimetilamonio (TTAB) 9,0 g/L.

2- Tampão - Contém tampão fosfatos 20 mmol/L, pH 7,4.

3- Anticorpo - Contém tampão MES 25 mmol/L, tampão TRIS 15 mmol/L e anticorpos de cabra anti-HbA1C, pH 6,2.

4- Aglutinante - Contém MES 25 mmol/L, tampão TRIS 15 mmol/L, polihapteno HbA1C 8  ≥ g/mL, pH 6,2.

5- Padrões de HbA1C (P1 - P2 - P3 - P4) - Contêm sangue humano e sangue ovino com concentrações variadas de HbA1C e brometo de tetradeciltrimetilamonio (TTAB) 80 g/L. 
As concentrações de HbA1C e de hemoglobina total nos padrões vêm indicadas nas etiquetas dos respectivos frascos. 

NOTA
Os valores de concentração de hemoglobina glicada (HbA1C) nos padrões é rastreável ao método de referência padronizado pela Federação Internacional de Química Clínica IFCC.

MES = Ácido 2-[N-Morfolino]etanosulfônico

TRIS = Tris(hidroximetilaminometano).

Estabilidade

Os reagentes são estáveis até o vencimento da data de validade impressa no rótulo quando conservados bem vedados na temperatura recomendada, bem vedados e se evite a contaminação durante o uso.
Sinais de Deterioração dos Reagentes

Hemolisante: Presença de partículas e turbidez.
Tampão: Absorbância do Branco de hemoglobina total superior a 0,010 em 560 nm.

Anticorpo e Aglutinante: Absorbância do Branco de HbA1C inferior a 0,650 em 340 nm.

Padrões de HbA1C: Presença de umidade. 


Precauções e Cuidados Especiais

1- Aplicar os cuidados habituais de segurança na manipulação dos reagentes e amostra biológica.

2- Recomendamos o uso das Boas Praticas de Laboratórios Clínicos para a execução do teste.

3- De acordo com as instruções de biossegurança, todas as amostras devem ser manuseadas como materiais potencialmente infectantes.

4- Os padrões por serem derivados do sangue humano são potencialmente infectantes, devendo ser manuseados com precaução. Os testes para anticorpos anti-HCV e anti-HIV e antígeno HbsAg realizados com os mesmos apresentaram resultados negativos. Manusear e descartar segundo as normas de biossegurança.
5- Descartar os reagentes e as amostras de acordo com as resoluções normativas locais, estaduais e federais de preservação do meio ambiente.

Interferências

A lipemia (triglicérides até 800 mg/dL), bilirrubina até 50 mg/dL e fatores reumatóides até 750 UI/mL não interferem nos resultados. Alguns medicamentos e substâncias podem interferir.

As variantes de hemoglobina HbS e HbC não interferem.

Concentrações muito elevadas de HbF podem originar valores de HbA1C inferiores aos esperados.

Pacientes com anemia hemolítica, anemia por deficiência de ferro ou após uma transfusão apresentam eritrócitos com meia vida alterada. Nesses casos, os resultados de HbA1C devem ser interpretados com cuidado.  

PREPARO DOS REATIVOS

Os reativos 1 (Hemolisante), 2 (Tampão), 3 (Anticorpo) e 4 (Aglutinante) estão prontos para uso.
Padrões de HbA1C (P1 P2 P3 P4): Reconstituir os respectivos padrões liofilizados com 2,0 mL de água deionizada. Os padrões reconstituídos são estáveis por 2 dias entre 2-8 °C. 
EQUIPAMENTOS

• Espectrofotômetro (leitura em 340 e 560 nm);

• Tubos e pipetas;

• Cronômetro.

PROCEDIMENTO
Notas

1- Este kit pode ser utilizado na maioria dos analisadores automáticos.

O consumidor poderá solicitar mais informações através do Setor de Apoio ao Cliente (SAC) ou acessando o site www.goldanalisa.com.br

2- Para evitar possíveis interferências com outros ensaios, é recomendável dosar a HbA1C e a hemoglobina total em série independente de outros ensaios.

A- Preparo do Hemolisado

1- Deixar os reagentes atingirem a temperatura ambiente.

2- Em um tubo de ensaio, pipetar:
	Tubos
	Teste

	Sangue total (bem homogeneizado)
	10 µL

	Hemolizante (1) 
	1000 µL


3- Agitar ligeiramente, evitando a formação de espuma. O hemolisado estará pronto para uso quando a cor passar do vermelho para marrom esverdeado (aproximadamente 3 minutos).

O hemolisado é estável por 1 dia entre 2-8 ºC, por 4 horas entre 15-25 ºC e por 6 meses a -20 ºC. Congelar somente uma vez.

Atenção: Não hemolisar os Padrões.

B- Calibração 

Hemoglobina Total

Branco: usar solução de cloreto de sódio a 0,9% (154 mmol/L).

Calibrador: usar o Padrão P4. O valor da concentração de hemoglobina é rastreável ao Padrão de Referência Certificado 522 (IRMM).

Hemoglobina Glicada A1C

Branco: usar solução de cloreto de sódio a 0,9% (154 mmol/L).

Calibrador: usar os Padrões de HbA1C (P1, P2, P3 e P4). Os valores de concentração de hemoglobina HbA1C são rastreáveis ao método de Referência padronizado pela Federação Internacional de Química Clínica (IFCC).

C- Dosagem da Hemoglobina Total - HB Total

Reagente 1 = Tampão

	Parâmetros para Analisadores Automáticos

	Nome do Teste
	HB Total

	Tipo de Reação
	Ponto Final Bicromática

	Direção da Reação
	Crescente

	Amostra
	Sangue total

	Unidades
	g/dL

	Decimais
	1

	Comprimento de Onda Principal
	560

	Comprimento de Onda de Referência
	670

	Volume de Amostra
	30 µL (hemolisado ou padrão)

	Volume do Reagente 1 - Tampão
	170 µL

	Volume do Reagente 2
	-------

	Tempo de Incubação 1
	300 s

	Tempo de Incubação 2
	-------

	Calibração
	Fator


D- Dosagem da Hemoglobina A1C - HbA1C

Reagente 1 = Anticorpo           Reagente 2 = Aglutinante
	Parâmetros para Analisadores Automáticos

	Nome do Teste
	HBA1C

	Tipo de Reação
	Diferencial

	Direção da Reação
	Crescente

	Amostra
	Sangue total

	Unidades
	g/dL

	Decimais
	1

	Comprimento de Onda Principal
	340

	Comprimento de Onda de Referência
	-----

	Volume de Amostra
	8 µL (hemolisado ou padrão)

	Volume do Reagente 1 - Anticorpo
	200 µL

	Volume do Reagente 2 - Aglutinante
	40 µL

	Tempo de Incubação 1
	180 s

	Tempo de Incubação 2
	300 s

	Calibração
	5 pontos

	
	Ponto Zero = Solução Fisiológica

	
	Pontos 1 a 4 = Usar Calibradores do kit

	Modo de Calibração
	Poligonal Decrescente


CÁLCULOS 

Cálculo da Concentração de Hemoglobina Glicada da Amostra

% HbA1C - IFCC = (g/dL de HbA1C x 100) ÷ g/dL de Hb Total

Exemplo

g/dL de HbA1C = 0,8

g/dL de Hb Total = 12,2

% HbA1C - IFCC = (0,8 x 100) ÷ 12,2 = 80 ÷ 12,2 = 6,6%

Notas

1- Para obter os valores rastreáveis ao método de referência descrito pelo US National Glycohemoglobin Standartization Program (NGSP) aplicar a seguinte fórmula:

%HbA1C-NGSP = 0,915 x %HbA1C-IFCC + 2,15

Exemplo: HbA1C-IFCC = 6,6%

%HbA1C-NGSP = 0,915 x %HbA1C-IFCC + 2,15 = 0,915 x 6,6 + 2,15 = 8,2%

2- A concentração de hemoglobina glicada (HbA1C) no sangue é diretamente proporcional á concentração média de glicose (CMG) durante o período de 6 a 8 semanas, equivalente à vida média das hemácias. 

Deste modo, a CMG pode ser calculada como segue:

CMG (mg/dL) = (31,7 x % de HbA1C ) - 66,1
VALORES ESPERADOS
Os valores apresentados abaixo foram estabelecidos pelo Diabetes Control and Complications Trial Research Group (DCCT), são aceitos em vários países para a população não diabética e para avaliação do grau de controle da glicemia em pacientes diabéticos.

	Grau de Controle Glicêmico
	HbA1C - IFCC
	HbA1C - NGSP

	1- Não diabéticos.
	2,0 a 4,2%
	4,0 a 6,0%

	2- Diabéticos – Meta do tratamento.
	4,2 a 4,8%
	6,0 a 6,5%

	3- Diabéticos com bom controle glicêmico.
	4,8 a 6,4%
	6,5 a 8,0%

	4- Diabéticos com controle glicêmico ruim.
	> 6,4%
	> 8,0%


CONTROLE DA QUALIDADE

Materiais

Identificar os materiais de controle interno e externo da qualidade, citando fabricante e número de catálogo.

Referenciar POP para limpeza e secagem dos materiais utilizados. 

Controle Interno

Descrever a calibração periódica de pipetas, equipamentos utilizados, controle de temperatura ambiente e geladeiras para armazenamento dos kits.

Citar a utilização de amostras controles (nível normal –código --------- e patológico –código -------) nas  análises realizadas juntamente com a freqüência da utilização dos mesmos. Descrever o procedimento de verificação de novos lotes de controles e reagentes.

Citar POP para controle interno.

Controle Externo

Descrever os procedimentos utilizados nas avaliações de qualidade feitas por programas de comparação entre laboratórios ou outros controles de qualidade: PNCQ-SBAC e/ou PELM-SBPC

Gerenciamento dos dados obtidos no Controle Interno e Externo

Definir como os dados de controle são arquivados e gerenciados.

Fazer referência ao manual ou POP de garantia da qualidade.

LINEARIDADE
Para HbA1C: até 2,50 g/dL.  Para hemoglobina total: até 40 g/dL.
SENSIBILIDADE ANALÍTICA

Para HbA1C = 0,07 g/dL. Para hemoglobina total = 1,3 g/dL.
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