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Oznaczanie HbA,_ w miejscu

opieki nad pacjentem

HbA, point-of-care testing

STRESZCZENIE

Frakcja HbA, hemoglobiny glikowanej znajduje po-
wszechne zastosowanie w monitorowaniu leczenia
cukrzycy i jako retrospektywny wskaznik glikemii
powinna by¢ oznaczana u kazdego pacjenta co 3 mie-
sigce. Liczba wykonywanych w Polsce oznaczen HbA,
jest znacznie ponizej klinicznie uzasadnionych po-
trzeb, a za jedng z przyczyn uznaje sie niewystarcza-
jaca dostepnos¢ tych badan. Do oznaczania HbA,
uzywa sie dwéch grup metod analitycznych — chro-
matograficznych i immunochemicznych. Liczne z tych
metod s3 certyfikowane w National Glycohemoglo-
bin Standardization Program (NGSP), w ktérym jako
metode referencyjng zastosowano jonowymienng
wysokocisnieniowg chromatografie cieczowa. Kaz-
da metoda analityczna certyfikowana w NGSP moze
by¢ uwazana za réwnorzedna referencyjnej metodzie
programu. Oznaczanie HbA, w miejscu opieki nad
pacjentem (POCT) pozwala na najwieksze mozliwe
skrécenie czasu oczekiwania na wynik. Czes¢ dostep-
nych na rynku metod, odczynnikéw i analizatorow
stuzacych do oznaczen w trybie POCT ma certyfikat
NGSP, chociaz niektére z nich nie spetniajg standar-
dow doktadnosci i precyzyjnosci warunkujacych ich
petne wykorzystanie diagnostyczne. W licznych ba-
daniach klinicznych wykazano przydatnos¢ oznaczen
HbA, w trybie POCT w codziennej praktyce i korzyst-
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ny wptyw na jakos¢ opieki diabetologicznej, cho¢
w jedynej dotychczas opublikowanej metaanalizie
wskazano, ze obecnie nie ma wystarczajacych do-
wodéw naukowych efektywnosci takich oznaczen
i konieczne sg dalsze badania. Niemniej dostepne
dane wskazuja, Ze oznaczanie HbA,_ w trybie POCT
moze stanowic istotne usprawnienie opieki diabe-
tologicznej. (Diabet. Klin. 2012; 1, 1: 38-42)

Stowa kluczowe: cukrzyca, glikemia, chromatografia
jonowymienna, chromatografia powinowactwa
z boranem, metody immunochemiczne

ABSTRACT

The HbA, fraction of glycated hemoglobin is widely
used in monitoring of the diabetes treatment and
as a retrospective indicator of glycemia should be
measured in each patient every three months.
Number of HbA, measurements performed in Poland
is significantly below the clinically justified needs and
insufficient availability of such tests is considered
one of the reasons. For HbA, measurements two
groups of analytical methods are used — chroma-
tography and immunoassays. Many of these me-
thods are certified in the National Glycohemoglobin
Standardization Program (NGSP), in which the ion-
exchange high-pressure liquid chromatography is
used as the reference method. Each analytical
method certified in the NGSP can be regarded as
equivalent to the reference method. HbA, _point-of-
-care testing (POCT) allows for the greatest possible
reduction of turn-around time. Some commercially
available methods, reagents and analyzers used for
POCT have NGSP certificate, although some of them
do not meet standards of precision and accuracy
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conditioning their full diagnostic use. In numerous
clinical trials the usefulness of HbA, POCT in everyday
practice and beneficial impact on the quality of
diabetes care have been demonstrated, although the
only meta-analysis published so far indicates that
currently there is insufficient scientific evidence of
the effectiveness of such testing, and further research
is needed. Nevertheless, available data indicate that
HbA, POCT can be a significant improvement of
diabetes care. (Diabet. Klin. 2012; 1, 1: 38-42)

Key words: diabetes, glycemia, ion-exchange
chromatography, boronate affinity chromatography,
immunoassays

Wstep

Frakcja HbA,, stanowigca 80-90% catkowitej
hemoglobiny glikowanej (HbA,), znajduje obecnie
powszechne zastosowanie w monitorowaniu lecze-
nia cukrzycy jako retrospektywny wskaznik glikemii
[1-3]. Od 2 lat oznaczenie HbA,_ jest rekomendo-
wane przez American Diabetes Association (ADA)
réwniez do rozpoznawania cukrzycy i stanéw przed-
cukrzycowych [2-4]. Zgodnie z zaleceniami praktyki
klinicznej towarzystw diabetologicznych, w moni-
torowaniu leczenia cukrzycy oznaczenie HbA,  po-
winno by¢ wykonywane u kazdego pacjenta co trzy
miesigce, wyjatkowo co pét roku [1, 2]. Zaktadajac,
ze w Polsce zyje okofo 1,8 min 0séb z rozpoznana
cukrzyca, zalecenia Polskiego Towarzystwa Diabe-
tologicznego (PTD) powinny sie przektadac na oko-
to 7 min oznaczeh HbA,  rocznie. Zgodnie z po-
wszechng opinia, liczba wykonywanych badan jest
znacznie mniejsza, a za jedng z przyczyn uznaje sie
niewystarczajgca ich dostepnosc.

Metodyka i standaryzacja oznaczen HbA,

Hemoglobina glikowana jest produktem nie-
enzymatycznego przytaczenia czasteczki glukozy do
wolnej grupy aminowej N-koncowej waliny jednego
lub obu tancuchow beta czasteczki HbA. Metody
oznaczania HbA, wykorzystujg fadunek czasteczki
lub jej strukture. W codziennej praktyce uzywane sg
dwie grupy metod analitycznych — chromatogra-
ficzne i immunochemiczne, bardzo rzadko stosowa-
ne sg metody elektroforetyczne. Chromatografia jo-
nowymienna, zwykle wysokocisnieniowa (IE-HPLC,
ion exchange high pressure liquid chromatography),
rozdziela i iloSciowo oznacza frakcje hemoglobiny
w hemolizacie krwi na podstawie réznic w fadunku
czasteczek. Jest ona dogodna do oznaczania HbA, ,
poniewaz zwigzanie z glukozg jednej lub obu wol-
nych N-koncowych grup aminowych tancuchéw g

zmienia fadunek czasteczki hemoglobiny. Chromato-
grafia powinowactwa jest oparta o chemiczng reak-
cje i odwracalne kowalencyjne wigzanie czasteczek
wszystkich frakcji HbA, z resztami pochodnej kwasu
borowego wypetniajacej kolumne chromatograficzna.
Metoda ta oznacza catkowita HbA,, a poziom HbA,
jest okreslany przez automatycznie wyliczany tak
zwany ekwiwalent HbA, .. Metody immunochemicz-
ne, gtéwnie immunoturbidymetryczne, ale réwniez
immunochemiluminescencyjne, immunoenzymatycz-
ne i inne, sg oparte na monoklonalnych przeciwcia-
tach rozpoznajacych epitopy obejmujace zwigzany
z glukozg aminowy koniec tancucha .

Ciggle trwajg prace nad wdrozeniem global-
nego systemu standaryzacji oznaczeh HbA, , stwo-
rzonego pod auspicjami International Federation of
Clinical Chemistry and Laboratory Medicine. Tym-
czasem sposrod wielu narodowych programoéw stan-
daryzacji oznaczen HbA,_ duze znaczenie miedzy-
narodowe ma amerykanski National Glycohemoglo-
bin Standardization Program (NGSP). W programie
tym jako metode odniesienia — poréwnawczg, okre-
slang tez jako referencyjna — zastosowano jonowy-
mienng HPLC z zywicg Biorex 70. W ramach NGSP pro-
wadzi sie certyfikacje metod analitycznych [5, 6]. Nada-
nie certyfikatu NGSP jest obwarowane wymogami
dotyczacymi doktadnosci oznaczen HbA, . wykonywa-
nych dang metoda, przy wykorzystaniu okreslonych
odczynnikéw i analizatora, wyznaczonej przez poréw-
nanie z referencyjng metoda programu. Ocena doko-
nywana z wykorzystaniem sieci laboratoriow referen-
cyjnych jest oparta na wykonaniu oznaczen HbA,_
obydwiema metodami w 40 probkach. Oceniana me-
toda jest uznawana za metrologicznie spdjng z refe-
rencyjna, gdy 95-procentowy przedziat ufnosci (Cl,
confidence interval) dla réznic w parach wynikéw mie-
$ci sie w zakresie + 0,75% HbA, . Certyfikat jest przy-
znawany na okres jednego roku, aktualna lista certyfi-
kowanych metod jest publikowana na stronie inter-
netowej NSGP: http://www.ngsp.org/certified.asp.
Warto podkresli¢, ze certyfikat NGSP oznacza, iz dana
metoda (analizator, odczynniki) jest metrologicznie
spojna z przyjeta za referencyjng jonowymienng HPLC
i wyniki uzyskiwane tymi metodami powinny by¢ po-
réwnywalne. Innymi stowy, kazda metoda analitycz-
na certyfikowana w NGSP moze by¢ w codziennej prak-
tyce uwazana za réwnorzedna referencyjnej metodzie
tego programu.

Oznaczanie HbA, w miejscu
opieki nad pacjentem

Wykonywanie badan laboratoryjnych w miej-
scu opieki nad pacjentem (POCT, point-of-care te-
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sting) jest obecnie dynamicznie rozwijajgcym sie
obszarem diagnostyki laboratoryjnej. Taka organi-
zacja wykonywania badan pozwala na najwieksze
mozliwe skrécenie czasu oczekiwania na wynik po-
przez redukcje fazy przedanalitycznej do pobrania
materiatu i wprowadzenia go do analizatora lub wy-
konania badania innym sposobem. W trybie POCT
badania wykonywane sg przy uzyciu specjalnej, de-
dykowanej aparatury, a wszystkie aspekty wykony-
wania tych badan sa opisane w zaleceniach praktyki
klinicznej (np. publikowanych przez amerykanska
National Academy of Clinical Biochemistry) oraz re-
gulowane takimi dokumentami jak norma PN-EN ISO
22870 [7, 8]. Badania w trybie POCT sg wykonywane
na oddziatach intensywnej opieki medycznej, izbach
przyje¢, oddziatach ratunkowych, a takze w porad-
niach specjalistycznych i gabinetach lekarskich. W tym
ostatnim przypadku zwiekszajq one dostepnos¢ pew-
nych badan laboratoryjnych, poszerzajg zakres infor-
macji na temat aktualnego stanu pacjenta w poréw-
naniu do zlecania badan do poézniejszego wykonania
oraz stwarzajg mozliwos¢ szybszego podejmowania
ewentualnych decyzji terapeutycznych.

Analizatory stuzace do oznaczania HbA, _ w try-
bie POCT sg uzywane od kilkunastu lat. Sa to niewiel-
kich rozmiaréw urzadzenia stuzgce do wykonywania
oznaczen w pojedynczych prébkach krwi wtosnicz-
kowej lub zylnej. Jak kazdy tego typu analizator,
muszg w badanej prébce oznaczac stezenie hemo-
globiny catkowitej i HbA, . Stosowane w nich me-
tody oznaczania HbA,_ s co do zasady podobne
do metod uzywanych w laboratoriach. Nalezg do
nich réznorodne metody immunochemiczne oraz
metody oparte na reakcji z pochodng kwasu boro-
wego, jak w chromatografii powinowactwa [9].
Czes¢ dostepnych na rynku tego rodzaju metod,
odczynnikéw i analizatoréow ma certyfikat NGSP
[6, 9]. Procedura oznaczania HbA, . jest w takich ana-
lizatorach catkowicie zautomatyzowana, a czas ocze-
kiwania na wynik wynosi kilka minut. Przyktadem
analizatora point-of-care stuzgcego do oznaczania
HbA, _jest ATCNow™ (Bayer HealthCare). W urzadze-
niu tym wykorzystano technologie suchej chemii
— odczynniki stuzace do oznaczania HbA i HbA,_ s
zawarte w polach reakcyjnych kaset testowych. Kon-
trolowany przeptyw rozcienczonej, shemolizowanej
prébki krwi umozliwia jej kontakt z odczynnikami
w strefach reakcyjnych. Odczyty przez detektory
optyczne nastepujg w duplikatach, z dwoch pol re-
akcyjnych, i sg przeliczane zgodnie z algorytmem
dostosowanym do numeru serii kaset testowych.
Urzadzenie jest przystosowane do wykonania 10 lub
20 pomiaréw, a nastepnie utylizuje sie go z pozo-

statymi odczynnikami. Umozliwia to bardzo prosta
obstuge na poziomie uzytkownika, dodatkowo uta-
twiong przez sygnalizacje potencjalnych btedéw
w toku procedury analitycznej.

Mimo formalnego certyfikowania metod po-
int-of-care oznaczania HbA, . w NGSP, ich jakos¢
analityczna pozostaje przedmiotem badan i dysku-
sji. Wedtug niektérych doniesien czes¢ metod/anali-
zatoréw stuzacych do oznaczania HbA, w trybie
POCT nie spetnia standardéw doktadnosci i precy-
zyjnosci oznaczen warunkujacych ich petne wyko-
rzystanie diagnostyczne [10-13]. Zwraca sie uwage
na zmiennos¢ stwierdzanej doktadnosci i precyzyj-
nosci oznaczen HbA,  zalezng od serii odczynnikéw
stosowanych w ocenianych systemach POCT [11].
Miedzy innymi z tego powodu nie zaleca sie uzywa-
nia wynikéw oznaczen HbA, wykonanych w trybie
POCT do rozpoznawania cukrzycy i stanéw przed-
cukrzycowych rekomendowanego ostatnio przez
American Diabetes Association [2, 3].

Od chwili wprowadzenia do uzytku metod
oznaczania HbA,_ w trybie POCT przeprowadzono
liczne badania oceniajace ich przydatnos¢ w codzien-
nej praktyce i wptyw na jakos¢ opieki diabetologicz-
nej. W ramach projektu “Diabetes in urban African-
-Americans” przeprowadzono badanie z randomi-
zacja, w ktérym oceniono wptyw czasu uzyskiwania
wynikow oznaczen HbA, _na podejmowanie decyzji
terapeutycznych. Wyniki oznaczen HbA,_ byty udo-
stepniane lekarzom w dniu wykonania badania (tryb
pilny; n = 575) lub z 24-godzinnym opo6znieniem
(tryb konwencjonalny; n = 563). Wtasciwe poste-
powanie, czyli intensyfikacja leczenia przy HbA,,
> 7% byto znamiennie czestsze w grupie z wynikami
oznaczen dostepnymi w trybie pilnym, szczegdlnie
u chorych leczonych insuling. W tej grupie stwier-
dzono tez korzystniejszy profil zmian HbA, w trak-
cie 2-7-miesiecznej obserwacji. Efekt ten byt nieza-
lezny od decyzji o intensyfikacji leczenia, co w opinii
autoréw wskazuje na udziat takich czynnikéw, jak
motywacja lekarzy i pacjentéw [14].

W innym, retrospektywnym, przekrojowym
badaniu oceniono wptyw dostepnosci oznaczen
HbA,. w trybie POCT na jej poziom w okresie 3,5
roku [15]. Poréwnano wyniki oznaczern HbA,  cho-
rych na cukrzyce leczonych w dwéch placéwkach
— w jednej oznaczenia byty wykonywane w rutyno-
wym trybie, w laboratorium, a w drugiej — za pomoca
analizatora POCT. W ciggu 9 potrocznych etapéw
badania analizie i poréwnaniu poddano 6987 wy-
nikéw oznaczeh HbA,_u 2003 pacjentéw w pierw-
szej placéwce oraz 9550 wynikdéw u 2535 pacjen-
téw w drugiej placéwce. Chociaz na poczatku
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badania sredni poziom HbA,_w pierwszej placow-
ce byt mniejszy niz w drugiej (7,81 = 1,77% v. 8,10
+ + 1,78%; p < 0,003), to w okresie 3,5 roku korzy-
stania z oznaczen w trybie POCT w drugiej placowce
obnizyt sie on ponizej poziomu w placéwce pierw-
szej (7,85 + 2,08%v. 7,44 = 1,54%; p < 0,0001). Po
standaryzacji wynikow do wieku, pfci, rasy i miejsca
leczenia stwierdzono, ze po wdrozeniu oznaczen
HbA, w trybie POCT w drugiej placéwce jej poziomy
byty znamiennie mniejsze w poréwnaniu z placéwka
korzystajacg z oznaczen w centralnym laboratorium
(pierwszga) oraz drugg przed wdrozeniem POCT.

W badaniu GOALA1C (Glycemic Optimization
with Algorithms and Labs at Point of Care) dokona-
no poréwnania wptywu standardowego (kontrola
co 6 tygodni) i aktywnego (kontrola co tydzien) daw-
kowania insuliny przy wykonywaniu oznaczen HbA,
w laboratorium i w trybie POCT. W tym trwajgcym
24 tygodnie, wieloosrodkowym, realizowanym
w czterech ramionach badaniu z randomizacjg uczest-
niczyto 7893 chorych na cukrzyce typu 2 wymaga-
jacych leczenia insuling. W grupach (ramionach)
z aktywnym dawkowaniem insuliny stwierdzono
wigkszg redukcje poziomu HbA, i glikemii na czczo
w porownaniu z dawkowaniem standardowym.
Z kolei, w grupie dawkowania aktywnego z oznacza-
niem HbA, _w trybie POCT stwierdzono wigkszy odse-
tek pacjentéw osiggajgcych poziom HbA, <7% w po-
réwnaniu z oznaczeniami wykonywanymi w labora-
torium (odpowiednio 41% i 36%; p < 0,0001) [16].

Podobnie Miller i wsp. w prospektywnym ba-
daniu obejmujgcym 597 chorych na cukrzyce typu 2
wykazali, ze w warunkach podstawowej opieki zdro-
wotnej dostepnos¢ oznaczen HbA, i ich wynikow
w trakcie wizyty pacjenta skutkowato czestszymi
decyzjami o intensyfikacji leczenia. Ponadto w gru-
pie chorych korzystajacych z oznaczen w trybie POCT
stwierdzono znamienny spadek poziomu HbA,_ po-
miedzy wizytami kontrolnymi, czego nie odnotowa-
no w grupie z oznaczeniami HbA, _ w laboratorium
(odpowiednio z 8,4 do 8,11%; p < 0,041z 8,1 do
8,0%; p < 0,31) [17].

Cagliero i wsp. przeprowadzili badanie z ran-
domizacjg obejumjace 201 chorych na cukrzyce typu
1ileczonych insuling pacjentéw z cukrzyca typu typu
2, ktorzy na okres 12 miesigcy byli przydzieleni do
dwdch grup leczonych w akademickiej placéwece
diabetologicznej — dla jednej oznaczenia HbA, byty
wykonywane w trybie POCT, a dla drugiej rutyno-
wo, w centralnym laboratorium. Stwierdzono, ze
poziom HbA, w 6 i 12 miesigcu badania obnizyt sie
znamiennie bardziej w grupie korzystajacej z ozna-
czen w trybie POCT (odpowiednio: —0,57 = 1,44%

i-0,40 = 1,65%; p < 0,01), natomiast nie odnoto-
wano tego w grupie korzystajgcej z badan w labo-
ratorium (odpowiednio: -0,11 *+ 0,79% i -0,19 =
* 1,16%; NS) [18].

W omowieniu otrzymanych wynikéw autorzy
tych i innych publikacji podkreslajg, ze dostepnosé
wynikéw oznaczen HbA, wykonanych w trakcie
wizyty pacjenta u lekarza pozwala na petniejszg oce-
ne wyréwnania metabolicznego choroby oraz na-
tychmiastowe podjecie ewentualnie potrzebnych
decyzji o modyfikacji leczenia. Zwracaja tez uwage
na inne czynniki zwigzane z wykonywaniem ozna-
czen HbA,_ w trybie POCT, takie jak zwigkszenie ich
dostepnosci i czestsze wykonywanie oraz mozliwos¢
omowienia z pacjentem aktualnego wyniku i jego
znaczenia dla dalszego postepowania. Znajomos¢
i orientacja w wynikach wtasnych badan laborato-
ryjnych sg takze uznawane za istotny element edu-
kacji pacjentow, poprawiajacy skutecznos¢ samole-
czenia cukrzycy [19].

Probe uporzadkowania licznych publikowa-
nych danych podjeli autorzy przegladu systematycz-
nego i metaanalizy podsumowujgcych wyniki badan
oceniajacych przydatnos¢ oznaczen HbA, w trybie
POCT [20]. Analizujac organizacje badan, dobér cho-
rych, jakos¢ stosowanych metod analitycznych oraz
takie punkty koncowe jak wyréwnanie metabolicz-
ne i satysfakcja pacjenta stwierdzili oni, ze obecnie
nie ma wystarczajacych dowodéw naukowych efek-
tywnosci oznaczen HbA, _ w trybie POCT w praktyce
diabetologicznej. Warto podkresli¢, ze metaanalizie
poddano wyniki 9 badan sposréd 405 publikacji
znalezionych w toku przeszukiwania baz danych
(EMBASE, 1980-2010; MEDLINE, 1980-2010; Co-
chrane Central Register of Controlled Trials, the Co-
chrane Library, 2010; CINAHL, 1982-2010). Wska-
zuje to na niedostatki metodologiczne wiekszosci
badan, niespetniajgcych rygorystycznych wymogéw
medycyny opartej o dowody naukowe (EBM, eviden-
ce based medicine). Autorzy podkreslili, ze dotych-
czas nie opublikowano zadnego przegladu systema-
tycznego prac poswieconych tej problematyce.
W dalszych wnioskach autorzy stwierdzaja, ze obec-
nie dostepne pismiennictwo dotyczgce oznaczen
HbA,_ w trybie POCT wskazuje na potrzebe poprawy
jakosci danych i stwarza podstawe do prowadzenia
dalszych badan, w ktérych szczegdlna uwage nale-
zy zwrdci¢ na stratyfikacje pacjentéw zgodnie
z wyjsciowym poziomem HbA, , jasne zdefiniowa-
nie postepowania zmieniajgcego sie w warunkach
dostepnosci oznaczen w trybie POCT, omawianie
z pacjentami wynikéw oznaczen, dokumentowanie
i wdrazanie decyzji terapeutycznych oraz zapewnie-
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nie jakosci analitycznej oznaczen spetniajgcych wy-
mogi dla monitorowania leczenia cukrzycy.

Whnioski

Podsumowujac, nalezy stwierdzi¢, ze oznacza-
nie HbA,  w trybie POCT moze stanowi¢ istotne
usprawnienie opieki diabetologicznej. Okreslenie
aktualnego poziomu HbA,_u pacjenta w trakcie
wizyty w poradni lub w gabinecie lekarskim umozli-
wia jego ocene tacznie z wynikami samokontroli gli-
kemii i otrzymanie petnego obrazu wyréwnania
metabolicznego z mozliwoscig podjecia decyzji zmie-
niajacych leczenie i oméwienia tego z pacjentem.
Ponadto, tryb POCT zwieksza dostepnosc¢ badania
i czestosc pomiarow HbA,  w poréwnaniu do zlece-
nia oznaczen do pdzniejszego wykonania. Taka or-
ganizacja wykonywania oznaczen poprawia takze
jakos¢ edukacji pacjenta umozliwiajagc mu petniej-
sze zrozumienie biochemicznych wskaznikéw wy-
réwnania choroby, co moze stworzy¢ podstawe do
rozszerzenia samokontroli 0 oznaczenia HbA, .. Cho-
ciaz obecnie oznaczenia HbA,  stuzg wytacznie do
monitorowania leczenia cukrzycy, mozna przypusz-
czad, ze dalsze doskonalenie i poprawa jakosci ana-
litycznej metod oznaczania HbA, w trybie POCT
przyczyni sie do stworzenia mozliwosci wykorzysta-
nia tego badania w wykrywaniu i rozpoznawaniu
cukrzycy i stanéw przedcukrzycowych.
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