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Emoglobina glicata: confronto tra metodo immunochimico Roche Diagnostics su
strumento Integra 400 e metodo HPLC Menarini su strumento HA8140

Maurizio Vana, Carmela Maria Attisano, Franco Giardini
Ospedale Oftalmico di Torino - Laboratorio Analisi - Via Juvarra 19, TORINO

ABSTRACT

Glycated hemoglobin: comparison of the immunochemical Roche method on Integra 400 and of the
HPLC Menarini method on HA 8140

HbA1 is an useful marker of glicemic control diabetic patients: several methods have been proposed for its assay.
Immunochemical methods recently made available do not require dedicated instruments to measure HbA1c in blood
samples. The purpose of this paper is to compare an immunochemical method implemented on a random access
clinical-chemistry analyzer with a HPLC method largely used in the clinical laboratory. The evaluation included day to
day and intra-run precision assessement, and method comparison using patient samples without any variant hemoglo-
bin. HbA1c has also been comparatively measured in some additional samples from patients carriers of the variant
hemoglobins S and C. Laboratory management aspects concerning the use of the Cobas Integra 400 analyzer, already
available in the laboratory, are discussed.

RIASSUNTO

L’'HbA1c € un importante marcatore per il controllo del compenso glicemico per il quale sono stati proposti numerosi
metodi analitici. Recentemente sono stati proposti anche metodi immunochimici che consentono di evitare l'uso di
strumentazioni cromatografiche dedicate che sono di pill difficile gestione. Questo lavoro si propone di effettuate un
confronto tra un metodo in HPLC largamente utilizzato nei laboratori che effettuano il dosaggio dell'HbA 1 ed un metodo
immunochimico applicabile su di un normale analizzatore random access di chimica-clinica. Sono state valutate la
precisione all'interno e tra le serie e la correlazione tra i metodi utilizzando pazienti privi di varianti emoglobiniche atipiche.
Alcuni pazienti con varianti emoglobiniche di tipo "S" e "C" sono stati valutati separatamente ed i risultati sono riportati
nel seguente lavoro. Si & anche esaminato 'aspetto gestionale dell'utilizzo dell’analizzatore Cobas Integra 400, gia
presente in laboratorio, per la misura del’emoglobina glicata.

INTRODUZIONE

L'emoglobina glicata (HbA1c) & il pill importante mar-
catore biochimico per il controllo del metabolismo glucidi-
co nei pazienti diabetici (1). La determinazione dell'HbA;.
si @ imposta in questi ultimi anni perché si tratta di una
misurazione accurata e a basso costo. Sono stati proposti
diversi metodi in HPLC, con colonne a scambio ionico e
ad affinita, nonché immunologici su analizzatori di chimica
clinica (3,5,6,7).

Nel nostro laboratorio afferiscono campioni provenien-
ti da tre differenti centri di diabetologia presenti sul territo-
rio, per una media di circa 60 campioni al giorno con punte
di 80-85 campioni.

Nel settore proteine specifiche e farmaci é presente un
analizzatore Integra 400 della Roche collegato on-line al
sistema informativo del laboratorio. Questo ci ha indotto
ad avviare un confronto dei valori di HbA ¢ misurati immu-
nochimicamente con tale strumento con quelli ottenuti con
tecnica HPLC con l'analizzatore Menarini HA8140, anch’-
esso collegato on-line, abitualmente utilizzato per deter-
minare HbA+.. Questo confronto ha lo scopo di valutare la
correlazione tra le due metodiche, di valutare la precisione

intra-serie e tra le serie del metodo immunochimico oltre
che l'impatto organizzativo di una eventuale esecuzione
dell'analisi di tutto il pannello diabetico su di un unico
strumento.

MATERIALI E METODI

Il Menarini HA8140 & un cromatografo dedicato alla
determinazione dell’HbA+.. E’ dotato di un campionatore
che provvede ad effettuare la diluizione con un apposito
lisante. 20 pL di emolisato vengono incubati a 40°C, per 2
minuti e mezzo, al fine di eliminare la frazione labile (2),
dopodiché sono introdotti in una colonna a scambio ionico
e la separazione avviene in gradiente discontinuo con
l'utilizzo di tre tamponi a diversa concentrazione salina che
vengono fatti fluire sequenzialmente in colonna per mezzo
di una pompa non reciprocante. Al fine di mantenere una
pressione costante & utilizzato un attenuatore di pressio-
ne. L'assorbanza dell'eluato viene misurata a 414 nm.

Il Cobas Integra 400 di Roche Diagnostics & un’analiz-
zatore automatico "random access" in grado di eseguire
un ampio spettro di determinazioni chimico-cliniche, com-
prendente proteine specifiche, farmaci e droghe d'abuso.
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Per determinare I'HbA;. il campione di sangue intero viene
emolizzato automaticamente nella cuvetta di prediluizio-
ne. La pepsina presente nel reagente lisante degrada I'Hb
rilasciata rendendo le strutture 3-N-terminali maggiormen-
te accessibili agli anticorpi. L'Hb totale viene determinata
usando un metodo colorimetrico esente da cianuro in
soluzione alcalina. L'HbA . viene misurata mediante anti-
corpi monoclonali coniugati a particelle di lattice.

Al fine di valutare la correlazione tra i due metodi
abbiamo analizzato 107 campioni di sangue intero raccol-
to in vacutainer contenente K2-EDTA provenienti dai tre
centri dellA.S.L. Torino 1. | campioni sono stati conservati
in congelatore a -20°C e scongelati poco prima dell'esecu-
zione su HPLC Menarini HA8140 e su Integra 400,

| campioni sono stati suddivisi in modo casuale in tre
gruppi di circa 35 campioni I'uno. Per non interferire con
la normale routine, comprendente circa 60 campioni, si &
provveduto ad analizzare un gruppo di campioni al giorno,
durante i tre giorni consecutivi al termine del lavoro ordi-
nario. Entrambi gli strumenti hanno provveduto a lisare in
modo automatico i campioni di sangue intero.

Al fine di valutare la precisione nella serie e tra le serie
del metodo utilizzato su Integra 400 sono stati preparati
tre pool di sangue utilizzando campioni prelevati in vacu-
tainer contenenti K2-EDTA in modo da avere una percen-
tuale di HbAs. rispettivamente di circa 6.0%, 8.0% e
11.0%. Il sangue di questi tre pool & stato aliquotato in
provette da 0.5 mL e conservato in congelatore a -20°C.
Si & poi provveduto ad analizzare in duplicato, all'inizio e
alla fine della routine, un campione per livello al fine di
valutare la precisione entro la serie e tra le serie e ad
allestire, alla fine della sperimentazione, una serie di 21
replicati di ciascun livello per una ulteriore valutazione
della precisione all'interno della serie.

All'inizio e alla fine di tutte le sessioni analitiche si &
provveduto ad analizzare i controlli a concentrazione nota
di seguito menzionati per verificare I'attendibilita dei siste-
mi in valutazione, provvedendo all'occorrenza alla loro
ricalibrazione. Anche i risultati cosi oftenuti sono stati
utilizzati per il calcolo della imprecisione analitica.

Sono state utilizzate le seguenti apparecchiature e
reattivi: HPLC Menarini HA8140, colonna cromatografica
Menarini lotto numero 0G 1182, Set HA8140 lotto numero
0103, Tampone B lotto numero 003, HbA:. Calibrators

Tabella 1

lotto 0101, Glyco Hb Control Lotto numero 9335/2.

Analizzatore Integra 400, Calibratore lottoc numero
61130001, Reagente lotto numero 61840090, Controllo Nor-
male lotto numero P0938 ed il Controllo Patologico U0533.

Nel corso della valutazione sono stati inoltre analizzati
alcuni campioni con varianti emoglobiniche, rappresentate
da una variante C e tre varianti S. Trattandosi di pazienti
il cui stato emoglobinico era gia noto al laboratorio non
sono state effettuate ulteriori indagini riguardanti le varianti
emoglobiniche. -

Metodi statistici

| risultati ottenuti nel confronto tra metodi sono stati
elaborati atiraverso I'analisi della regressione di Passing
e Bablok. Lo studio dellimprecisione tra serie & stato
effettuato seguendo le linee guida del NCCLS (National
Committee of Clinical Laboratory Standards) Documento
EP-T2. Sono stati calcolati i CV% tra i giorni e totale.

RISULTATI

| valori di imprecisione analitica nella misura della
HbAc con il metodo immunoturbidimetrico Roche su stru-
mento Cobas Integra 400 sono riportati nelle tabelle 1 e 2.

| risultati del confronto tra i metodi immunoturbidime-
trico ed HPLC, su 107 campioni di sangue, sono riportati
come grafico di dispersione nella figura |. La analisi della
regressione/correlazione di tali risultati ha dato y = -0.26
+1.06x ed R? = 0.976, dove y rappresenta i valori ottenuti
con il metodo immunochimico, x quelli ottenuti con metodo
HPLC.

I valori di HbA ottenuti con i due metodi in 4 campioni
di sangue contenenti varianti emoglobiniche sono riportati
nella tabella 3. La figura Il mostra il tracciato cromatogra-
fico (HPLC) del campione contenente HbC.

DISCUSSIONE

| valori di imprecisione nella serie (CV% < 1.5) e trale
serie (CV% Totale < 3) ottenuti in questa sperimentazione
sono da considerarsi ottimi.

Il confronto tra metodi ha evidenziato un'elevata cor-
relazione tra il Cobas Integra 400 di Roche Diagnostics e
HPLC Menarini.

Valutazione della imprecisione analitica, secondo il protocoffo NCCLS EP5-T2, nella determinazione immunoturbidimetrica defla HbA1¢

con strumento Cobas Integra 400

Campione
Statistica
CSN CSP Pool Basso Pool Medio Pool Alto

Media 59 11,6 6,2 8,6 11,5
DS entro la serie 0,05 0,07 0,04 0,08 0,07
DS tra le serie 0,10 0,17 0,09 0,13 0,17
DS totale 0,15 0,30 0,13 0,12 0,26
CV entro la serie (%) 0,81 0,62 0,68 0,66 0,62
CV totale (%) 2,53 2,59 2,11 2,44 2,26
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Tabella 2
Valutazione della imprecisione analitica nella determinazione immunoturbidimetrica della HbA1c con strumento Cobas Integra 400, da

misure replicate effettuate nella serie (n = 21) sulle tre miscele preparate in laboratorio

- Campione
Statistica
Pool Basso Pool Medio Pool Alto
Media 6,21 8,61 11,60
DS 0,06 0,11 0,15
CV, % 1,00 1,26 1,31
16 X% ABRNMORMAL SEPARATION (1D) kX
TIME AREA Ve
F1 ranw 281 1.6
F2 Zn &58 4.1
P3 L 695 4.4
Fa X 145 b o ]
12 Fe = 18l 32582 3314
GAaTML 1548

HbA1c (immunochimico), %
=]

0 f t t
0 4 8 12 16
HbA1c (HPLC), %

Figura |

Determinazione della HbA1c in 107 campioni di sangue. L'analisi
della regressione/correlazione (secondo Passing e Bablock) ha
dato: y = -0,26 + 1,06x; R° = 0,976. La retta di regressione (linea
continua) & confontata con la retta della equivalenza (linea tratteg-
giata).

Tabella 3
Valori di HbA1c misurati con due metodi in tre campioni contenenti
varianti emoglobiniche

Campione Variante HbA1e, %

Immunoturbidimetria  Cromatografia

a C 59 n.d.”
b S 11,0 10,5
c S 9.4 7.3

d S 14,1 11,3

*n.d. = non determinabile

L'analisi dei campioni contenenti varianti emoglobini-
che HbS effettuato su Cobas Integra 400 e HPLC ha
fornito risultati compatibili con lo stato glicemico dei pa-
zienti. Tuttavia non & stato possibile effettuare una valuta-
zione della correlazione a causa dell’esiguo numero di
questi campioni. Per quanto riguarda il campione conte-
nente HbC il Cobas Integra 400 ha fornito un valore di
HbA . compatibile con il controllo glicemico del paziente,
mentre la metodica in HPLC ha prodotto un tracciato sul
quale non & possibile identificare in modo corretto e certo
il picco relativo al’HbA ..

Per quanto riguarda la qualitd del servizio offerta a pit

Figura #f

Tracciato cromatografico (HPLC) di un campione contenente
emoglobina C. L'emoglobina variante eluisce come picco P5, a 2
minuti e 48 secondi

punti prelievo, si & osservata una netta diminuzione dei
tempi di refertazione passando per una routine di 50
campioni giornalieri dai 220 minuti per THPLC a 60 minuti
per lIntegra 400, permettendo la refertazione di tutto il
pannello diabetologico entro il prima pomeriggio in modo
da consentire una gestione ottimale del day-hospital di
diabetologia che prevede la dimissione del paziente entro
le ore 15.

Inoltre I'esecuzione dellHbA+. su di uno strumento in
chimica liquida consente di eliminare la strumentazione
per HPLC dedicata con un risparmio di costi, spazi dedicati
alla strumentazione e allo stoccaggio di reattivi e consente
inoltre un migliore turn-over del personale non necessitan-
do I'utilizzo di personale addestrato appositamente al fun-
zionamento di una strumentazione HPLC.

Infine, nel caso di laboratori ai quali normalmente non
afferiscono pazienti provenienti da centri antidiabetici, I'e-
secuzione del’HbA;. su Cobas Integra 400 consente di
consolidare, all'interno del pannello metabolico, un impor-
tante marker di controllo glicemico con un limitatissimo
investimento economico.
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