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HbA1c ©@®©FS*

Reactivo de diagnéstico para la determinaciéon cuantitativa In Vitro de la hemoglobina A1c (HbA1c) en

sangre total en DiaSys respons®910

Informacion de pedido

N° de pedido 1 3348 99 10 921
4 botellas dobles para 100 determinaciones cada cual

N° de pedido 1 3348 99 10 920
4 botellas dobles para 200 determinaciones cada cual

Método

Hemoglobina: Test fotométrico
HbA1c: Método enzimatico y colorimétrico

Principio
Las concentraciones de la HbA1c y de la hemoglobina se determinan por

separado. El calculo de la parte de HbA1c en la hemoglobina total se
efectua a base de las concentraciones de la HbA1c y de la hemoglobina.

Medicion de la hemoglobina

Especimenes de sangre total son hemolizados mediante la solucion
hemolizante. La hemoglobina es liberada de los eritrocitos. La absorbancia
de la hemoglobina es medida a 570 nm después de afadir el reactivo R1 y
es proporcional a la concentracion total de la hemoglobina en el espécimen.

Medicion de la HbA1c [16]

Después de afiadir el reactivo 2, dipéptidos fructosilados del parte
N-terminal de la beta cadena de la hemoglobina se liberan por proteasas. El
peroxido de hidrégeno (H202) es liberado después de la separacion
oxidativa de los dipéptidos fructosilados por FPOX (fructosil péptido
oxidasa). El H202 generado se determina por analisis colorimétrico
mediante una reaccién con un cromégeno y la enzima peroxidasa a 660 nm.
El aumento de la absorbancia es proporcional a la concentraciéon de la
HbA1c.

Estandarizacion

El test ha sido estandarizado a partir de los métodos de referencia
aprobados IFCC [1] y DCCT/NGSP [4]. Es posible calcular los valores de
control y los de pacientes segun IFCC [mmol/mol] asi como segun
DCCT/NGSP [%].

Los valores NGSP muestran una relacion linear a los del IFCC. Por lo tanto
se pueden calcular mediante la siguiente formula:

HbA1c (IFCC?) = (HbAlc (NGSP?) — 2,15) / 0,0915
HbA1c (NGSP?) = 0,0915 x HbA1c (IFCC?) + 2,15

a: Valores NGSP en %
b: Valores IFCC en mmol/mol

IFCC: International Federation of Clinical Chemistry [1,2,7]
DCCT: Diabetes Control and Complications Trial [3]
NGSP: National Glycohemoglobin Standardization Program [4]

Concentraciones de HbA1c y de Glucosa Media [g]

Debido a la correlacion lineal existente entre la hemoglobina Alc y las
concentraciones medias de glucosa, los valores de HbA1c se pueden
convertir en valores medios estimados de glucosa mediante las ecuaciones
siguientes:

Normalizacién segun [IFCC (calculada conforme a la referencia
bibliografica [8]):

Concentracion media de glucosa [mg/dL] = 2,63 x HbA1c? + 15,01
Concentracion media de glucosa [mmol/L] = 0,146 x HbA1c? + 0,829

b: Valores HbA1c en mmol/mol IFCC

Normalizaciéon segun NGSP:
Concentracion media de glucosa [mg/dL] = 28,7 x HbA1c? — 46,7
Concentracion media de glucosa [mmol/L] = 1,59 x HbA1c? — 2,59

a: Valores HbA1c en % NGSP

No se observan diferencias significativas en la ecuacion de regresiéon para
las variables existentes en la poblacién estudiada (sexo, presencia o
ausencia de diabetes, tipo de diabetes, edad, raza u origen étnico). Aunque
esta ecuacion puede emplearse en la mayoria de individuos, cada
laboratorio tiene que verificar que la ecuacion de regresion es valida para su
grupo de pacientes.

Reactivos

Componentes y concentraciones

R1: Solucién amortiguadora 100 mmol/L
FPOX 20,5 kU/L
Derivado de etileno glicol <10 %

R2: Solucién amortiguadora 20 mmol/L
Proteasa =500 kU/L
Colorante 2 0.05 mmol/L
Derivado de etileno glicol <10 %

Técnica del reactivo

Conservacion y estabilidad de los reactivos

A una temperatura de 2 a 8 °C, los reactivos se conservan hasta el final del
mes de caducidad indicado en el envase siempre que se evite la
contaminacion y la evaporacion. jNo congelar los reactivos y protegerlos de
la luz! Las botellas respons de DiaSys ofrecen proteccién contra la luz.

Advertencias y medidas de precaucion

1. IEl software del analizador a partir de la versiéon 4.8.8.1 es
obligatorio!

2. Los reactivos contienen material de origen biolégico. Tratar el
producto como potencialmente infeccioso segun las precauciones
universales y la buena practica de laboratorio.

3. Los valores de la hemoglobina y de la hemoglobina A1c en g/dL
determinados con DiaSys HbA1c net FS se utilizan exclusivamente
para el calculo de la cuota de la hemoglobina A1c en la hemoglobina
total. jNo utilizar los resultados individuales de la hemoglobina y de la
HbA1c por objetivos diagndsticos!

4. En enfermedades relacionadas con una vida media reducida de los
eritrocitos (determinadas enfermedades hematolégicas) o por
pérdidas de sangre considerables durante las semanas anteriores
(proporcion mayor de eritrocitos jovenes), se pueden presentar
valores bajos falsos (HbA1c baja a pesar de un porcentaje alto de
glucosa en sangre). Se han observado valores altos falsos (HbA1c
alta a pesar del porcentaje normal de glucosa en sangre) en anemias
por déficit de hierro (mayor proporcién de eritrocitos viejos). Este tipo
de enfermedades debe tenerse en cuenta en la interpretacién clinica
de los valores de HbA1c. jCuidado igualmente con la interpretacién
clinica de valores de la HbA1c en pacientes con variantes de
hemoglobina!

5. En casos muy raros, especimenes de pacientes sufriendo de
gammapatias podrian acabar en valores falsificados [15].

6. La N-acetilcisteina (NAC), el acetaminofén y la medicacion del
metamizol conducen a resultados falsamente bajos en muestras de
pacientes.

7. Consultar las fichas de seguridad de los reactivos y observar todas las
medidas de precaucion necesarias para la manipulacion de reactivos
de laboratorio. Para un correcto diagnéstico, se recomienda evaluar
los resultados segun la historia médica del paciente, los examenes
clinicos asi como los resultados obtenidos con otros parametros.

8. iUnicamente para el empleo profesional!

Manipulacién de desechos

Por favor remitase a los requerimientos legales locales.
Equipo adicional necesario

Equipo usual de laboratorio

Preparacion de los reactivos

Los reactivos son listos para usar. Los frascos se colocan directamente en
el rotor de reactivo.
Homogeneizar la solucién hemolizante HbA1c net antes de su uso por
invertir varias veces. Debido a la composicién de la soluciéon hemolizante,
una turbiedad ligeramente opalescente permanece. jEvitar la formacion de
espumal! jNo agitar!

Tipo de Muestra
Sangre total EDTA

Extraer la sangre total por toma de sangre estandarizada y llenar el tubo de
recogida conforme a las especificaciones del fabricante.

Estabilidad de las muestras [5]

Sangre total 1 semana de 2a8°C

Desechar las muestras contaminadas.

Por favor, recoja la sangre total por medio de una venopuncién estandar y
llene el tubo de recoleccion de sangre de acuerdo con las especificaciones
del fabricante.

Se probaron los siguientes tubos de toma de sangre:
BD Vacutainer (Art. No. 368856), 3.0 mL, K2EDTA
Sarstedt Monovette (Art. No. 05.1167), 2.7 mL, K3EDTA

Las mediciones por DiaSys se realizaron el dia de la extraccién de sangre.
Las muestras mostraron una tasa normal de sedimentacién sanguinea.

Por ciclo, es posible la determinacién de hasta 30 muestras de sangre total
en tubos primarios si:

e La calibracién y la recuperacion del control se han realizado
previamente en una ejecucién separada.

e Los tubos primarios arriba mencionados son homogeneizados por
multiples giros y luego analizados inmediatamente en una sola pasada
para reducir los efectos de la sedimentacién de los eritrocitos.

e  Solo HbA1c net se determina en este ciclo.

Las muestras que contienen muy pocos eritrocitos estan marcadas, no

aparece ningun valor. En este caso, vuelva a mezclar la muestra y repita el

andlisis, opcionalmente a través de la posicion STAT.
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Preparacion de Muestras

Se requiere la solucién hemolizante DiaSys HbA1c net para la preparacion
de muestras.

N° de pedido Tamafo del envase
HbA1c net Solucién Hemolizante 14590 99 10 923 4 x 200 tests

Los frascos de la Solucion Hemolizante DiaSys HbA1c net se colocan
directamente en el rotor de reactivo. La hemolisis se realiza
automaticamente a bordo del analizador.

Nota: TruCal HbA1c net nivel 1 para la hemolisis a bordo se prepara por
diluciéon del calibrador disuelto con agua destillada.

2 partes del agua destillada + 1 parte del TruCal HbA1c net Nivel 2

Utilizar TruCal HbA1c net Nivel 1 inmediatamente para el analisis.

Calibracion

Las concentraciones del HbA1c y de la hemoglobina en muestras
desconocidos se deducen de las curvas de calibracion lineales. Cada curva
de calibracion se obtiene por medio de dos calibradores a diferentes niveles
sin valor cero. Calculo

El analizador calcula automaticamente la cuota del HbA1c en la
hemoglobina total en mmol/mol segun IFCC.

IFCC

Valores en mmol/mol segun IFCC:

HbAfc [g/dL]

HbAlc [mmol/mol] =
Hb [g/dL]

jx1000

DCCT/INGSP
Valores en porcentaje segun DCCT/NGSP:

HbAtC [g/olL]J+215

HbAfc [%]=[915x
Hb [g/dL]

Calibradores y Controles

Utilizar DiaSys TruCal HbA1c net para la calibracion. Los valores de
calibracion son trazables al método de referencia IFCC [1]. Ensayar DiaSys
TruLab HbA1c net nivel 1 e 2 para el control de calidad interno. Cada
laboratorio deberia establecer medidas correctoras en caso de obtener
valores fuera del intervalo preestablecido.

N° de pedido Tamafo del envase
TruCal HbA1c net 13350 99 10 044 2 x 0,3mL
TruLab HbA1c net nivel 1 5993099 10 076 6 x 1mL
TruLab HbA1c net nivel 2 59940 99 10 076 6 x 1mL

Caracteristicas

El test tiene un rango de medida de 20 a 150 mmol/mol de la HbA1c
segun IFCC (4 — 16 % segun DCCT/NGSP).

El test esta indicado para una concentracion total de la hemoglobina de
6 a30g/dL (3,73 — 18,6 mmol/L).
Limite de deteccion**

HbA1c 0,2 g/dL

Hemoglobina 1,5 g/dL

Estabilidad en el analizador 4 semanas

Estabilidad de la calibracion 3 semanas (8 horas al dia sin
refrigerar)

Estabilidad de la calibracién 1 semana (24 horas al dia sin
refrigerar)

** Actividad mensurable la mas baja que se distingue de cero
Medio + 3 SD (n = 20) de un espécimen sin analito

Especificidad/Interferencias

Una estudie sobre interferencias fue realizada segun el protocolo EP7-A2
CSLI.

IFCC

Para cada sustancia interferente, dos muestras con valores diferentes de la
hemoglobina y de la Hba1c fueron determinados; una muestra de un nivel
bajo dentro de un intervalo de la hemoglobina de 7 a 10 g/dL y de un

Sustancia interferente Interferencias <10 % HbA1c
(con correccion del [mmol/mol]
hematocrito)

Ascorbato hasta 50 mg/dL 35,3
hasta 50 mg/dL 70,9

Bilirrubina, conjugada hasta 10 mg/dL 35,4
hasta 10 mg/dL 63,7

Bilirrubina, no conjugada hasta 10 mg/dL 36,3
hasta 10 mg/dL 65,9

Glucosa hasta 1000 mg/dL 40,6
hasta 1000 mg/dL 66,2

Hemoglobina, acetilada hasta 10 mmol/L 34,6
hasta 10 mmol/L 70,6

Hemoglobina, carbamilada | hasta 10 mmol/L 34,8
hasta 10 mmol/L 70,0

Lipemia (triglicéridos) hasta 750 mg/dL 35,8
hasta 1000 mg/dL 72,8

N-acetilcisteina (NAC) hasta 2000 mg/L 42,3
hasta 2000 mg/L 71,3

Urea hasta 300 mg/dL 34,6
hasta 300 mg/dL 69,7

Acido urico hasta 20 mg/dL 36,9
hasta 20 mg/dL 76,9

El alcoholismo y la ingestion de una dosis elevada de acido acetilsalicilico

pueden falsear resultados. Para mas informacion sobre interferencias,

véase Young DS [10].

Las variantes de la hemoglobina podrian provocar resultados erréneos de la
HbA1c. Las variantes de la hemoglobina testados (HbS, HbC, HbD, HbE,
HbJ, HbG, HbSC, HbSE, HbEE y HbF) no presentan interferencias
significativas.

Variante Variante dg la Rango del valor Valor medio de

de la hemoglobina de ensayo ) titud

hemoglobina en por ciento HbA1c [% a exactitu
9 P de la HbA1c [%]

(<) DCCT/NGSP]

AS 40% S 52-88 94,7

AC 36%C 50-74 97,1

AD 41%D 56-7,0 93,9

AE 26 % E 59-76 99,1

AJ 50 % J 52-8/4 100

AG 20% G 6,1-6,6 97,4

SC 52 % S, 44 %C 45-7,0 91,6

SE 65% SE 21 % 7.4 95,4

EE 94 % E 51-8,9 98,0

F elevado 46%F 6,5-8,1 93,6

Precision

Valores segun IFCC

En la serie (n=20) Muestra 1 | Muestra2 | Muestra 3

Valor medio [mmol/mol] 32,9 34,8 63,6

Coeficiente de variacion [%] 2,27 2,69 2,14

De un dia a otro (n=20) Muestra1 | Muestra2 | Muestra 3

Valor medio [mmol/mol] 31,0 33,2 62,6

Coeficiente de variacion [%] 2,46 3,31 2,59

Comparacién de métodos (n=100)

Test x Test HPLC

Testy HbA1c net FS (respons®910) de DiaSys

Pendiente 0,983

Interseccion 1,62 mmol/mol

Coeficiente de correlacion 0,994

Valores de Referencia

Valores de referencia recomendados para HbA1c [6]:

intervalo de la HbA1c de 25 a 40 mmol/mol y una muestra de nivel elevado
dentro de un intervalo de la hemoglobina de 10 a 15 g/dL y un intervalo de

la HbA1c de > 55 mmol/mol.
DCCT/NGSP

IFCC NGSP
[mmol/mol] [%]

Pacientes no diabéticos 20 -42 4-6
Objetivo de la terapia <53 <7
Modificacién de la terapia > 64 >8

Para cada sustancia interferente, dos muestras con valores diferentes de la
hemoglobina y de la HbA1c fueron determinados; una muestra de un nivel
bajo dentro de un intervalo de 7 a 10 g/dL y un intervalo de la HbA1c entre
4,0 y 6,3 % y una muestra de nivel elevado dentro de un intervalo de la
hemoglobina de 10 a 15 g/dL y un intervalo de la HbA1c de > 7,15 %.

La tabla siguiente resuma los resultados cumpliendo con todos los niveles
del test y son aplicables tanto para la estandarizaciéon IFCC como para
DCCT/NGSP.

Técnica del reactivo

Cada laboratorio debe comprobar si los valores de referencia indicados son
adecuados para sus pacientes y si es necesario, determinar sus propios
valores de referencia.

Valor limite de la HbA1c para el diagnostico de la diabetes
mellitus [14]:

Segun la recomendacion de la Asociacion Americana de la Diabetes
(American Diabetes Association/ADA):
26,5 % (NGSP) (48 mmol/mol (IFCC))

Pacientes mostrando valores de HbA1c en el rango de 5,7 — 6,4 % (NGSP)
o de 39 a46 mmol/mol HbA1c (IFCC) corren el riesgo de desarrollar la
diabetes.
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HbAlc net FS (reaction 1 hemoglobin)

Application for whole blood samples

This application was set up and evaluated by DiaSys. It is based on the standard equipment at that time and does not
apply to any equipment modifications undertaken by unqualified personnel.

Normal dilution (factor)

Below normal volume[ pL]

Below normal dilution (factor)

Above normal volume [uL]

Above normal dilution (factor)

Application respons®310

Identification Results
This method is usable for analysis: Yes Decimals 1
Twin reaction: Yes Units mmol/mol
Name: HbA1c net Correlation factor-Offset 0.0000
Shortcut: Correlation factor-Slope 1.0000
Reagent barcode reference: 723
Host reference: 723 Range
Gender All
Technic Age
Type: End point SERUM >=20.0 <=42.0
First reagent:[plL] 150 URINE
Blank reagent Yes PLASMA
Sensitive to light Yes CSF
Second reagent:[uL] Whole blood
Blank reagent Gender
Sensitive to light Age
Main wavelength:[nm] 570 SERUM
Secondary wavelength:[nm] 800 URINE
Polychromatic factor: 1.0000 PLASMA
1 st reading time  [min:sec] (04:24) CSF
Last reading time [min:sec] 04:24 Whole blood
Reaction way: Increasing
Linear Kinetics [ Contaminants
Substrate depletion: Absorbance limit | Please refer to r910 Carryover Pair Table
Linearity: Maximum deviation [%]
Fixed Time Kinetics Calibrators details
Substrate depletion: Absorbance limit Calibrator list Concentration
Endpoint Cal. 1/Blank *
Stability: Largest remaining slope Cal. 2 *
Prozone Limit [%] Cal. 3
Cal. 4
Reagents Cal. 5
Decimals [ 2 Cal. 6
Units | g/dL Max delta abs.
Cal. 1 0.005
Sample Cal. 2 0.005
Diluent Cal. 3
Hemolysis: Cal. 4
Agent [uL] HYA (R951) 200 Cal. 5
Cleaner CLN A (R900) Cal. 6
Sample [pL] 10 Drift limit [%)] 0.80
. L HbA1c [mmol/mol]:
Technical limits 20_000(5 _150_0003) Calculations
Concentration technical limits-Lower 6.0000 Model X
Concentration technical limits-Upper 30.0000 Degree 1
SERUM
Normal volume [pL] 25.0 * Enter calibrator value
Normal dilution (factor) 1
Below normal volume [pL] Calculation of HbA1c /Hb ratio is done automatically. For values in
Below normal dilution (factor) percent according to DCCT/NGSP please enter 2.15 offset and a slope
Above normal volume [uL] of 0.0915.
Above normal dilution (factor)
URINE
Normal volume [pL] 25.0
Normal dilution (factor) 1
Below normal volume [pL]
Below normal dilution (factor)
Above normal volume [uL]
Above normal dilution (factor)
PLASMA
Normal volume [uL] 25.0
Normal dilution (factor) 1
Below normal volume [pL]
Below normal dilution (factor)
Above normal volume [uL]
Above normal dilution (factor)
CSF
Normal volume [uL] 25.0
Normal dilution (factor) 1
Below normal volume[ pL]
Below normal dilution (factor)
Above normal volume [uL]
Above normal dilution (factor)
Whole blood
Normal volume [uL] 25.0
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HbAlc net FS (reaction 2 HbAlc)

Application for whole blood samples

This application was set up and evaluated by DiaSys. It is based on the standard equipment at that time and does not
apply to any equipment modifications undertaken by unqualified personnel.

Identification Results
This method is usable for analysis: Yes Decimals 1
Twin reaction: Yes Units mmol/mol
Name: HbA1c net Correlation factor-Offset 0.0000
Shortcut: Correlation factor-Slope 1.0000
Reagent barcode reference: 723
Host reference: 723 Range
Gender All
Technic Age
Type: Fixed time kinetic SERUM >=20.0 <=42.0
First reagent:[plL] URINE
Blank reagent PLASMA
Sensitive to light CSF
Second reagent:[uL] 50 Whole blood
Blank reagent No Gender
Sensitive to light Yes Age
Main wavelength:[nm] 660 SERUM
Secondary wavelength:[nm] 800 URINE
Polychromatic factor: 1.0000 PLASMA
1 st reading time  [min:sec] 05:00 CSF
Last reading time [min:sec] 10:00 Whole blood
Reaction way: Increasing
Linear Kinetics [ Contaminants
Substrate depletion: Absorbance limit | Please refer to r910 Carryover Pair Table
Linearity: Maximum deviation [%]
Fixed Time Kinetics Calibrators details
Substrate depletion: Absorbance limit Calibrator list Concentration
Endpoint Cal. 1/Blank *
Stability: Largest remaining slope Cal. 2 *
Prozone Limit [%] Cal. 3
Cal. 4
Reagents Cal. 5
Decimals [ 3 Cal. 6
Units | g/dL Max delta abs.
Cal. 1 0.005
Sample Cal. 2 0.015
Diluent Cal. 3
Hemolysis: Cal. 4
Agent [uL] HYA (R951) 200 Cal. 5
Cleaner CLN A (R900) Cal. 6
Sample [pL] 10 Drift limit [%)] 0.80

Technical limits

HbA1c [mmol/mol]:
20.0000 -150.0000

Calculations

Concentration technical limits-Lower

0.3000

Model

Automatic Degree

Concentration technical limits-Upper

2.0000

Degree

Auto Drift

SERUM

Normal volume [uL]

25.0

Normal dilution (factor)

1

Below normal volume [pL]

Below normal dilution (factor)

Above normal volume [uL]

Above normal dilution (factor)

URINE

Normal volume [pL]

25.0

Normal dilution (factor)

Below normal volume [pL]

Below normal dilution (factor)

Above normal volume [uL]

Above normal dilution (factor)

PLASMA

Normal volume [uL]

25.0

Normal dilution (factor)

Below normal volume [pL]

Below normal dilution (factor)

Above normal volume [uL]

Above normal dilution (factor)

CSF

Normal volume [uL]

25.0

Normal dilution (factor)

Below normal volume[ pL]

Below normal dilution (factor)

Above normal volume [uL]

Above normal dilution (factor)

Whole blood

Normal volume [uL]

25.0

Normal dilution (factor)

Below normal volume[ pL]

Below normal dilution (factor)

Above normal volume [uL]

Above normal dilution (factor)

Application respons®310

* Enter calibrator value

Calculation of HbA1c /Hb ratio is done automatically. For values in

percent according to DCCT/NGSP please
of 0.0915.

enter 2.15 offset and a slope
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