O@®HbAlLc FS*

Reactivo para la determinacion cuantitativa In Vitro de hemoglobina Alc en sangre entera en equipos fot ~ ométricos en

general

Informacion de pedido

N° de pedido Tamarfio del envase

13329 99 10 930 R13x20mL+R22x10mL+R31x10mL
1332999 10 935 R12x15mL+R21x10mL+R31x 5mL
13329 99 90 380 R12x15mL+R21x10mL+R31x 5mL
145709910113 1 x 500 mL oneHbA1c solucién hemolizante

Resumen [1,2,12]

Hemoglobina Alc (HbAlc) es una hemoglobina glicada que se origina a
partir de una reacciéon no enzimatica de glucosa con hemoglobina nativa.
Este proceso se produce constantemente mientras se encuentre un
eritrocito en la circulaciéon sanguinea (la vida media de los eritrocitos es de
100 a 120 dias). El grado de glicacion es directamente proporcional a la
concentracion de glucosa en sangre. La proporcion de HbAlc en la
hemoglobina total integra el nivel medio de glucosa en sangre de las Ultimas
6 a 8 semanas (debido a la cinética del volumen de eritrocitos, el nivel de
glucosa en sangre se manifiesta méas durante este periodo que durante las
semanas anteriores). Por este motivo, la HbAlc sirve como pardmetro de
glucemia a largo plazo para el seguimiento retrospectivo en casos de la
diabetes mellitus. Los estudios clinicos han demostrado que un ajuste
adecuado del valor HbAlc puede impedir o retrasar las consecuencias
diabéticas a largo plazo. El test de la HbAlc sirve igualmente para
diagnosticar la diabetes mellitus.

Debido a que la cantidad de HbA1c también depende de la cantidad total de
hemoglobina, se indica la parte proporcional de HbAlc en la hemoglobina
total.

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

Método y Principio

Test inmunoturbidimétrico con particulas de refuerzo

La determinacién de HbAlc se produce directamente sin medicién de
hemoglobina total.

La hemoglobina total y la HbAlc en hemolizado se unen con la misma
afinidad a las particulas en R1. El grado de unién es proporcional a la
concentracion relativa de ambas sustancias en la sangre.

El anticuerpo monoclonal HbAlc anti-humano (ratén) (R2) se une a la
HbAlc unida por particulas. El anticuerpo policlonal 1gG anti-ratén (cabra)
(R3) reacciona con el anticuerpo monoclonal HbAlc anti-humano
produciendo una aglutinacién. La absorbancia medida es proporcional a la
HbAlc unida por particulas que, a su vez, es proporcional al porcentaje de
HbAlc en la muestra.

Estandarizacién

La prueba ha sido estandarizada a partir del método de referencia aprobado
IFCC [3].

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

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

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

IFCC: International Federation of Clinical Chemistry [3,4,9]
DCCT: Diabetes Control and Complications Trial [5]
NGSP: National Glycohemoglobin Standardization Program [6]

Concentraciones de HbAlc y de Glucosa Media  [10]

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

Normalizacién segun IFCC (calculada conforme a la referencia bibliografica
10):

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

a: Valores HbAlc en mmol/mol IFCC
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Normalizacién segin NGSP:

Concentracion media de glucosa [mg/dL] = 28,7 x HbAlc® — 46,7
Concentracion media de glucosa [mmol/L] = 1,59 x HbA1c® — 2,59

b: Valores HbAlc en % NGSP

No se observan diferencias significativas en la ecuacion de regresion 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 asegurarse de que la ecuacion de regresion es valida
para su grupo de pacientes.

Reactivos

Componentes y concentraciones

R1: Solucién amortiguadora 20 mmol/L
Latex 0,14 %

R2: Solucién amortiguadora 10 mmol/L
Anticuerpo monoclonal HbA1c anti-humano de 5,5 mg/mL
ratén

R3: Solucién amortiguadora 10 mmol/L
Anticuerpo policlonal IgG anti-ratén de cabra 67 mg/dL

Almacenamiento y Estabilidad del Reactivo

Los reactivos son estables hasta el final del mes indicado como fecha de
expiracion, si son almacenados entre 2 y 8°C, y si se evita la
contaminacion. No congelar los reactivos y protegerlos de la luz.

Preparacion de los Reactivos

El reactivo 1 es listo para usar.

Los reactivos 2 y 3 tienen que ser pre-mezclado antes del uso. Transferir
5 mL del R3 en el envase del R2, entonces bien mezclar inmediatamente.
La estabilidad de R2/R3 pre-mezclado es 1 mes de 2 a 8 °C.

Advertencias y Precauciones

1. El reactivo 2 contiene material de origen animal. Tratar el producto
como potencialmente infeccioso segun las precauciones universales y
la buena préctica de laboratorio.

2. Excepcionalmente pueden obtenerse valores errbneos en muestras
de pacientes con gammapatias [13].

3. Los anticuerpos heteréfilos en especimenes de pacientes pueden
llevar a valores erroneos.

4.  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 diagnostico, se recomienda evaluar
los resultados segun la historia médica del paciente, los exdmenes
clinicos asi como los resultados obtenidos con otros parametros.

5. Se necesita purificar las cubetas inmediatamente después de una
medicion del HbAlc. Para la purificacion de las cubetas, por favor,
empleen la solucién alcalina de lavar recomendada por el fabricante
del sistema de andlisis.

6. ijUnicamente para el empleo profesional!

Manipulacién de Desechos
Remitirse a los requerimientos legales locales.

Materiales Requeridos
Equipo general de laboratorio

Espécimen

Sangre entera EDTA

Desechar las muestras contaminadas.

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

Preparacion de las muestras

Para la preparacion de muestras se requiere la solucion hemolizante DiaSys
oneHbA1c (n° de pedido 1 4570 99 10 113).

Preparacion de muestras:

Solucién hemolizante 1000 pL
Muestra/calibrador/control 20 pL
Mezclar y dejar reposar 5 min. o hasta que se haya completado la
hemodlisis.

Estabilidad [7]

Sangre entera lsemana de 2a8°C
Hemolizante 10 horas de 15a25°C
Hemolizante 10 dias a 2a8°C

*Fluid Stable = liquido estable



Procedimiento del Ensayo

Hay disponibles, a peticion, aplicaciones para sist ~ emas automaticos.

Longitud de onda 660 nm
Paso optico lcm
Temperatura 37°C

Método de medida Respecto al aire

Sistema con 2 componentes (R2/R3 pre-mezclado)

Muestra o calibrador 15 uL

Reactivo 1 600 pL

Mezclar, incubar por 5 minutos y afiadir:

Reactivos 2/3 300 pL

Mezclar, leer la absorbancia exactamente después de 1 minuto y leer la
absorbancia de nuevo exactamente después de 5 minutos.

Célculo

Un AA se calcula a partir de las lecturas de absorbancia.

AA = (A2 — A1) Muestra/Calibrador

La concentracién de HbAlc de muestras desconocidas se calcula mediante
una curva de calibraciéon y empleando un modelo matematico adecuado, por
ejemplo Spline. La curva de calibracion se establece con cuatro
calibradores de diversa concentracion y con solucién de NaCl (9 g/L) para
determinar el punto cero.

Estabilidad de la calibracion:

Sistema con 2 componentes 4 semanas

Calibradores y controles

Se recomienda utilizar TruCal HbAlc liquido para la calibracion. Los valores
del calibrador TruCal HbA1c liquido son trazables al método de referencia
probado de la IFCC. Los valores segin DCCT/NGSP en % se derivaron por
calculacion de los valores segun IFCC. Utilizar TruLab HbA1c liquido para el
control de calidad interno. Cada laboratorio deberia establecer medidas
correctoras en caso de obtener valores fuera del intervalo preestablecido.

N° de pedido Tamafio del envase
TruCal HbA1c liquido 1332099 10 043 4x0,25 mL
TruLab HbA1c liquido nivel 1 59790 99 10 074 4 x 0,25 mL
TruLab HbAlc liquido nivel 2 59800 99 10 074 4x0,25 mL

Caracteristicas
Datos evaluados en Hitachi 917

Rango de medida

El test tiene un rango de medida de 30 — 150 mmol/mol de HbAlc segln
IFCC (4,9 — 16 % segun NGSP) y llega por lo menos hasta la concentracion
del calibrador més alto.

El test esta indicado para una concentracion total de hemoglobina de

6,6 - 26 g/dL.

Interferencias

El estudio sobre interferencias fue realizada segun el protocolo EP7-A2
CLSI.

IECC

Para cada sustancia interferente, dos muestras con valores diferentes de la
Hbalc fueron determinados; una muestra de un nivel bajo de un intervalo
de la HbA1c de 20 a 40 mmol/mol y una muestra de nivel elevado dentro de
un intervalo de la HbAlc de 60 a 100 mmol/mol.

DCCT/INGSP

Para cada sustancia interferente, dos muestras con valores diferentes de la
HbAlc fueron determinados; una muestra de un nivel bajo dentro de un
intervalo de la HbAlc entre 4,0 y 5,8 % y una muestra de nivel elevado
dentro de un intervalo de la HbAlc de 7,6 y 11,3 %.

La tabla abajo resuma los resultados cumpliendo con todos los niveles de
test y son aplicables tanto para la estandarizacion IFCC como para
DCCT/NGSP por la sistema con 2 componentes.
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Interferencias
<7 %DCCT/NGSP y <10 % IFCC
hasta 60 mg/dL

hasta 60 mg/dL

Sustancia interferente

Acido ascérbico
Bilirrubina (conjugada y
no conjugada)

Glucosa hasta 1000 mg/dL

Hemoglobina, acetilada hasta 10 mmol/L

Hemoglobina, carbamilada hasta 10 mmol/L

Lipemia (triglicéridos) hasta 2000 mg/dL

NAC (acetilcisteina) hasta 1000 mg/L

Urea hasta 300 mg/dL

Factores reumatoides hasta 500 IU/mL

No se presentan interferencias por la base de Schiff (intermedios
débiles).

El alcoholismo y la ingestién de una dosis elevada de Aspirina pueden
falsear resultados. Para mas informaciéon sobre interferencias, véase
Young DS [13].

Variantes de la hemoglobina [7]:

No aparecen interferencias con las variantes de la hemoglobina AS,
AC, AD, AG, DDy elevated A2.

Las variantes de la hemoglobina AE, AJ, SS, CC, SC, SE, EE elevated F y
elevated A2/F podrian provocar resultados erréneos (> 7 % DCCT/NGSP;
>10 % IFCC).

Limite de deteccion del test/Limite de prueba

El limite inferior de prueba (LOQ) es de 30 mmol/mol de HbAlc segun IFCC
(4,9 % HbA1c seglin DCCT/IFCC).

Imprecisién (Hitachi 917, sistema de 2 componentes)

Valores segun IFCC

En la serie Valor medio Desviacion Coeficiente de
n=20 (VM) estandar variacion (CV)
[mmol/mol] [mmol/mol] [%]
Muestra 1 36,4 0,572 1,57
Muestra 2 60,0 0,522 0,869
Muestra 3 87,6 1,01 1,15
De un dia a Valor medio Desviacion Coeficiente de
otro (VM) estandar variacién (CV)
n=20 [mmol/mol] [mmol/mol] [%]
Muestra 1 36,4 0,572 157
Muestra 2 60,0 0,522 0,869
Muestra 3 87,6 1,01 1,15

Comparacion de métodos

En la comparacion de DiaSys oneHbAlc FS (y) con otro test disponible en
el mercado (x) se obtuvieron los siguientes resultados (IFCC) para 88
muestras:

y =1,01 x — 1,10 mmol/mol; r = 0,997

En la comparacion de DiaSys oneHbAlc FS (y) con un test HPLC (x) se
obtuvieron los siguientes resultados (IFCC) para 100 muestras:

y =1,01 x — 0,437 mmol/mol; r = 0,997

Valores de referencia

Valores de referencia recomendados para HbAlc [8]

mmol/mol IFCC % NGSP
Pacientes no diabéticos 20-42 4-6
Objetivo de terapia <53 <7
Modificacion de terapia > 64 >8

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 HbAlc para el diagnéstico de la diabetes mellitus
[12]:

Segln la recomendacién de la Asociacion Americana de la Diabetes
(American Diabetes Association/ADA):

> 6.5 % (NGSP) (48 mmol/mol (IFCC))

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