OO®®HbAlC FS*
CODE CQN : HT

Réactif de diagnostic in vitro pour la déterminatio
photométriques

Présentation

Référence Taille coffret

133299910930 R13x20mL+R22x10mL+R31x10mL
133299910935 R12x15mL+R21x10mL+R31x 5mL
1332999 90 380 R12x15mL+R21x10mL+R31x 5mL
145709910113 1 x 500 mL Solution hémolysante oneHbAlc

Intérét Clinique [1,2,12)

L’hémoglobine Alc (HbAlc) est une hémoglobine glyquée, générée par une
réaction non enzymatiqgue du glucose avec I'hémoglobine native. Ce
processus se déroule en permanence, aussi longtemps qu’un érythrocyte se
trouve dans la circulation sanguine (durée de vie des érythrocytes : 100 a
120 jours). L'ampleur de la glycation est directement proportionnelle a la
concentration de glucose sanguin. La proportion d’'HbAlc de I'hémoglobine
totale integre le taux de glycémie moyen des 6 & 8 derniéres semaines (en
raison de la cinétique du métabolisme des érythrocytes, cette période est
plus touchée par le taux de glycémie que les semaines précédentes).
L'HbAlc sert par conséquent d'indicateur a long terme de la glycémie pour
le contréle rétrospectif de I'évolution du diabéte sucré. Des études cliniques
ont montré qu’'un bon équilibre de la valeur de I'HbAlc peut empécher ou
retarder la survenue de séquelles diabétiques tardives. Le test de 'HbAlc
sert également pour diagnostiquer le diabete mellitus.

Des valeurs faussement basses (HbAlc basse malgré une glycémie élevée)
peuvent survenir dans le cas d’affections liées a une réduction de la durée
de vie des érythrocytes (certaines affections hématologiques) ou dans le cas
d’'une perte sanguine importante au cours des semaines précédentes
(proportion plus élevée de jeunes érythrocytes). Des valeurs faussement
élevées (HbAlc élevée malgré une glycémie normale) ont été observées
dans le cas d’anémie ferriprive (proportion élevée de vieux érythrocytes). De
telles affections doivent étre considérées lors de l'interprétation clinique des
valeurs de 'HbAlc.

Méthode et Principe

Test immunoturbidimétrique a particules renforcées
La détermination de I'HbA1c est réalisée directement sans mesure de
I’'hémoglobine totale.

L’hémoglobine totale et 'HbAlc de I'hémolysat se fixent avec la méme
affinité sur les particules du R1. L’ampleur de la fixation est proportionnelle a
la concentration relative des deux substances dans le sang.

L’anticorps anti-HbAlc humain monoclonal (souris) (R2) se fixe sur 'HbAlc
liée aux particules. L'anticorps anti-souris-lgG polyclonal (chévre) (R3) réagit
avec l'anticorps anti-HbAlc humain monoclonal, et une agglutination se
produit. L'absorbance mesurée est proportionnelle a I'HbAlc liée aux
particules, qui a son tour est proportionnelle au pourcentage d’'HbAlc de
I'échantillon.

Standardisation

L'essai a été standardisé suivant la méthode de référence reconnue
IFCC [3].

Les valeurs NGSP et IFCC montrent une relation linéaire et peuvent ainsi
étre calculées les unes des autres tout en utilisant la formule suivante :
HbA1c (IFCC?) = (HbAlc (NGSPP) — 2,15) / 0,0915

HbAlc (NGSPP) = 0,0915 x HbAlc (IFCC?) + 2,15

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

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

Concentrations de HbAlc et Concentrations Moyennes
de Glucose [10]

En raison dune corrélation linéaire entre I'hémoglobine Alc et les
concentrations moyennes de glucose, les valeurs HbAlc peuvent étre
converties en valeurs moyennes estimées de glucose par les équations
suivantes :

Standardisation selon IFCC (calculé selon référence bibliographique 10) :

Conc. moyenne de glucose [mg/dL] : = 2,63 x HbAlc? + 15,01
Conc. moyenne de glucose [mmol/L] : = 0,146 x HbAlc? + 0,829
a : Valeurs HbA1c en mmol/mol IFCC

Standardisation selon NGSP :
Concentration moyenne de glucose [mg/dL] := 28,7 x HbA1c® — 46,7

Concentration moyenne de glucose [mmol/L] := 1,59 x HbA1c® — 2,59
b : Valeurs HbAlc en % NGSP
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Parmi les variations, aucune différence significative n'a été observée dans
I'équation de régression, avec les individus testés, en tenant compte
notamment du sexe, de la présence ou non de diabéte, du type de diabete,
de l'age, de la race ou de l'ethnie. Bien que cette équation puisse étre
utilisée pour la plupart des individus, chaque laboratoire doit s'assurer que
les équations de régression mentionnées sont applicables au groupe de
patients a examiner.

Réactifs

Composants et concentrations

R1:  Tampon 20 mmol/L
Latex 0,14 %

R2:  Tampon 10 mmol/L
Anticorps de souris anti-HbAlc humain monoclonal 55 mg/L

R3:  Tampon 10 mmol/L
Anticorps polyclonal de chevre anti-lgG de souris 670 mg/L

Conservation et Stabilité des Réactifs

Les réactifs sont stables jusqu’a la fin du mois de la date de péremption
indiquée, conservés entre +2 °C et +8 °C en évitant toute contamination. Ne
pas congeler les réactifs et les conserver a I'abri de la lumiére.

Préparation des Réactifs

Le réactif 1 est prét a I'emploi.

Les réactifs 2 et 3 doivent étre prémélanger avant I'emploi. Transvasez
exactement 5 mL du flacon R3 dans celui du R2, puis immédiatement bien
meélanger le tout.

Stabilité du pré-mélange R2/R3 : 1 mois entre +2 °C et +8 °C.

Avertissements et Précautions d’Emploi

1. Le réactif 2 contient de la matiere animale. Manier le produit comme
potentiellement infectieux selon les précautions universelles et de
bonne pratique de laboratoire.

2. Dans de trés rares cas, des spécimens de patients souffrant de
gammapathie peuvent produire des valeurs faussées [13].

3. Des anticorps hétérophiles dans les spécimens de patients peuvent
produire des valeurs faussées.

4. Merci de vous référer aux fiches de sécurité et prendre les précautions
nécessaires pour l'utilisation de réactifs de laboratoire. Pour le
diagnostic, les résultats doivent toujours étre exploités en fonction de
I'historiqgue médical du patient, des examens cliniques ainsi que des
résultats obtenus sur d’autres parametres.

5. Il est nécessaire de purifier les cuvettes immédiatement aprés une
mesure de I'HbAlc. Pour le nettoyage des cuvettes, veuillez utiliser la
solution alcaline recommandée par le fabricant du systéme.

6.  Uniquement a usage professionnel !

Gestion des Déchets

Se référer aux exigences légales nationales.

Matériels Nécessaires

Equipement général de laboratoire

Spécimen

Sang total recueilli sur EDTA

Eliminer les échantillons contaminés.

Prélever le sang total par prise du sang standardisée et remplir le tube de
prélevement selon les spécifications du producteur.

Préparation des Echantillons :

La solution d’hémolyse DiaSys oneHbAlc, réf. 1457099 10 113 est
nécessaire a la préparation des échantillons.

Préparation des échantillons :

Solution d’hémolyse 1000 pL
Echantillon/Calibrant/Contrdle 20 uL
Mélanger et laisser reposer 5 minutes ou jusqu’a I'hémolyse compléte.

Stabilité des Echantillons  [7]

Sang total 1 semaine entre +2et+8°C
Hémolysat 10 heures  entre +15 et +25 °C
Hémolysat 10 jours entre +2 et+8°C

Mode Opératoire

Des notices d’'application adaptées aux systémes aut  omatisés sont
disponibles sur demande.

Longueur d’onde 660 nm
Trajet optique lcm
Température de mesure +37 °C
Mesure Contre l'air

*Fluid Stable = Liquide et Stable



Systeme en bi réactifs — R2/R3 pré-mélangés

Echantillon/Calibrant 15 uL

Réactif 1 600 pL

Mélanger, incuber pendant 5 minutes, puis ajouter :

Réactif 2/3 300 pL

Mélanger, lire I'absorbance aprés exactement 1 min et lire I'absorbance
apres un total de exactement 5 min.

Calcul

La concentration en HbAlc des échantillons inconnus a doser se calcule a
partir d’'une courbe de calibration utilisant un modele mathématique
approprié, p.ex. du genre spline. La courbe de calibration est obtenue a
partir de quatre calibrants a différents niveaux de concentration et de la
solution NaCl (9 g/L) pour la détermination de la valeur zéro.

Stabilité de la calibration :
Systeme en bi réactifs 4 semaines

Calibrants et Controles

TruCal HbAlc liquid de DiaSys est recommandé pour la calibration. Les
valeurs de ces calibrants sont établies par rapport a la méthode approuvée
de I'lFCC. Les valeurs selon DCCT/NGSP en % ont été dérivées par calcul
a base des valeurs selon IFCC. Utiliser TruLab HbAlc liquid our le contrdle
de qualité interne. Chaque laboratoire établira la procédure a suivre si les
résultats se situent en dehors des limites de confiance.

Référence Taille coffret

TruCal HbAlc liquid 1332099 10043 4x0,25 mL
TruLab HbAlc liquid niveau 1 5979099 10 074 4x0,25 mL
TruLab HbAlc liquid niveau 2 5980099 10 074 4x0,25 mL

Performances
Données évaluées sur Hitachi 917

Domaine de mesure

Le test a un domaine de mesure de 30 & 150 mmol/mol d’'HbAlc selon IFCC
(4,9 - 16 % selon NGSP), au moins jusqu’a la concentration du calibrant le
plus élevé.

Le test convient & une concentration d’hémoglobine totale de 6,6 a 26 g/dL.

Spécificité/Interférences

L’étude sur les interférences a été conduit selon le protocole EP7-A2 CLSI.
IFCC

Pour chaque substance interférente, deux échantillons ayant des valeurs
différentes d’'HbAlc ont été testés; un échantillon de bas niveau d'un
intervalle d’'HbAlc de 20 a 40 mmol/mol et un échantillon de niveau élevé
dans d'un intervalle d’'HbA1c de 60 & 100 mmol/mol.

DCCT/NGSP

Pour chaque substance interférente, deux échantillons ayant des valeurs
différentes d’HbAlc ont été testés; un échantillon de bas niveau d’'un
intervalle d’HbAlc de 4,0 a 5,8 % et un échantillon de niveau élevé dans
d’un intervalle d’'HbAlc de 7,6 a 11,3 %.

Le tableau ci-dessous regroupe les résultats qui conviennent pour chaque
niveau standardisé soit selon IFCC soit selon DCCT/NGSP pour le systéme
bi réactifs.

Interférences

Substance interférente <7 % DCCT/NGSP et < 10 % IFCC

Acide ascorbique jusgu'a 60 mg/dL

Bilirubine (conjuguée et

non conjuguée) jusqu'a 60 mg/dL

Glucose jusqu’a 1000 mg/dL

Hémoglobine, acétylée jusgu’a 10 mmol/L

Hémoglobine, carbamylée jusgu'a 10 mmol/L

Lipémie (triglycérides) jusgu’a 2000 mg/dL

NAC (N-acétylcystéine) jusgu’a 1000 mg/L

Urée jusgu’a 300 mg/dL

Facteurs rhumatoides jusqu'a 500 IU/mL

Aucune perturbation n'a été observée par la base de Schiff
(intermédiaires labiles) [7]. L'alcoolisme et la prise de doses élevées
d’aspirine peuvent induire des résultats erronés. Pour plus d'information
au sujet des interférences, voir Young DS [11].

Variantes de I'hémoglobine [7]:

Aucune perturbation n'a été observée en présence des variantes AS, AC,
AD, AG, DD et elevated A2.

Les variantes AE, AJ, SS, CC, SC, SE, EE, elevated F et elevated A2/F
peuvent provoquer des résultats erronés.
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Sensibilité/Limite de détection

La limite de détection analytique (LOQ) est de 30 mmol/mol d’HbAlc selon
IFCC (4.9 % HbAlc selon DCCT/NGSP).

Précision

Valeurs selon IFCC ; Hitachi 917, systeme bi réactifs
Intra série Moyenne SD CcVv
n=20 [mmol/mol] [mmol/mol] [%]
Echantillon 1 36,4 0,572 1,57
Echantillon 2 60,0 0,522 0,869
Echantillon 3 87,6 1,01 1,15
De jour en jour Moyenne SD Ccv
n=20 [mmol/mol] [mmol/mol] [%]
Echantillon 1 36,4 0,572 1,57
Echantillon 2 60,0 0,522 0,869
Echantillon 3 87,6 1,01 1,15

Comparaison de méthodes

Une comparaison de la méthode oneHbAlc FS de DiaSys (y) avec une
méthode du commerce (x), réalisée sur 88 échantillons, a donné les
résultats suivants (selon ICFF) :

y =1,01 x — 1,10 mmol/mol; r = 0,997

Une comparaison de la méthode oneHbAlc FS de DiaSys (y) avec une
méthode HPLC (x), réalisée sur 100 échantillons, a donné les résultats
suivants (selon IFCC) :

y =1,01 x — 0,437 mmol/mol; r = 0,997

Valeurs Usuelles
Valeurs de références recommandées pour HbAlc [8]
mmol/mol IFCC % NGSP

Patients non-diabétiques : 20-42 4-6
Objectif de thérapie : <53 <7
Modification de thérapie : > 64 >8

Chaque laboratoire devrait vérifier si les valeurs usuelles sont transmissibles
a sa propre population patiente et déterminer ses propres valeurs de
référence si besoin.

Valeur limite de 'HbA1lc pour le diagnostic du diab  ete mellitus [12]:

Selon la recommandation de I’Association Américaine du Diabéte (American
Diabetes Association/ADA):

2 6.5 % (NGSP) (48 mmol/mol (IFCC))

Des patients montrant des valeurs de I'HbAlc dans un domaine de
57-6,4% (NGSP) ou de 39 a46 mmol/mol HbAlc (IFCC) courent un
risque élevé de développer du diabéte.
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