HbA1c @O® FSs*

Présentation

Référence Composition du kit
13348 99 10 930 R1 3x18mL+R2 3x6mL

Kits a utiliser avec les applications CE de DiaSys.

Emploi Prévu

Réactif de diagnostic pour la détermination quantitative in vitro de
I'némoglobine Alc dans le sang total humain sur systémes
photométriques automatisés.

Intérét Clinique

L'hémoglobine Alc (HbAlc) est définie comme ['hémoglobine
glyquée formée par la liaison non enzymatique du glucose a
I'hnémoglobine native. La quantité d'HbAlc dépend de la quantité
totale d'hémoglobine. Par conséquent, le taux d'HbAlc est exprimé
comme le rapport entre I'hémoglobine glyquée et I'hémoglobine
totale [1, 2]. Le taux de glycation est directement proportionnel a la
glycémie. Comme la durée de vie moyenne des érythrocytes est
d'environ 120 jours, le taux d'HbAlc reflete le taux de glycémie
pendant cette période [1]. Selon le groupe d'age, le dosage de
I'HbAlc est recommandé pour différentes applications. Chez les
adolescents et les adultes, il sert & dépister le risque de diabéte et
a diagnostiquer un diabéte manifeste, en particulier le diabéete de
type 2 [1,3]. Comme des études cliniques ont montré qu'une
réduction du taux d'HbAlc peut permettre de prévenir ou de retarder
les conséquences tardives du diabéte [1,2], le taux d'HbAlc est
également utilisé pour surveiller le taux de glycémie a long terme
chez les diabétiques afin de controler le succés de chaque
traitement. Par contre, chez les enfants, le dosage de I'HbAlc n'est
recommandé que pour dépister un risque accru de diabéte [4].

Méthode
Hémoglobine : Test photométrique
HbAlc : Méthode enzymatique et colorimétrique

Les concentrations d'HbAlc et de I'hémoglobine sont dosées
individuellement. La proportion d'HbAlc par rapport a I'hémoglobine
totale est calculée uniquement a partir des valeurs individuelles.

Mesure de ’hémoglobine

Des spécimens de sang total sont hémolysés a I'aide de la solution
hémolysante. L’hémoglobine totale est libérée a partir des
érythrocytes. L’extinction de I'hémoglobine est déterminée a 570 nm
aprés l'addition du réactif R1 et elle est proportionnelle a la
concentration d’hémoglobine totale contenue dans le dosage.

Mesure de ’HbA1c [5]

Apres I'addition du réactif 2, des dipeptides fructosylés de la partie
N terminale de la chaine B d’hémoglobine sont libérés par des
protéases. Du peroxyde d’hydrogéne (H.O,) est libéré aprés le
détachement oxydatif des dipeptides fructosylés par le FPOX
(fructosyl-peptide-oxydase). Ce H,O, généré est déterminé a
660 nm par analyse colorimétrigue en réagissant avec un
chromogene en présence de I'enzyme peroxydase. La croissance
d’absorbance est proportionnelle a la concentration de 'HbA1c.
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Standardisation

L’essai a été standardisé suivant la méthode de référence reconnue
IFCC [6].
Ces valeurs NGSP et IFCC montrent une relation linéaire et peuvent
ainsi étre calculées les unes des autres tout en utilisant la formule
suivante :

HbAlc (IFCC?) = (HbALc (NGSPY) — 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 [6-8]

DCCT : Diabetes Control and Complications Trial [9]

NGSP : National Glycohemoglobin Standardization Program [10]

Concentrations de HbAlc et Concentrations
Moyennes de Glucose

En raison d’'une corrélation linéaire entre ’hémoglobine A1c 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 [11] :

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

Standardisation selon NGSP :

Conc. moyenne de glucose [mg/dL] = 28,7 x HbALlc® — 46,7
Conc. moyenne de glucose [mmol/L] = 1,59 x HbA1c® — 2,59
b : Valeurs HbAlc en % NGSP

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 diabéte, de I'age, de la race ou de I'ethnie. Bien
gue 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 100 mmol/L
FPOX 20,5 kU/L
Dérivé d’éthyléne- <10 %
glycol

R2: Tampon 20 mmol/L
Protéase = 500 kU/L
Chromogene > 0,05 mmol/L
Dérivé d’éthyléne- <10 %
glycol

Conservation et Stabilité

Les réactifs sont stables jusqu'a la date de péremption indiquée sur
le coffret, conservés entre +2°C et +8°C en évitant toute
contamination. Ne pas congeler et conserver a I'abri de la lumiere.
La stabilité du réactif en flacon ouvert est de 12 mois jusqu'a la date
de péremption.
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Avertissements et Précautions d’Emploi

1. Les composants contenus dans HbAlc net FS sont classés
comme suit conformément au reglement CE 1272/2008
(CLP):

N Réactif 2 : Attention. H400 : Trés toxique pour les
organismes aquatiques. P273 Eviter le rejet dans
I'environnement. P391 Recueillir le produit répandu.
P501 Eliminer le contenu/récipient dans un centre de
collecte des déchets dangereux ou spéciaux.

2. Les réactifs contiennent du matériel d'origine biologique.
Manier le produit comme potentiellement infectieux selon les
précautions universelles et de bonne pratique de laboratoire.

3. Des valeurs de I'hémoglobine et de I'HbA1c en g/dL
détermines avec HbAlc net FS de DiaSys sont seulement
employés pour calculer le ratio de 'HbA1c FS a base de
I'hémoglobine total. Ne pas utiliser les résultats individuels
d’hémoglobine totale et d’'HbA1c pour le diagnostic !

4. Ne pas utiliser le HbAlc net pour diagnostiquer un diabete
gestationnel [12].

5. 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) [1].

6. Comme I'HbAlc représente le couplage stable du glucose a
I'extrémité N-terminale de la chaine 8 de I'hémoglobine A1, les
variantes Hb glycosylées sans chaine 3 ne peuvent pas étre
déterminées avec ce test. La détermination de I'hémoglobine
totale inclut toutes les variantes Hb ; par conséquent, les
dosages présentant des concentrations élevées de variantes
Hb sans chaines B peuvent présenter des concentrations
d'HbA1 faussement faibles.

7. Dans de tres rares cas, des spécimens de patients souffrant
de gammapathie peuvent produire des valeurs erronées [13].

8. La N-acétylcystéine (NAC), [lacétaminophéne et les
médicaments a base de métamizole, conduisent aux résultats
faussement bas dans les spécimens de patients.

9. En cas de dysfonctionnement du produit ou d'altération de son
aspect susceptible d'affecter ses performances, contacter le
fabricant.

10. Signaler tout incident grave lié au produit au fabricant et a
l'autorité compétente de I'Etat membre ol se situe |'utilisateur
et/ou le patient.

11. Merci de vous référer aux fiches de sécurité (FDS) 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'historique médical du patient,
des examens cliniques ainsi que des résultats obtenus sur
d’autres paramétres.

12. Uniquement a usage professionnel.

Gestion des Déchets

Se référer aux exigences légales locales en termes de dispositions
relatives a I'élimination des produits chimiques, conformément a la
FDS correspondante, pour décider de leur élimination en toute
sécurité.

Avertissement : Manipuler les déchets comme des matiéres
potentiellement dangereuses au plan biologique. Eliminer les
déchets conformément aux instructions et procédures de
laboratoire acceptées.
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Préparation du Réactif

Les réactifs sont préts a I'emploi.

Laisser revenir la solution hémolysante HbAlc net a température
ambiante, puis ’homogénéiser avant I'utilisation par des inversions
répétées. DO a la composition de la solution hémolysante, une

turbidité légerement opalescente persiste. Eviter la formation de
mousse ! Ne pas agiter !

Matériels Nécessaires
Equipement général de laboratoire

Spécimen
Sang total humain recueilli sur EDTA

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

N'utilisez que des tubes ou des récipients adaptés pour le
prélévement et la préparation des échantillons.

Lorsque vous utilisez des tubes primaires, suivez les instructions du
fabricant.

Stabilité [14] :

Sang total 1 semaine de
Hémolysante 1 heure de

+2°Ca+8°C
+15°Ca+25°C
Eliminer les échantillons contaminés.

Préparation de I’Echantillon

La solution hémolysante HbAlc net de DiaSys avec n° référence
1 4590 99 10 113 est indispensable pour la préparation des
spécimens.

Hémolyser le calibrant, les contrles et les spécimens avant
I'utilisation. Utiliser le matériel hémolysé pendant I'heure qui suit la
préparation. Le traitement en mode batch est recommandé.

En cas d’hémolyse manuelle, se référer au schéma de pipetage
ci-dessous :

Préparation

Calibrant Calibrant Controle Spécimen

Niveau 1 Niveau 2 p
TruCal HbAlc
net Niveau 1 16 uL ) ) .
TruCal HbAlc
net Niveau 2 . 50 pL ) .
TruLab HbAlc
net Niveau 1 et - - 50 uL 50 pL
2/ Echantillon
Rajouter
HbAlc net
Solution 1000 pL 1000 pL 1000 pL 1000 pL
hémolysante
Mélanger et laisser reposer 1 minute. L’hémolyse est compléte apres une
minute. DO a la composition de la solution hémolysante, une turbidité
légere subsistera.
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Mode Opératoire Performances
Configuration de base sur BioMajesty® JCA-BM6010/C Données évaluées sur BioMajesty® JCA-BM6010/C

(C’onf|g_urat_|on de TV\,”N test) . Domaine de mesure de 20 mmol/mol jusqu’a 150 mmol/mol
Détermination de I’lhémoglobine d’HbA1c selon IFCC (de 4 % jusqu’a 16 % selon NGSP/DCCT).
Longueur d’onde 571/805 nm La linéarité < 30 mmol/mol est donnée a * 1,5 mmol/mol, entre
Température +37 °C 30 mmol/mol et 100 mmol/mol & = 5 %, pour > 100 mmol/mol &
Mesure Point final +7%.
Echantillon/Calibrant 15 pL Le test convient & une concentration d’hémoglobine totale de
Réactif 1 90 pL 6 g/dL jusqu’a 30 g/dL (de 3,73 mmol/L jusqu’a 18,6 mmol/L). La
Réactif 2 - linéarité est donnée a + 5%.
Absorbance 1 Cycle 17/18 (231 s/244 s) Limite de détection** HbAlc : 0,3 g/dL
Absorbance 2 - Hémoglobine : 6 g/dL
Calibration Linéaire — —
Limite de quantification** HbAlc: 0,3 g/dL
Détermination de ’'HbA1c Hémoglobine : 6 g/dL
Longueur d’onde 658/805 nm p p, -

4 N Interférence par Interférences Concentration
Température +37 °C <10%d 0 de I'analvt
Mesure Point final = ‘,’r an:'s e rﬁmarll/?nyf
Echantillon/Calibrant 15 pL seru i [mmol/mol]
Réactif 1 90 L avec cgrrec ion
Réactif 2 30 pL Phém f it
Ajout Réactif 2 Cycle 19 (286 s) ema 0,9 ite
Absorbance 1 Cycle 22/23 (327 s/340 s) - . Jusqua
Absorbance 2 Cycle 41/42 (586 s/600 s) Acide ascorbique 50 mg/dL 31,7
Calibration Linéaire 50 mg/dL 67.7

Calibration Acide urique 20 mg/dL 34,1
_I_es concentrations Id’|j|bA1(_; et d’hémoglobine_ des_ éch_anltil_lons 20 mg/dL 69,8
inconnus sont calculés a partir des courbes de calibrations linéaires. — ——
. . i . . Bilirubine (conjuguée) 10 mg/dL 34,4
Chaque courbe de calibration est établie a I'aide de deux calibrants
de niveaux différents sans valeur zéro. 10 mg/dL 70,5
Bilirubine
Calcul (non conjuguée) 10 mg/dL 324
Apres lintroduction de la formule de calcul dans l'analyseur, le 10 mg/dL 70,9
calcul d_u ratio de I’HbA1c et qe _Ifhér_noglobine ?otale s’effectue Glucose 1000 mg/dL 34,9
automatiqguement. Voir manuel d’utilisation du systéme.
N L 1000 mg/dL 60,8
Selon le type de standardisation choisi, saisir une des formules -
suivantes : Hémoglobine (acétylée) 10 mmol/L 34,6
IECC 10 mmol/L 70,6
Valeurs en mmol/mol conforme a I'IFCC : Hémoglobine 10 mmol/L 34.8
(carbamylée)
HbA1c [mmol /mol | = {WJ %1000 10 mmol/L 70,0
[g/dL] Lipémie (triglycérides) 1000 mg/dL 31,5
1000 mg/dL 67,4
DCCT/INGSP . NAC (N-acétylcystéine) 2000 mg/L 32,3
Valeurs en pour cent d’aprés NGSP : 2000 mg/L 706
HbATe [% :[ o15 x HPATe [g/dL] ] . Urée 300 mg/dL 31,2
Hb [g/dL] 300 mg/dL 66,9
A R Pour plus d'informations sur les substances interférentes, se référer aux
Calibrants et Contrbles références bibliographiques [1,15-17].

TruCal HbAlc net de DiaSys est recommandé pour la calibration.
Les valeurs du calibrant sont établies par rapport a la méthode
approuvée de I'lFCC [6]. Utiliser TruLab HbA1c net Niveau 1 et
Niveau 2 (TruLab HbA1c net Level 1/2) de DiaSys pour le controle
de qualité interne. Toutes les valeurs titrées des contrdles sont
tracables au systéme de réactif/calibrant de DiaSys. Le contrdle de
qualité doit étre effectué apres la calibration. Les intervalles et les
limites de contrdle doivent étre adaptés aux exigences individuelles
de chaque laboratoire. Les résultats doivent se situer dans les
intervalles définis. Suivre les exigences légales et les directives
pertinentes. Chaque laboratoire établira la procédure & suivre si les
résultats se situent en dehors des limites de confiance.

Référence Présentation
TruCal HbAlc net 133509910044 2 x 0,3mL
TruLab HbAlc net 599309910076 6 x 1mL
Level 1
TruLab HbA1lc net 599409910076 6 x 1mL
Level 2
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Les variantes de I'hémoglobine peuvent provoquer des résultats
erronés. Les variantes de ’hémoglobine testées (HbS, HbC, HbD,
HbE, HbJ, HbG, HbSC, HbSE, HbEE et HbF) n'ont pas démontré
des interférences significatives.

Variante de Variante du Intervalle de la | Valeur

I’'hémoglobine | pourcentage valeur titrée moyenne
de de I'HbA1c d’exactitude
I’'hémoglobine | [% DCCT/ de I'HbA1c
(=) 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 59-7,6 99,1

AJ 50% J 52-8,4 100

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

52% S,
SC 24%C 45-7,0 91,6
65% S,

SE 27% E 7,4 95,4

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

F élevé 4,6% F 6,5-8,1 93,6

Précision

Valeurs selon IFCC

gézpz%t)abilité Echantillon 1 | Echantillon 2 | Echantillon 3

Moyenne 32,7 33,2 63,7

[mmol/mol]

CV [%] 0,947 0,623 0,483

En_laboratoire Echantillon 1 | Echantillon 2 | Echantillon 3

(n=80)

Moyenne

[mmol/mol] 32,1 33,6 67,6

CV [%] 1,63 1,29 1,22

Comparaison de méthodes (n=100)

Test x HPLC Arkray HA-8160 V7.41

(Arkray HA-8160 V7.41)
Testy HbA1c net FS de DiaSys
(BioMajesty® JCA-BM6010/C)

Pente 0,966

Ordonnée a l'origine -0,015 mmol/mol

Coefficient de corrélation 0,993

** selon CLSI document EP17-A2, Vol. 32, No. 8

Valeurs Usuelles
Valeurs de références recommandées pour [18] :

mmol/mol IFCC % NGSP

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

Valeur limite de I’HbA1c pour le diagnostic du diabéte
mellitus [2] :

Selon la recommandation de I'’Association Américaine du Diabéte
(American Diabetes Association/ADA) : = 6,5 % selon DCCT et
48 mmol/mol selon IFCC.

Des patients montrant des valeurs de ’'HbA1c dans un domaine de
5,7 & 6,4 % selon DCCT ou de 39 a 46 mmol/mol HbAlc selon IFCC
courent un risque élevé de développer du diabéte.
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Chaque laboratoire devrait vérifier si les valeurs usuelles sont
transmissibles a sa propre population patiente et déterminer ses
propres valeurs de référence si besoin.
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indiquant le numéro d'édition de la notice du coffret/de l'instruction
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