HbA1c @O® FS*

Informacién de Pedido

N° de pedido Tamafno del envase
13348 99 10 930 R1 3x18mL+R2 3x6mL

Kits para utilizar con las aplicaciones CE de DiaSys.

Uso Previsto

Reactivo de diagnodstico para la determinacion cuantitativa in vitro
de la hemoglobina A1c en sangre entera humano en equipos
fotométricos automatizados.

Resumen

La hemoglobina A1c (HbA1c) es la hemoglobina glicosilada
formada por la unién no enzimatica de la glucosa a la hemoglobina
nativa. La cantidad de HbA1c depende de la cantidad total de
hemoglobina. Por lo tanto, el valor de HbA1c se expresa como la
relacion entre la hemoglobina glicosilada y la hemoglobina total
[1,2]. La tasa de glicacion es directamente proporcional al nivel de
glucemia. Como la vida media de los eritrocitos es de unos 120 dias,
el valor de HbA1c refleja el estado glucémico durante este periodo
[1]. En funcion del grupo de edad, la determinacion de HbA1c se
recomienda para diferentes aplicaciones. En adolescentes y
adultos, puede servir para detectar el riesgo de diabetes y
diagnosticar la diabetes manifiesta, sobre todo la de tipo 2 [1,3].
Dado que los estudios clinicos han demostrado que la reduccién del
valor de HbA1c puede ayudar a prevenir o retrasar las
complicaciones diabéticas tardias [1,2], el valor de HbA1c también
se utiliza para controlar los niveles de glucosa en sangre a largo
plazo en los diabéticos con el fin de controlar el éxito de la terapia
respectiva. En los nifios, por otra parte, la determinacion de HbA1c
so6lo se recomienda para cribar un mayor riesgo de diabetes [4].

Método

Hemoglobina: Test fotométrico

HbA1c: Método enzimatico y colorimétrico

Las concentraciones de HbA1c y de la hemoglobina se determinan
individualmente. La proporcién de HbA1c en la hemoglobina total
se calcula exclusivamente a partir de los valores individuales.

Medicion de la hemoglobina

Especimenes de sangre entera son hemolizados mediante la
solucion hemolizante. La hemoglobina es liberada de los eritrocitos.
La absorbancia de hemoglobina es medida a 570 nm después de
afadir el reactivo R2 y es proporcional a la concentracion total de
hemoglobina en el espécimen.

Medicion de la HbA1c [5]

Después de afadir el reactivo 2, dipéptidos fructosilados del parte
N terminal de la beta cadena de la hemoglobina se liberan por
proteasas. El perdxido de hidrégeno (H20.) es liberado después de
la separacion oxidativa de los dipéptidos fructosilados por FPOX
(fructosil péptido oxidasa). EI H,O, generado se determina por
analisis colorimétrico mediante una reaccién con un cromégenoy la
enzima peroxidasa a 660 nm. El aumento de la absorbancia es
proporcional a la concentracion de la HbA1c.

Estandarizacion

La prueba ha sido estandarizada a partir del método de referencia
aprobado IFCC [6].

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

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

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

IFCC: International Federation of Clinical Chemistry [6-8]
DCCT: Diabetes Control and Complications Trial [9]
NGSP: National Glycohemoglobin Standardization Program [10]
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Concentraciones de HbA1c y de Glucosa Media

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

Estandarizacion segun IFCC [11]:

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

a: Valores HbA1c en mmol/mol IFCC
Estandarizacion segin 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
b: Valores HbA1c en % NGSP

No se observan diferencias significativas en la ecuacién 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 ecuacién 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 100 mmol/L
amortiguadora
FPOX 2 0.5 kU/L
Derivado de etileno <10 %
glicol

R2: Solucién 20 mmol/L
amortiguadora
Proteasa 2500 kU/L
Colorante 2 0.05 mmol/L
Derivado de etileno <10 %
glicol

Almacenamiento y Estabilidad

Los reactivos son estables hasta la fecha de expiracién indicada en
el kit, si son almacenados entre 2 y 8 °C, y si se evita la
contaminacion. No congelar y proteger de la luz.

La estabilidad del reactivo tras la apertura es de 12 meses hasta la
fecha de caducidad.

Advertencias y Precauciones

1. Los componentes contenidos en HbA1c net FS estan
clasificados de acuerdo con el reglamento CE 1272/2008
(CLP) como sigue:

Reactivo 2: Atencion. H400 Muy toxico para los
organismos acuaticos. P273 Evitar su liberacion al
medio ambiente, P391 Recoger el vertido. P501
Eliminar el contenido/el recipiente en un punto de
recogida publica de residuos especiales o peligrosos.

2. Los reactivos contienen material de origen bioldgico. 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
Alc en la hemoglobina total. jNo utilizar los resultados
individuales de la hemoglobina y de la HbA1c por objetivos
diagnosticos!

4. No utilizar HbA1c net FS para diagnosticar la diabetes
gestacional [12].

5. En enfermedades relacionadas con una vida media reducida
de los eritrocitos (determinadas enfermedades hematologicas)
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
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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
proporcion de eritrocitos viejos). En casos muy raros,
especimenes de pacientes sufriendo de gammapatias podrian
acabar en valores falsificados [1].

6. Como la HbA1c representa el acoplamiento estable de la
glucosa en el extremo N-terminal de la cadena de hemoglobina
A1 B, las variantes de Hb glicosilada sin cadenas 8 no pueden
ser determinadas con esta prueba. La determinacion de la
hemoglobina total incluye todas las variantes de Hb; por lo
tanto, las muestras con altas concentraciones de variantes de
Hb sin cadenas de B pueden mostrar concentraciones
falsamente bajas de HbA1.

7. En casos muy raros, especimenes de pacientes sufriendo de
gammapatias podrian acabar en valores falsificados [13].

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

9. En caso de mal funcionamiento del producto o de alteraciéon
de su aspecto que pudiera afectar al desempefio, contactar al
fabricante.

10. Cualquier incidente grave relacionado con el producto debe
notificarse al fabricante y a la autoridad competente del Estado
miembro donde se encuentre el usuario y/o el paciente.

11. Consultar las fichas de seguridad (FDS) de los reactivos y
observar todas las medidas de precaucion necesarias para la
manipulacion de reactivos de laboratorio. Para el diagnostico,
se recomienda evaluar los resultados segun la historia médica
del paciente, los examenes clinicos, asi como los resultados
obtenidos con otros parametros.

12. Unicamente para el empleo profesional.

Manipulacion de Desechos

Consultar los requisitos legales locales para las regulaciones de
eliminaciéon de productos quimicos como se sefiala en la FDS
correspondiente para determinar la eliminacion segura.

Advertencia: Manipular los residuos como material potencialmente
biopeligroso. Eliminar los residuos de acuerdo con las instrucciones
y procedimientos de laboratorio aceptados.

Preparacion del Reactivo
Los reactivos son listos para usar.
Dejar llegar la solucion hemolizante HbA1c net a temperatura
ambiente y homogeneizarla antes de su uso por invertir varias
veces. Debido a la composicion de la solucion hemolizante, una

turbiedad ligeramente opalescente permanece. jEvitar la formacién
de espumal! jNo agitar!

Materiales Requeridos
Equipo general de laboratorio

Espécimen
Sangre entera EDTA humano

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

Utilice unicamente tubos o recipientes de toma de muestras
adecuados para la recogida y preparacion de las mismas.

Cuando utilice tubos primarios, siga las instrucciones del fabricante.
Estabilidad [14]:

Sangre entera 1 semana de 2a8°C
Hemolizante 1 hora de 15a25°C

Desechar las muestras contaminadas.

Preparacion de la Muestra

Para la preparacion de muestras se requiere la solucion
hemolizante HbA1c net de DiaSys, N° de pedido 1 4590 99 10 113.

Hemolizar los calibradores, los controles, asi como las muestras
antes de utilizarlos. Usar los materiales hemolizados dentro de una
hora después de su preparacion. Se recomienda el procesamiento
en modo batch.
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En caso de una hemolizacion manual, remitirse al esquema de
pipetear abajo:

Preparacion
Calibrador | Calibrador

Nivel 1 Nivel 2 Control Muestra
TruCal HbA1c
net Nivel 1 16 4L . . .
TruCal HbA1c
net Nivel 2 . 50 uL . .
TruLab HbA1c
net Nivel 1e 2/ - - 50 uL 50 uL
Muestra
Ahadir
HbA1c net
Solucién 1000 pL 1000 pL 1000 pL 1000 pL
hemolizante

Mezclar y dejar reposar por 1 minuto. La hemolisis esta completa al cabo
de 1 minuto. Dado la composicion de la solucién hemolizante, una
turbiedad ligera perdurara.

Procedimiento del Ensayo

Configuracion de base en BioMajesty®JCA-BM6010/C
(Configuraciéon de TWIN test)

Determinacion de la hemoglobina

Longitud de onda 571/805 nm
Temperatura 37 °C
Medicién Punto final
Muestra/Calibrador 15 uL
Reactivo 1 90 pL

Reactivo 2
Absorbancia 1

Ciclo 17/18 (231 s/244 s)
Absorbancia 2 -

Calibracion Lineal
Determinacién del HbA1c

Longitud de onda 658/805 nm
Temperatura 37°C
Medicién Punto final
Muestra/Calibrador 15 uL
Reactivo 1 90 pL
Reactivo 2 30 pL

Adicion del Reactivo 2
Absorbancia 1 Ciclo 22/23 (327 s/340 s)
Absorbancia 2 Ciclo 41/42 (586 s/600 s)
Calibracion Lineal

Ciclo 19 (286 s)

Calibracion

Las concentraciones del HbA1c y de la hemoglobina en muestras
desconocidos se deducen de las curvas de calibracion lineales.

Cada curva de calibracién se obtiene por medio de dos calibradores
a diferentes niveles sin valor cero.
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Calculo

Después de introducir la férmula de calculacion, el analizador
calcula automaticamente la cuota del HbA1c en la hemoglobina
total. jConsultar el manual de uso!

Introducir una de las féormulas siguientes, segun la estandarizacion
seleccionada:

IFCC

Valores en mmol/mol segun IFCC:

HbA1c [mmol /mol ] = (wj = 1000
\ Hb [g/dL]

DCCT/NGSP
Valores en porcentaje segun DCCT/NGSP:

HbATc [%] = [91,5 X M] +215

Hb [g/dL]

Calibradores y Controles

Se recomienda TruCal HbA1c net de DiaSys para la calibraciéon. Los
valores del calibrador son trazables al método de referencia
probado de la IFCC [6]. Utilizar TruLab HbA1c net Nivel 1y Nivel 2
(TruLab HbA1c net Level 1/2) de DiaSys para el control de calidad
interno. Todos los valores del ensayo de los controles son trazables
al sistema reactivo/calibrador de DiaSys. El control de calidad debe
realizarse después de la calibraciéon. Los intervalos y limites de
control deben adaptarse a los requisitos individuales de cada
laboratorio. Los resultados deben estar dentro de los rangos
definidos. Siga los requisitos y directrices legales pertinentes. Cada
laboratorio deberia establecer medidas correctoras en caso de
obtener valores fuera del intervalo preestablecido.

N° de pedido Presentacion
133509910044 2 x 0,3mL
599309910076 6 x 1mL

TruCal HbA1c net
TruLab HbA1c net
Level 1
TruLab HbA1c net
Level 2

599409910076 6 x 1mL

Caracteristicas
Datos evaluados en BioMajesty® JCA-BM6010/C

Rango de mediciéon de 20 mmol/mol a 150 mmol/mol de la
HbA1c segun IFCC (de 4 % a 16 % segun DCCT/NGSP). La
linealidad < 30 mmol/mol se da a + 1,5 mmol/mol, entre
30 mmol/mol a 100 mmol/mol dentro de = 5 %, a > 100 mmol/mol
dentro de + 7 %.

El test estd indicado para una concentracién total de la
hemoglobina de 6 g/dL a 30 g/dL (de 3,73 mmollL a
18,6 mmol/L). La linealidad se da dentro de £ 5 %.

Limite de prueba** HbA1c: 0,3 g/dL
Hemoglobina: 6 g/dL

HbA1c: 0,3 g/dL
Hemoglobina: 6 g/dL

Limite de cuantificacion**
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Interferencia por Interferencias Concentracién
<10% en suero del analito
con correccioén [mmol/mol]
del hematocrito

hasta
Acido ascérbico 50 mg/dL 31,7
50 mg/dL 67,7
Acido trico 20 mg/dL 34,1
20 mg/dL 69,8
Bilirrubina (conjugada) 10 mg/dL 34,4
10 mg/dL 70,5

Bilirrubina 10 ma/dL 324

(no conjugada) 9 ’

10 mg/dL 70,9

Glucosa 1000 mg/dL 34,9

1000 mg/dL 60,8

Hemoglobina 10 mmoliL 34,6

(acetilada) !

10 mmol/L 70,6

Hemoglobina 10 mmol/L 34,8

(carbamilada) !

10 mmol/L 70,0

Lipemia (triglicéridos) 1000 mg/dL 31,5

1000 mg/dL 67,4
NAC (acetilcisteina) 2000 mg/L 32,3
2000 mg/L 70,6
Urea 300 mg/dL 31,2
300 mg/dL 66,9
Para mas informacién sobre las sustancias interferentes, consultar la
bibliografia [1,15-17].

Las variantes de la hemoglobina podrian provocar resultados
erroneos 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 de | Variante de Rango del valor Valor
la la de ensayo medio de la
hemoglobina | hemoglobina | HbA1c exactitud
en por [% de la
ciento (<) DCCT/NGSP] HbA1c [%]
AS 40% S 52-8,8 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 52-84 100
AG 20% G 6,1-6,6 97,4
52% S,
SC 44%C 45-7,0 91,6
65% S,
SE 27% E 7.4 95,4
EE 94% E 51-8,9 98,0
F elevado 4,6% F 6,5-8,1 93,6
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Precision
Valores segun IFCC

Repetibilidad (n=20) Muestra 1 Muestra 2 Muestra 3
Valor medio

[mmol/mol] 32,7 33,2 63,7
CV [%] 0,947 0,623 0,483
En el laboratorio (n=80) Muestra 1 Muestra 2 Muestra 3
Valor medio

[mmol/mol] 32,1 33,6 67,6
CV [%] 1,63 1,29 1,22

Comparacion de métodos (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)

Pendiente 0,996

Interseccion -0,015 mmol/mol

Coeficiente de correlacion 0,993

** segun CLSI documento EP17-A2, Vol. 32, No. 8

Valores de Referencia
Valores de referencia recomendados para HbA1c [18]:

mmol/mol IFCC % NGSP
Pacientes no diabéticos 20—-42 4-6
Objetivo de terapia <53 <7
Modificacién de terapia > 64 >8
Valor limite de la HbA1c para el diagnéstico de la diabetes

mellitus [2]:
Segln la recomendacién de la Asociacion Americana de la

Diabetes (American Diabetes Association/ADA): = 6,5 % segun
DCCT y 48 mmol/mol segun IFCC.

Pacientes mostrando valores de HbA1c en el rango de 5,7 a 6,4 %
segun DCCT o de 39 a 46 mmol/mol HbA1c segun IFCC corren el
riesgo de desarrollar la diabetes.

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.
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* Fluid Stable = Liquido Estable
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