RAND®X

HEMOGLOBINA A,
(HbA,)

RX DAYTONA PLUS

USO PREVISTO

Un sistema de andlisis de la hemoglobina Aic es un dispositivo
disefiado para realizar la determinacion cuantitativa in vitro de la
concentracion de hemoglobina Aic en la sangre total. Este producto
es apto para usar en el analizador RX daytona plus de la RX
series.

Este dispositivo solo esta destinado para uso recetado.

Nro. de catalogo

HA 8321 RI de HbA|c: Reactivo de anticuerpos 4x7.8mL
R2 de HbA|c: Reactivo aglutinante 4x78mL
R3: Reactivo desnaturalizante de hemoglobina 4 x 40 mL
RI de Hb: Reactivo de hemoglobina total 4x12.7 mL

GTIN: 05055273208856

Kit adicional

HA 3450 Reactivo desnaturalizante de hemoglobina

(Hb REAC DNT) 2x 50 ml

IMPORTANCIA CLIiNICA (-9

La medicion de la HbA|. se usa en el control a largo plazo de la
diabetes mellitus. Este analisis no debe usarse para el diagndstico de
la diabetes mellitus ni para el control diario de la glucosa.

La diabetes mellitus es una enfermedad asociada con un control
deficiente de la glucemia. Varios estudios clinicos, incluido el Ensayo
sobre el control y las complicaciones de la diabetes, indicaron que se
pueden reducir las complicaciones relacionadas con la diabetes
mediante el control estricto y a largo plazo del nivel de glucemia.

El paciente diabético, que tiene un nivel de glucemia anormalmente

elevado, también tendra un nivel de HbA | elevado, ya que la HbA .
esta formada por la glucosilacién no enzimatica del extremo N de la
cadena [3 de la hemoglobina Ao.

El nivel de HbAc es proporcional al nivel de glucemia, y se ha
aceptado ampliamente como indicador de la concentracion media
diaria de glucemia durante las 6 a 8 semanas anteriores. Por lo tanto,
es un indicador a largo plazo del control de la diabetes, mientras que
la medicién de la glucemia es solo un indicador a corto plazo.

PRINCIPIO

Se miden tanto la concentracion de HbA|c como la concentracion de
hemoglobina total. El resultado informado de la HbA . se calcula
como un porcentaje de la concentracién de hemoglobina total.

Los valores de la HbA|c y de la hemoglobina total obtenidos en este
andlisis se usaran en el calculo de la proporcion HbA | .-hemoglobina
total (porcentaje de HbA\c) y no se deben usar individualmente para
fines de diagnostico.

El algunos métodos, la fraccion inestable de la hemoglobina
glucosilada (base de Schiff) puede mostrar una falsa elevacion del
porcentaje de HbA .. Sin embargo, este anilisis no esta afectado por
la “HbAc inestable”, ya que se usa un anticuerpo especifico contra la
HbAc (una cetamina estable).

(a) Tratamiento previo de la muestra
El primer paso del procedimiento es el tratamiento previo de la
muestra de sangre total. Dicho tratamiento lisa los eritrocitos e
hidroliza la hemoglobina por accién de una endopeptidasa en el
reactivo desnaturalizante de hemoglobina.

(b) Determinacion de la hemoglobina total (19

El reactivo de hemoglobina total se usa para determinar la
concentracion de hemoglobina total. El método implica la
conversion de todos los derivados de la hemoglobina en
hematina en una solucion alcalina de detergente no i6nico, como
describe Wolf y col. (1984).

La reaccion comienza al agregar la muestra previamente tratada
al reactivo de hemoglobina total, lo que producira una solucién
verde. La conversion de los derivados de la hemoglobina en
hematina alcalina con un espectro de absorcion definido permite
realizar la medicion final de la hemoglobina total a 600 nm.

(c) Determinacion de la HbA .
La determinacién de la HbA | esta basada en un analisis de
inhibicion de la aglutinacion en latex.

El aglutinante, un polimero sintético que contiene varias copias
de la porcién inmunorreactiva de la HbA |, aglutina el latex
recubierto con anticuerpos monoclonales de ratén especificos
contra la HbA ..

Si no hay HbAc en la muestra, el aglutinante del reactivo 2 de
HbAcy las microparticulas recubiertas con anticuerpos del
reactivo | de HbAc se aglutinaran, lo que hara que aumente la
absorbancia.

La presencia de HbA|c en la muestra reducira la velocidad de
aglutinacion, ya que compite con el aglutinante de HbA|c por los
sitios de union de los anticuerpos en el latex.

Por lo tanto, el aumento de la absorbancia es inversamente
proporcional a la concentracion de HbA|c en la muestra.

El aumento de la absorbancia debido a la aglutinacion se mide a
700 nm, y el alcance de la aglutinacion se usa para calcular la
concentracion de HbA|c a partir de una curva de calibracion.
Luego, se calcula el porcentaje de HbA|c usando los valores de la
hemoglobina total y de la HbA cen g/dl.

RECOLECCION Y ALMACENAMIENTO DE LAS
MUESTRAS (D
Se puede usar venopuncion o muestras de sangre capilar.

Se recomienda usar EDTA potasico y heparina de amonio como
anticoagulantes.

Las muestras de sangre con EDTA potasico y heparina de amonio
son estables a -70°C durante 6 meses o a +5°C durante 2 semanas.

Las muestras congeladas deben descongelarse a temperatura
ambiente, mezclarse bien antes de usar y no deben volver a
congelarse.

Nota. Todas las muestras de sangre deben mezclarse bien
inmediatamente antes del analisis.

Estabilidad de la muestra previamente tratada

La muestra tratada puede almacenarse durante un maximo de 2
horas a temperatura ambiente, o durante un maximo de 8 horas a
una temperatura de +2 a +8°C si se almacena en un recipiente
sellado.

Cuando estan almacenadas, algunas muestras lisadas tienden a
precipitarse. Por lo tanto, es una buena practica de laboratorio
mezclar/remover las muestras antes de transferirlas al sistema para
analizarlas.

Si fuera necesario almacenarlas de un dia para el otro,
recomendamos almacenar las muestras lisadas a una temperatura de
+2a +8°C.
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COMPOSICION DEL REACTIVO

Contenido

RI de HbAc: Reactivo de anticuerpos

MATERIALES SUMINISTRADOS
Reactivo desnaturalizante de Hb
Reactivo de Hb total

R1 de HbA|c: Reactivo de anticuerpos
R2 de HbA|c: Reactivo aglutinante

Particulas acopladas de anticuerpo (de ratén) contra HbA < 0,1 % p/v

Albumina de suero bovino

Tampén

Tensioactivo no idnico 0,6 % piv
Proclin 150 0,1 % piv
pH 8,1

R2 de HbA|c: Reactivo aglutinante
Hapteno de HbAc enlazado al polimero de manera covalente
Albimina de suero bovino

Tampon

Proclin 150 0,1 % piv
Tensioactivo no idnico 0,2% plv
pH 2,0

R3: Desnaturalizante de hemoglobina

Pepsina porcina

Tampon

pH 2,4

RI de Hb: Reactivo de hemoglobina total

Hidroxido de sodio 0,4 % piv
Triton 2,5 % piv
Octilfenoxipolietoxietanol 2,5 % plv
pH 13

PRECAUCIONES Y ADVERTENCIAS DE SEGURIDAD
Unicamente para uso diagnéstico in vitro. No utilizar la pipeta con
la boca. Tomar las precauciones habituales necesarias para
manipular reactivos de laboratorio.

El reactivo de Hb total contiene hidréxido de sodio, que es
caustico. En caso de contacto accidental, lavar la zona afectada
con abundante cantidad de agua y solicitar atencién médica de
inmediato.

Se encuentran disponibles Hojas de Datos de Salud y Seguridad si
se las solicita.

Desechar todos los materiales biolégicos y quimicos de acuerdo
con los lineamientos locales.

Los reactivos solo deben ser utilizados con su propdsito
previsto por personal de laboratorio debidamente
calificado en condiciones de laboratorio apropiadas.

ESTABILIDAD Y PREPARACION DE LOS REACTIVOS
Todos los reactivos son estables en la forma suministrada hasta
la fecha de vencimiento si se almacenan a una temperatura de +2
a +8 °C protegidos del calor extremo, la luz y el congelamiento.

Los reactivos deben mezclarse bien y adaptarse a la temperatura
del sistema durante aproximadamente 2 hora antes de usarlos
en el sistema.

ANALISIS DE LA Hb TOTAL
Reactivo | = Reactivo de Hb total

ANALISIS DE LA HbA .
Reactivol = R| de HbA|c: Reactivo de anticuerpos
Reactivo 2 = R2 de HbA|c: Reactivo de aglutinacion

MATERIALES NECESARIOS PERO NO
SUMINISTRADOS

Calibrador de hemoglobina A|c, nro. de catalogo HA 3444
Juego de control de hemoglobina Aic, nro. de catdlogo HA 5072
Reactivo desnaturalizante de Hb HA 3450
Solucion salina de la RX series, nro. de catilogo SA 8396
Micropipetas de vidrio

Controlador de micropipetas de vidrio

OBSERVACIONES SOBRE EL PROCEDIMIENTO
Ingrese los valores especificos del lote de acuerdo con los que
figuran en el inserto del calibrador HA 3444. Los calibradores
no necesitan tratamiento previo.

Los parametros de bioquimica para los analisis especializados de
la RX series de Randox estan predefinidos en el disco duro de la
PC del analizador. Los programas necesarios deben descargarse
en el software del analizador. Debe tenerse en cuenta que los
parametros de bioquimica predefinidos utilizan unidades del SI.
Si se necesitan unidades alternativas, el usuario puede editarlas.
En este caso, el intervalo técnico debe editarse de acuerdo con
las unidades escogidas por el usuario. Todas las instrucciones
necesarias estan codificadas en el codigo de barras. Si el
analizador no lee el cédigo de barras, la serie de nimeros que
figura debajo de este debe ingresarse en forma manual. Si el
problema persiste, comuniquese con el servicio técnico de
Randox, Irlanda del Norte, al +44 (0) 28 9445 1070.

TRATAMIENTO PREVIO DE LA MUESTRA

Mezcle 10 pl de la muestra de sangre total con 400 pl del
reactivo desnaturalizante de hemoglobina (dilucion 1:41).
Recomendamos usar micropipetas de vidrio para medir el
volumen de la muestra de sangre.

Evite la formacion de espuma. Incube durante un minimo de 5
minutos a temperatura ambiente antes del analisis.

CALIBRACION DE RX DAYTONA PLUS

HbA

Recomendamos calibrar este analisis con la serie de calibradores
de hemoglobina Aic Randox, niveles | a 6.

Hemoglobina total

Recomendamos calibrar este analisis con una solucion de NaCl al
0,9 % como calibrador cero y la serie de calibradores de
hemoglobina Aic Randox, nivel | Gnicamente.

Nota. Los calibradores NO NECESITAN TRATAMIENTO
PREVIO.

Los calibradores estan relacionados con un método de HPLC
para la HbAicy con el método de Drabkin para la hemoglobina
total.
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CONTROL DE CALIDAD

Se recomienda usar los controles de hemoglobina Ac Randox,
nivel | y nivel 2, para el control de calidad diario. Deben analizarse
dos niveles de controles al menos una vez por dia. Los valores
obtenidos deben estar dentro del intervalo especificado. Si estos
valores no estan dentro del intervalo y la repeticion excluye error,
deben realizarse los siguientes pasos:

I. Comprobar la programacion del instrumento y la fuente de luz.

2. Comprobar la limpieza de todo el equipo en uso.

3. Comprobar el agua. Los contaminantes, por ejemplo, el
crecimiento de bacterias, pueden contribuir con la inexactitud
de los resultados.

4. Comprobar la temperatura de reaccion.

w

6. Ponerse en contacto con el Servicio Técnico de Laboratorios
Randox, Irlanda del Norte + +44 (0) 28 9445 1070.

Los requisitos de control de calidad deben determinarse en
conformidad con las reglamentaciones gubernamentales o los
requisitos de acreditacion.

Nota: Los controles NECESITAN TRATAMIENTO PREVIO
DESPUES DE HABERLOS RECONSTITUIDO. Los controles
deben tratarse de la misma manera que las muestras de los
pacientes, de acuerdo con el kit o reactivo utilizado.

CALCULO

La concentracion de hemoglobina Aic se calcula usando la
siguiente ecuacion:

Se calcula el porcentaje de HbAc:

% de HbA | = HbA|. (g/dl)
Hb total (g/dl)

x 100

Este valor se puede calcular automaticamente usando la funcion
Analisis Calculado de los analizadores de la RX series. Consulte
el manual del operador de la RX series correspondiente para
obtener mas informacion.

Conversion de valores del NGSP a valores de la IFCC
equivalentes (16)

Se evalud la relacion entre los porcentajes de HbA I c obtenidos
de la red NGSP y de la red IFCC, y se desarrollaron las
siguientes ecuaciones principales:

NGSP = (0,0915 x IFCC) + 2,15
IFCC = (NGSP - 2,15) x 10,929

Los resultados obtenidos con los instrumentos de la RX series
estan expresados en unidades del NGSP y pueden convertirse a
unidades equivalentes de la IFCC usando la ecuacion anterior.

VALORES PREVISTOS @, 12-19)
Cada laboratorio debe fijar su propio intervalo normal.

Segun el analisis que se use, la HbA|c sera de aproximadamente
un 4 a un 6 % en no diabéticos, de un 6 a un 8 % en diabéticos

controlados, y puede llegar al 20 % en diabéticos no controlados.

Se usé este andlisis para determinar la HbA|c en 124 mujeres y
hombres aparentemente sanos (“normales”) sometidos a un
examen fisico. Se obtuvo el intervalo previsto de 4,52 6,2 % y
una media del 5,4 %.

Se recomienda que cada laboratorio establezca su propio
intervalo de referencia para reflejar la edad, el sexo, la dietay la
ubicacion geografica de la poblacion.

Comprobar la fecha de vencimiento del kit y sus componentes.

ESPECIFICIDAD/INTERFERENCIAS(15)

El analisis brinda resultados precisos para un intervalo de
hemoglobina total de 7 g/dl a 23 g/dl. No debe usarse este
método para analizar a pacientes con anemia grave (hemoglobina
total < 7 g/dl) o con policitemia (hemoglobina total > 23 g/dI).

Todo caso de supervivencia de eritrocitos reducida, como la
anemia hemolitica u otra enfermedad hemolitica, embarazo,

hemorragia considerable reciente, etc. hara que disminuya el
porcentaje de hemoglobina glucosilada.

Las muestras que contengan las variantes Sy C de la
hemoglobina presentaran un aumento del 40 % en el valor
previsto de la HbA|c. Ademas, las que contengan la variante F

(> 10 %) presentaran un valor mas bajo que el previsto. Por lo
tanto, las muestras que contengan las variantes S, Cy F (> 10 %)
no deben compararse con los valores normales o anormales
publicados.

Se demostro que la variante E de una muestra no produce
interferencia.

Concentracion sin
interferencia

Sustancia interferente

Bilirrubina: 513 pmol/l (30 mg/dl)
Trigs: 18 mmol/l (1600 mg/dI)
RF: 2000 IU/ml
Acido acetilsalicilico: 60 mg/dl
Cianato de sodio: 50 mg/dl

Urea: 83 mmol/l (500 mg/dI)
La fraccion inestable de la hemoglobina glucosilada (base de
Schiff) no interfiere, ya que el anticuerpo es especifico contra la
cetamina estable.

CARACTERISTICAS ESPECIFICAS DE
FUNCIONAMIENTO

Los siguientes datos sobre el funcionamiento se obtuvieron
utilizando un analizador RX

daytona plus a +37°C.

INTERVALO ANALITICO

El intervalo de andlisis del porcentaje de HbAIc depende del
nivel de hemoglobina total en la muestra y de la concentracion
de HbAIc (g/dl) en el calibrador nivel 6. En la siguiente tabla se
muestran los extremos bajo (intervalo bajo) y alto (intervalo
alto) del intervalo analitico del porcentaje de HbAlc con una
concentracion de hemoglobina tipica de 14 g/dl. El LDC del
analisis de HbA | c determina el extremo bajo del intervalo del
analisis, y la concentracion del calibrador nivel 6 determina el
extremo alto del intervalo del andlisis.

Limite de Intervalo de analisis del %
Hemoglobina cuantificacion de HbAIc
total en g/dl (LDC) de Intervalo Intervalo
HbAlc en g/dl bajo (%) alto (%)
14,0 0,20 1,43 14,7
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PRECISION

Precision en un mismo analisis

Nivel | Nivel 2 Nivel 3
Media (%) 461 7,61 10,58
DE 0,161 0,267 0,234
CV (%) 3,50 3,50 2,21
n 80 80 80
Precision total

Nivel | Nivel 2 Nivel 3
Media (%) 461 7,61 10,58
DE 0,211 0,338 0,430
CV (%) 458 4,45 4,06
n 80 80 80
CORRELACION

Este método (Y) se comparé con otro método comercial
disponible (X) y se obtuvo la siguiente ecuacién de regresion
lineal:

Y =1,05X-0,48
y un coeficiente de correlacion r = 0,9899

Se analizaron 47 muestras de pacientes con valores de 4,56 % a
13,65 %.
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