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Przeznaczenie

Do ilosciowego oznaczania hemoglobiny A1c (HbA1c) we krwi ludzkiej.
Oznaczanie HbA1c jest najcze$ciej wykonywane przy ocenie kontroli glikemii
u pacjentéw z cukrzyca. Wartosci HbA1c wskazujq stezenia glukozy w ciagu
ostatnich 4-8 tygodni. Wyzsza warto$¢ HbA1c wskazuje gorszg kontrole
glikemii. Do stosowania wytacznie w diagnostyce in vitro. Rx Only (produkt
wydawany wytacznie na recepte).

Podsumowanie i objasnienie testu

Przez caly okres krazenia krwinek czerwonych ciggle tworzona jest
hemoglobina A1c przez dodawanie glukozy do fragmentu N-koricowego
tancucha beta hemoglobiny.  Ten proces, ktdry nie jest procesem
enzymatycznym, odzwierciedla $rednig ekspozycje hemoglobiny na glukoze
w dtuzszym odcinku czasu. W klasycznym badaniu Trivelli i wsp.! wykazali,
ze stezenie hemoglobiny Alc u uczestnikéw badania z cukrzyca byto
podwyzszone 2-3-krotnie w stosunku do stezen wystepujacych u zdrowych
osob. Kilku badaczy zalecito, aby hemoglobina A1c stuzyta jako wskaznik
kontroli metabolicznej cukrzycy, poniewaz stezenia hemoglobiny A1c zblizaty
sie do normalnych wartoSci w przypadku diabetykéw z kontrolg
metaboliczng,234

Hemoglobina A1c zostata okre$lona roboczo jako ,szybka frakcja”
hemoglobiny (HbA1a, A1b, A1c), ktdra jest wymywana jako pierwsza podczas
chromatografii kolumnowej z zywicami kationowymiennymi. Hemoglobina
nieglikozylowana, ktéra sktada sie z wigkszosci z hemoglobiny, zostata
oznaczona jako HbAo. Procedura tego testu wykorzystuje reakcje antygenu i
przeciwciat do bezposredniego okre$lania stezenia HbA1c.

Zasada dziatania

Metoda testu wykorzystuje interakcje antygenu i przeciwciat do
bezpo$redniego oznaczania stezenia HbA1c we krwi petnej. Hemoglobina
catkowita i HbA1c majg takie samo nieswoiste tempo wchtaniania czastek
lateksu. Po dodaniu mysich przeciwciat monoklonanych przeciw ludzkiej
HbA1c (R2) powstaje kompleks lateks-HbA1c-mysie przeciwciata przeciw
ludzkiej HbA1c. Aglutynacja powstaje, gdy kozie przeciwciata poliklonalne
skierowane przeciwko mysim 19G wchodzg w interakcje z przeciwciatami
monoklonanymi. Warto$¢ aglutynacji jest proporcjonalna do ilosci HbA1c
wchionietej na powierzchni czastek lateksu. Warto$¢ aglutynacji jest
mierzona jako absorbancja. Warto$¢ HbA1c jest uzyskiwana z krzywej
kalibracii.

Odczynniki

R1: Lateks 0,13%, bufor, stabilizator.

R2: Mysie przeciwciata monoklonane przeciwko ludzkiej HbA1c 0,05 mg/mL,
kozie przeciwciata poliklonane przeciwko mysim IgG 0,08 mg/dL, bufor,
stabilizatory.

Odczynnik hemolizy: woda i stabilizatory. (W zestawie o pojemnosci 40 mL,
nie ma w zestawie o0 pojemnosci 120 mL)

Przechowywanie odczynnikéw

Wszystkie odczynniki nalezy przechowywa¢ w lodowce, w temperaturze 2-
8°C.

Przygotowanie odczynnikéw

Odczynniki R1, R2 i do hemolizy sq dostarczane jako ptyny gotowe do
uzycia. Przed uzyciem delikatnie wymieszac.

Rozktad odczynnikow

Zmiany wygladu fizycznego odczynnikéw lub warto$ci materiatéw kontroli
znajdujace sie poza dozwolonym zakresem producenta moga wskazywac na
niestabilnos$¢ odczynnikéw.

Procedura (automatyczna)
Sugerowane ustawienia mozna znalez¢ w okreslonej aplikacji urzadzenia.

Srodki ostroznosci

1. Ten odczynnik jest przeznaczony wytacznie do diagnostyki in vitro.

2. Nie jest przeznaczony do zewnetrznego ani wewnetrznego stosowania
u ludzi ani zwierzat.
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Pobieranie i przygotowanie probek

Specjalne przygotowanie pacjenta nie jest potrzebne. Proébki na czczo nie sq

wymagane. Nie sg wymagane zadne specjalne dodatki ani $rodki konserwujace

inne niz $rodki przeciwzakrzepowe. Pobra¢ krew zylng do probowki z EDTA przy

uzyciu techniki aseptycznej.  Wszystkie probki ludzkie nalezy uwaza¢ za

stanowigce potencjalne zagrozenie biologiczne.  Dlatego tez w trakcie

obchodzenia sie z prébkami nalezy stosowaé uniwersalne $rodki ostroznosci

(rekawice, odziez laboratoryjna, unika¢ wytwarzania aerozolu itp.).

Aby oznaczyc stezenie HbA1c, dla kazdej probki nalezy przygotowa¢ hemolizat:
Doda¢ 1 mL odczynnlka hemolizy do oznaczonych probowek: Kontrola,

pacjenci itp.

2. Uwaga: Dopuszczalne sg probowki plastikowe lub szklane o
odpowiedniej wielkosci.

3. Umiescic 20 uL dobrze wymieszanej krwi petnej w odpowiednio
oznakowanej probowce z odczynnikiem lizy. Wymieszac.

4. Pozostawi¢ na 5 minut lub do momentu pojawienia sie oznak catkowitej

Iézy Hemolizaty mozna przechowywac przez 10 dni w temperaturze 2—

UWAGA: Wiele klinicznych analizatoréw chemicznych moze automatycznie
wykonac etap przygotowania probki, eliminujac w ten sposdb reczny proces
hemolizy prébki. Prosimy o skontaktowanie si¢ z nami, aby uzyskaé
okreslony arkusz urzadzenia (nazwa i model urzadzenia).

Przechowywame i stabilnos¢
Wszystkie odczynniki zachowujg stabilnos¢ do czasu uplywu terminu
waznosci podanego na etykietach. Nie uzywa¢ odczynnikéw po uptywie ich
terminu waznosci.

2. Odczynniki R1i R2 sq stabilne przez co najmniej jeden miesiac po otwarciu,
jesli sa przechowywane w temperaturze 2-8°C.

3. Hemoglobina A1c w krwi peinej pobranej do probéwki z EDTA zachowuje
stabilno$¢ przez jeden tydzien w temperaturze 2-8°C.5

Materiaty dostarczone
Patrz ,Odczynniki”.

Wymagane wyposazenie niewchodzace w sklad produktu

1. Pipety do dozowania 20 uL i 1 ml oraz probéwki o pojemnosci 1,02 mL.

2. Zestaw kalibratoréw hemoglobiny A1c, zestaw kontroli i rgt hemolizy dla
zestawu 120 mL.

Procedury testowe
Wavelength: 660 (640-680) nm
Pathlength: 1cm
Temperature: 37°C
Sample / Reagent 1/ Reagent 2: 5uL /180uL / 60 uL
Reaction: Endpoint (increase)

Proporcjonalna zmiana objeto$ci reakcji wskazanych w procedurze analitycznej
nie zmienia wyniku.

Czynmkl zakltocajace
Bilirubina do 50 mg/dL, kwas askorbinowy do 50 mg/dL, triglicerydy do
2000 mg/dL, karbamylowana Hb do 7,5 mmollL i acetylowana Hb do 5,0
mmol/L nie zaktocajg tego testu.

2. Zgtaszano, ze wyniki moga by¢ niespéjne u pacjentéw z nastepujacymi
chorobami lub stanami:  uzaleznienie od opiatdw, zatrucie ofowiem,
alkoholizm, spozywanie duzych dawek aspiryny.6. 7.9

3. Zglaszano, ze podwyzszenie stezen HbF moze prowadzic do
niedoszacowania stezenia HA1c.' Ponadto zgtaszano, ze nie wykryto
niestabilnych produktow posrednich (zasada Schiffa) i nie zaktcajg one
oznaczania HbA1c metodg immunologiczna.

4. Ustalono, ze warianty hemoglobiny HbA2, HbC i HbS nie zaktdcajg tej
metody testu.

5. Inne bardzo rzadkie warianty hemoglobiny (np. HbE) nie byly oceniane.
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Ograniczenia

1. Test nie jest przeznaczony do diagnostyki cukrzycy.

2. Prdbki pochodzace od pacjentéw powinny by¢ zawsze oznaczane za
pomoca krzywej kalibracyjnej.

3. Zgtaszano, ze wyniki moga by¢ niespojne u pacjentéw z nastepujacymi
chorobami lub stanami:  uzaleznienie od opiatow, zatrucie otowiem,
alkoholizm, spozywanie duzych dawek aspiryny.6.7.8.9

4. Zgtaszano, ze podwyzszenie stezen HbF moze prowadzié do
niedoszacowania stezenia Halc oraz, ze uremia nie zaktdca oznaczania
HbA1c metodg immunologiczna.'® Ponadto zgtaszano, ze nie wykryto
niestabilnych produktéw posrednich (zasada Schiffa) i w zwigzku z tym nie
zaktocajg one oznaczania HbA1c metodg immunologiczng.

5. Ustalono, ze warianty hemoglobiny HbA2, HbC i HbS nie zakidcajg tej
metody testu.

6.  Inne bardzo rzadkie warianty hemoglobiny (np. HbE) nie byly oceniane.

Kontrola jakosci

Wiarygodno$¢ wynikéw badan powinna by¢ monitorowana za kazdym razem, gdy
probki pacjentéw sg testowane przy uzyciu wzorca i materiatow kontroli jakosci
analizowanych w taki sam sposob, jak w przypadku probek o nieznanym statusie.
Sugerujemy stosowanie w badanym zakresie dostepnych na rynku kontroli
hemoglobiny A1c. Jesli kontrole nie mieszczq si¢ w badanym zakresie wartoSci
pacjenta z tej serii, nie nalezy ich zgtasza¢. Serig nalezy powtdrzy¢, upewniajac
sie, ze wszystkie instrukcje dotyczace mieszania i obstugi sg $cisle
przestrzegane.

Liniowo$¢ oznaczenia powinna by¢ sprawdzana przy uzyciu komercyjnego
zestawu do kontroli liniowosci lub rozcieficzen probki o duzym stezeniu, co
najmniej co sze$¢ miesiecy.

Obliczenia/wyniki

Wyniki stezenia HbA1c dla probek o nieznanym statusie i kontroli sg
okreslane na podstawie przygotowanej krzywej kalibracji. Przyktadowq
krzywa przedstawiono ponizej:
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Wartosci oczekiwane'!

Zalecane wartosci: ponizej 6% w przypadku oséb bez cukrzycy, ponizej 7% w
przypadku kontroli glikemii u 0s6b z cukrzyca.

Kazde laboratorium powinno ustali¢ wtasne zakresy referencyjne. W przypadku
stosowania oznaczenia hemoglobiny A1c do monitorowania pacjentéw z
cukrzycg wyniki nalezy interpretowa¢ indywidualnie. Oznacza to, ze pacjent
powinien by¢ monitorowany w poréwnaniu do innych wynikdéw prébek tego
pacienta.  Istnieje 3-4-tygodniowe opo6znienie czasowe, zanim stezenie
hemoglobiny A1c bedzie odzwierciedla¢ zmiany stezenia glukozy we krwi.
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Dziatanie

1.

2.

Liniowos¢: Zakres testu hemoglobiny A1c wynosi 2,0%—16,0%.

Poréwnanie: Badanie przy uzyciu 40 probek ludzkich testowanych przy uzyciu
tego testu do oznaczenia stezenia hemoglobiny A1c oraz zautomatyzowanej
procedury HPLC (Tosoh) wykazato wspéiczynnik korelacji réwny 0,988 i
réwnanie regres;ji liniowej wynoszagce y=0,983x +0,140. (Syx = 0,230)

Precyzja:

W jednej serii testu: Precyzija w ramach serii zostata ustalona poprzez
oznaczenie prébek krwi zgodnie z protokolem NCCLS EP5 na analizatorze
Hitachi 717.

NISKA | SREDNIA | WYSOKA
N 20 20 20
Srednio 5,07 8,49 12,21
SD 0,138 0,072 0,152
cv 231% | 0,85% 1,24%

Pomigdzy dniami:  Precyzja pomigdzy dniami zostata ustalona poprzez
oznaczenie probek krwi zgodnie z protokolem NCCLS EP5 na analizatorze
Hitachi 717.

NISKA | SREDNIA | WYSOKA
N 20 20 20
Srednio 5,95 8,34 12,15
SD 0,190 0,093 0,179
cv 3,19% 1,12% 1,47%

Czutosé: Czutos¢ badano przez odczytanie zmiany w zakresie absorbancji przy
fali o dtugosci 660 nm dla prébki roztworu soli fizjologicznej i probki krwi petnej o
znanym stezeniu. Wykonano dziesie¢ powtérzen kazdej probki. Wyniki tego
badania wskazuja, ze w uzywanym analizatorze (Hitachi 717) odczynnik HbA1c
wykazywat brak lub niewielkie odchylenie dla probki zerowej. W opisanych
warunkach reakcji zmiana absorbancji o 0,056 odpowiada w przyblizeniu 1,0%
HbA1c.

Pi$miennictwo

1.
2.
3.

230N okl

—_O -

Automotive | Process & Environmental | Medical | Semiconductor | Scientific

Trivelli, L.A., Ranney, H.M., and Lai, H.T., New Eng. J. Med. 284,353 (1971).

Gonen, B., and Rubenstein, A.H., Diabetologia 15, 1 (1978).

Gabbay, K.H., Hasty, K., Breslow, J.L., Ellison, R.C., Bunn, H.F., and Gallop, P.M., J.
Clin. Endocrinol. Metab. 44, 859 (1977).

Bates, H.M., Lab. Mang., Vol 16 (Jan. 1978).

Tietz, N.W., Textbook of Clinical Chemistry, Philadelphia, W.B. Saunders Company,
p.794-795 (1999).

Ceriello, A., et al, Diabetologia 22, p. 379 (1982).

Little, R.R., et al, Clin. Chem. 32, pp. 358-360 (1986).

Fluckiger, R., et al, New Eng.J. Med. 304 pp. 823-827 (1981).

Nathan, D.M., et al, Clin. Chem. 29, pp. 466-469 (1983).

Engbaek, F., et al, Clin. Chem. 35, pp. 93-97 (1989).

American Diabetes Association: Clinical Practice Recommendations (Position
Statement). Diabetes Care 24 (Suppl. 1): S33-S55, (2001).

HORIBA



Pointe
Hemoglobina A1c
Zestaw odczynnikéw

Objasnienie symboli
& Zuzyé przed (RRRR-MM-DD) Kod parii seri
Numer katalogowy wl Producent

Wyréb medyczny do diagnostyki in vitro /H/ Granica temperatury

Uil Zapoznac sie z instrukcjg uzywania
Rx Only: Produkt wydawany wytacznie na recepte

[Ci Znak CE Autoryzowany przedstawiciel we Wspélnocie Europejskiej

-I .! ai - Wyprodukowane przez 8°C -
H7546 40 “ HORIBA Instruments m j{[ m
H7546-120 Incorporated: 2°C
Pointe Brand
5449 Research Drive
Canton, MI 48188

Wyprodukowane przez HORIBA Instruments Incorporated: Pointe Brand
5449 Research Drive, Canton, M| 48188

Autoryzowany przedstawiciel w Europie:
Obelis s.a.

Boulevard Général Wahis 53

1030 Bruksela, BELGIA
Tel.: (32)2.732.59.54 Faks: (32)2.732.60.03  e-mail: mail@obelis.net

Gwarancja potwierdzonego dziatania

Firma Pointe zadwiadcza, ze wszystkie nasze produkty sg produkowane
zgodnie z okre$lonymi parametrami. Kazdy produkt, ktdry nie spetnia
specyfikacji przed uptynieciem jego terminu wazno$ci podanego w wykazie,
zostanie niezwtocznie wymieniony bez ponoszenia jakichkolwiek optat.
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