HbAlc

enzymatic

Método enziméatico para la determinacion de HbAlc en
sangre entera

SIGNIFICACION CLINICA

La diabetes mellitus es una enfermedad cronica, que com-
prende un conjunto de deso6rdenes del metabolismo de los
hidratos de carbono que cursan con una manifestacion
comun: la hiperglicemia.

El control glicémico periédico permite prevenir los trastor-
nos agudos y reducir el riesgo de las complicaciones tar-
dias de la enfermedad (retinopatia, nefropatia, neuropatia 'y
enfermedades cardiovasculares).

La relacion entre el desarrollo y progresion de las compli-
caciones microvasculares y el control glicémico ha sido
debatida por muchos afios, en parte debido a los métodos
inadecuados para realizar un control glicémico retrospecti-
vo. Los métodos tradicionales de medicion de glucosa en
sangre y orina tienen un valor limitado para este propésito,
y s6lo fue con el desarrollo de determinaciones para protei-
nas glicosiladas o glicadas, que se ha logrado un conoci-
miento exacto y objetivo del estado glicémico a largo plazo.
Las glicohemoglobinas, también llamadas hemoglobinas
glicosiladas o glicadas, fueron descritas por primera vez en
1968 por Rahbar como "hemoglobinas diabéticas". Su pro-
duccién depende de la concentracién de glucosa y ocurre a
través de un proceso no enzimatico post-traduccional lla-
mado glicacion, donde el azlcar es unido a los grupos amino
de las moléculas de hemoglobina (Hb). La glicacion de los
aminoacidos N terminales de las cadenas o y  como asi
también los grupos e-amino de los residuos de lisina en la
molécula de hemoglobina, resultan en una variedad de
hemoglobinas glicadas, incluyendo HbAlc, que es la es-
pecie glicosilada en la valina N-terminal de la cadena f.
Los niveles de %HbAlc son proporcionales a la concentra-
cién de glucosa en sangre durante las Ultimas 6-8 sema-
nas. Asi, la determinacién de %HbALc provee un parametro
integral para monitorear el curso del control de glucosa a
largo plazo.

FUNDAMENTOS DEL METODO

HbAlc enzymatic es un método enzimatico en el cual mues-
tras de sangre entera lisadas son sometidas a una diges-
tién proteica por medio de una proteasa. Este proceso libe-
ra aminoacidos, incluyendo valinas glicadas de las cade-
nas beta de hemoglobina. Las valinas glicadas actian como
sustratos de la enzima fructosil valina oxidasa (FVO). Esta
enzima cliva especificamente valinas N terminales y gene-
ra peroxido de hidrégeno. Este dltimo a su vez, es cuantifi-
cado en una reaccién catalizada por la peroxidasa (POD)
en presencia de un cromogeno. No es necesaria una me-
dida separada de la hemoglobina total (Hb).

La concentracion de HbAlc se expresa directamente como
%HbA1c.

REACTIVOS PROVISTOS

A,. Reactivo A,: buffer de Goods 5 mM, pH 7,0, Triton X-100
0,5% y proteasas 4 kU/ml.

A,. Reactivo A,: buffer de Goods 1 mM, pH 6,3.

B. Reactivo B: buffer Tris 15 mM, pH 8,0, FVO > 10 U/mL,
POD 90 U/mL y cromégeno 0,8 mM.

REACTIVOS NO PROVISTOS

-HbAlc enzymatic Lysis Buffer de Wiener lab.
-HbAlc enzymatic Control de Wiener lab.
-HbAlc enzymatic Calibrator de Wiener lab.

- Agua desmineralizada.

INSTRUCCIONES PARA SU USO

Reactivos A , A, y B: listos para usar para analizadores
capaces de trabajar con tres reactivos.

Para analizadores que trabajen con dos reactivos, premez-
clar los reactivos A, y A, en una relacion 7:3 respectivamen-
te. Mezclar por inversién y dejar en reposo a 2-10°C por al
menos 12 horas previas al uso.

HbAlc enzymatic Lysis buffer: listo para usar.

PRECAUCIONES

Los Reactivos Provistos son para uso diagndstico "in vitro".
Los reactivos A, y B son fotosensibles. Conservar en lugar
oscuro.

Utilizar los reactivos guardando las precauciones habitua-
les de trabajo en el laboratorio de quimica clinica.

Todos los reactivos y las muestras deben descartarse de
acuerdo a la normativa local vigente.

ESTABILIDAD E INSTRUCCIONES DE

ALMACENAMIENTO

Los Reactivos Provistos son estables en refrigerador (2-
10°C) hasta la fecha de vencimiento indicada en la caja. No
congelar.

Reactivos A, A,y B: una vez abiertos se recomienda con-
servar los reactivos en refrigerador (2-10°C) bien cerrados.
No congelar.

Reactivos A, y A, premezclados: estables 4 semanas a 2-
10°C

HbA1c enzymatic Lysis Buffer: estable en refrigerador (2-
10°C) hasta la fecha de vencimiento indicada en la etiqueta.
Evitar contaminaciones (no introducir pipetas u otros ele-
mentos en su interior. Cerrar el frasco luego de su uso.
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MUESTRA

Sangre entera anticoagulada

a) Recoleccidn: obtener la muestra de la manera usual.
b) Aditivos: se recomienda el uso de EDTA (Anticoagulante
W de Wiener lab) como anticoagulante.

c) Sustancias interferentes conocidas: no se observan
interferencias por bilirrubina (conjugada y no conjugada)
hasta 15 mg/dL, triglicéridos hasta 2000 mg/dL, acido as-
coérbico hasta 25 mg/dL, glucosa hasta 4000 mg/dL, acido
Urico hasta 20 mg/dL y urea hasta 100 mg/dL.

Deberan interpretarse con cuidado los valores de %HbAlc
obtenidos en aquellas patologias o situaciones que alte-
ran la vida media de los eritrocitos, como anemias hemoli-
ticas, anemias ferropénicas, transfusiones, pérdidas de
sangre, etc.

Referirse a las bibliografias de Young para los efectos de
las drogas y las enfermedades en el presente método.

d) Estabilidad e instrucciones de almacenamiento: la
muestra es estable 3 dias a temperatura ambiente (15-
25°C) o 14 dias refrigerada (2-10°C).

PREPARACION DE LAMUESTRA

Permitir que HbAlc enzymatic Lysis Buffer tome tem-
peratura ambiente antes de usar. Homogeneizar la
muestra de sangre por inversion repetida, hasta obte-
ner una suspension completa, evitando la formacion de
espuma.

En un tubo de Kahn o hemdlisis, agregar:

HbAlc enzymatic Lysis Buffer 250 uL
Muestra 20 uL

Mezclar, agitando por inversion repetida o bien emplear
vortex. Evitar la formacién de espuma. Incubar a tempe-
ratura ambiente (15-25°C) por al menos 10 minutos
para asegurar la lisis completa de los eritrocitos. La
muestra hemolizada podra ser empleada una vez ob-
tenida una solucién roja oscura y limpia, sin particulas
en solucion.

Los calibradores y controles deben ser tratados exacta-
mente igual que las muestras de pacientes.

Estabilidad de las muestras hemolizadas: estables 4
horas a temperatura ambiente (< 25°C).

MATERIAL REQUERIDO (no provisto)

- Analizador automatico.

- Micropipetas y pipetas para medir los volimenes indica-
dos.

- Tubos de Kahn o hemdlisis.

CONDICIONES DE REACCION

Parametros generales para analizadores automaticos ca-
paces de trabajar con 3reactivos:

HbAlc enzymatic es un método de punto final y el primer
punto de lectura es inmediatamente anterior al agregado
del reactivo B.

Nombre del test HbAlc enzymatic
Tipo de reaccion Punto final
Long. de onda primaria 700 nm
Long. de onda secundaria 800 nm
Temperatura 37°C
Volumen de Reactivo A, 112 uL
Volumen de muestra 25 uL
Incubacion 120 segundos
Volumen de Reactivo A, 48 uL
Incubacion 300 segundos
Volumen de Reactivo B 70 uL
Incubacion 180 segundos
Calibracién 2 puntos
Calibradores ly2

Paréametros generales para analizadores automéaticos ca-
paces de trabajar con 2 reactivos:

HbAlc enzymatic es un método de punto final y el primer
punto de lectura es inmediatamente anterior al agregado
del reactivo B. Premezclar los reactivos A, y A, como se des-
cribe en la seccion preparacion de reactivos.

Nombre del test HbAlc enzymatic
Tipo de reaccion Punto final
Long. de onda primaria 700 nm
Long. de onda secundaria 800 nm
Temperatura 37°C
Volumen de ReactivoA_, 160 uL
Volumen de muestra 25 uL
Incubacion 300 segundos
Volumen de Reactivo B 70 uL
Incubacion 180 segundos
Calibracién 2 puntos
Calibradores ly2

Los voliumenes de muestra y reactivos pueden variarse pro-
porcionalmente, sin que se alteren los factores de célculo.
Solicitar aplicaciones para los analizadores comercializa-
dos por Wiener lab. Las aplicaciones no provistas por
Wiener lab. deben ser validadas.

INTERPRETACION DE RESULTADOS

Los valores de %HbAlc son expresados directamente se-
gun el National Glycohemoglobin Standardization Program
(NGSP) y el Diabetes Control and Complications Trial (DCCT).
Los resultados segiin DCCT/NGSP (%) pueden ser con-
vertidos a IFCC (%) a través de la siguiente férmula:

IFCC (%) = [NGSP (%) - 2,15] /0,915

METODO DE CONTROL DE CALIDAD

HbAlc enzymatic Control de Wiener lab.

Los controles requieren tratamiento previo con el reactivo
HbAlc enzymatic Lysis buffer al igual que los calibrado-
res y muestras de pacientes.

VALORES DE REFERENCIA
Personas con metabolismo sano, de acuerdo a DCCT/
NGSP: 4,8-5,9% de HbA1lc.
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En base a los estudios de DCCT (Diabetes Control and
Complications Trial) se considera que niveles mayores a 7%
de HbAlc se asocian a mayor riesgo de complicaciones cré-
nicas. En general se recomienda que cada laboratorio esta-
blezca sus propios intervalos de referencia, dentro de su po-
blacién de pacientes.

LIMITACIONES DEL PROCEDIMIENTO

Ver Sustancias interferentes conocidas en MUESTRA.

Se recomienda realizar una calibracion completa, cuando se
cambia de lote de reactivo y/o de lote de HbAlc enzymatic
Lysis Buffer o cuando el control de calidad asi lo determina.
Este método fue disefiado para informar %HbA1c, por lo que
no deben ser informados por separado los valores de HbAlcy
Hb.

El kit HbAlc enzymatic debe ser usado siempre que el valor
de hemoglobina del paciente se encuentre dentro del rango 9-
21 g/dL. No utilizar este método para valores de Hb fuera de
este rango.

Para preservar laintegridad de los reactivos debe evitarse todo
tipo de contaminaciones, empleando para la medicién Unica-
mente micropipetas perfectamente limpias y secas.

PERFORMANCE

a) Reproducibilidad: fue evaluada a través del protocolo
EP15-A de CLSI. Paraello se procesaron en Wiener lab CT600i,
3 muestras con niveles diferentes de HbAlc, obteniéndose
los siguientes resultados:

Precisién intraensayo

Nivel D.S. C.V.
5,39 % 0,04 % 0,72%
10,89 % 0,06 % 0,56 %
12,11 % 0,09 % 0,71%

Precision total

Nivel D.S. C.V.
5,39 % 0,07 % 1,32%
10,89 % 0,09 % 0,82 %
12,11 % 0,19 % 1,54 %

b) Limite de deteccién: 4%. (%HbALc).

c) Linealidad: HbAlc enzymatic posee un rango lineal en-
tre 4% y 14%. Muestras con valores superiores a 14% no
deben ser diluidas y ensayadas nuevamente. Los resultados
deben ser reportados como mayores a 14% (> 14%).

PRESENTACION

1x 18 mL Reactivo A,
1 x 8 mL Reactivo A,
1x12 mL Reactivo B
(Cod. 1999735)

1x 18 mL Reactivo A,
1 x 8 mL Reactivo A,
1x12 mL Reactivo B
(Cbd. 1009368)

Wiener lab. provee separadamente:
HbAlc enzymatic Lysis Buffer: 1 x 50 mL (C6d.1999729)
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Simbolos

Los siguientes simbolos se utilizan en todos los kits de reactivos para diagnéstico de Wiener lab.

Este producto cumple con los requerimientos pre-
( - L Elaborado por:
€ vistos por la Directiva Europea 98/79 CE de produc- P
tos sanitarios para el diagnéstico "in vitro"
Xn
Representante autorizado en la Comunidad Euro- )
x Nocivo
pea
Uso diagnostico "in vitro" M=
-:-'b Corrosivo / Caustico
Contenido suficiente para <n> ensayos
Xi
Irritante
Fecha de caducidad
Consultar instrucciones de uso

Limite de temperatura (conservar a)

| | calibrador
No congelar
0 Control
Riesgo biolégico
CONTROL| +|  Control Positivo
Volumen después de la reconstitucién
-]  Control Negativo

Cont. Contenido

NUmero de lote Numero de catélogo
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