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HEMOGLOBIN A1C

kod 11044
20 testu

kod 11045
100 testd

SKLADOVANI PRI 15-30°C

Reagenty pro méfeni koncentrace hemoglobinu A1C
Pouze pro laboratorni in vitro diagnostiku

BioSystems

REAGENTS & INSTRUMENTS

HEMOGLOBIN A1C

Chromatografie - spektrofotometrie
lontova vyména

PRINCIP METODY

Po pfipravé hemolyzatu, kdy je odstranéna labilni frakce hemoglobinu jsou
hemoglobiny zachyceny na katexové pryskyfici. Poté je hemoglobin Asc
(HbA1c) specificky vymyt a po promyti je frakce HbA+a+b! je tato stanovena
pfimym fotometrickym méfenim pfi 415 nm. Pro zjisténi relativni
koncentrace (HbA1c) je tfeba udélat jesté méfeni koncentrace celkového
hemoglobinu pfimym fotometrickym méfenim pfi 415 nm.

Oddéleni a odecteni frakce HbAc :
6. Opatmé napipetujte na filtr kolony:

| 50 pL ‘ Ponechte volné odtékat ven |

7. Pro odstranéni vSech zbytkd vzorku zanechanych nad hornim filtrem,
pipetujte:

| Hemolysat

| Reagent (2) 200 L ‘ Ponechte volné odtékat ven |
8. Pipetujte:
| Reagent (2) | 2,0mL ‘ Ponechte volné odtékat ven |

9. Umistéte zkumavku pod kolonu a pfidejte:

| Reagent (3) |

4,0 mL

‘ Sbirejte eluat ( frakce HbA1c) |

OBSAH
kod 11044 kéd 11045
1. Reagent 1x30mL 1x30 mL
2. Reagent 1x50 mL 1 x 240 mL
3. Reagent 1 x 450 mL 4 x 450 mL
4. Mikrokolony 1x20 1x100
SLOZENi

1. Reagent. Ftalat draselny 50 mmol/l, detergent 5 g/l, pH 5,0 a azid
sodny 0,95 g/L.

2. Reagent. Fosfatovy pufr 30 mmol/l, pH 6,5 a azid sodny 0,95 g/l.

3. Reagent. Fosfatovy pufr 72 mmol/l, pH 6,5 a azid sodny 0,95 g/l.

4. Mikrokolony. Obsahuji pfesné navazené mnozstvi pufrované
pryskyfice pH 6,5 fosfatovym pufrem 72 mmol/L, azid sodny 0,95 g/L
Upozornéni: PouZivejte pouze mikrokolony (4) a reagenty 2 a 3 se
stejnym Cislem Sarze!

SKLADOVANI

Skladujte pfi teploté 15-30°C. Reagenty jsou stabilni do data expirace
uvedené na Stitku, pokud jsou t&sné uzaviené a je zabrénéno jejich
kontaminaci béhem jejich pouziti.

Znamky zhorseni kvality:

Reagencie: pfitomnost ¢astic, zakal.

Mikrokolony (4): ztrata (nepfitomnost) pufru nad pryskyfici.

PRIDAVNA ZARIZENi
m Spektrofotometr nebo fotometr s filtrem 415 nm (405-425)
VZORKY

Plna krev odebrana standardnim zptisobem. Hemoglobin HbA1c je stabilni
7 dni pfi 2-8° C. Heparin nebo EDTA miZe byt pouZit jako antikoagulant.

POSTUP

Priprava hemolysatu a odstranéni labilni frakce

1. Vytemperujte kolony a reagenty na pokojovou teplotu (21-26°C)
(Poznamka 1)

2. Pipetujte do testovaci zkumavky:

Krev 50 pL
Reagent (1) 200 pL

3. Promichejte a nechejte stat 10-15 minut pfi pokojové teploté. Tento
hemolysat pouzijte v kroku 6 a 11.

Priprava kolonek (Poznamka 2 a 3)

4. Nejdfive odstrante horni uzavér mikrokolony, poté uzavér jeji spodni
casti.

5. Zatlate horni disk, ktery uzavird pryskyfici tupym pfedmétem
(sklenénou tyCinkou) t&sné nad jeji povrch. Nestladujte pryskyfici!
Kapalinu nad pryskyfici nechejte prokapat pfes spodni uzavér.

10. Eluat dikladné promichejte a odectéte absorbanci (A) frakce HbA1c
pfi 415 nm proti destilované vodé (Awbatc). Absorbance je stabilni
nejméné po dobu jedné hodiny.

Odecteni HbrotaL

11. Pipetujte do testovaci zkumavky:

Reagent (3)
Hemolysat

12,0 mL
50 pL

12. Eluat dikladné promichejte a odedtéte absorbanci (A) pfi 415 nm proti
destilované vodé (AxbtotaL). Absorbance je stabilni nejméné po dobu

jedné hodiny. i y
VYPOCET

Procento relativni koncentrace HbA+c ve vzorku se vypocita podle vzorce:

Anate X Vioate

X VigroraL

x 100 = %HbA1C

AHbTOTAL
Objem HbA1c (VHoate) je 4 mL, objem Hb total (Vubrotar) je 12 mL.
Nasledujici rovnice uvadi vypocet koncentrace:

A
—thte x% = %HbA1C

A HbTOTAL

Vysledky ziskané touto metodou jsou ekvivalentni podle ,US National
Glycohemoglobin Standardization Program* certifikové metody (NGSP) a
nebo mohou byt pfepoéitany na ekvivalent podle ,International Federation
of Clinical Chemistry* standardizované metody (IFCC) za pouZiti
mezinarodné doporucovaného prepocitavaciho vzorce2?

%HbA1c - IFFC (mmol/mol) = 10,93 x HbA1c - NGSP-DCCT(%) - 23,5

REFERENCNi HODNOTY

Nasledujici cut-off hodnoty byly stanoveny Skupinou experimentéalniho
vyvoje komplikaci a kontroly diabetu (Diabetes Control and Complications
Trial Research Group - DCCT) a pfijaty mnoha zemémi pro referenéni
meze pro populaci bez diabetu a pro zhodnoceni stupné kontroly glukézy
v krvi diabetik(i45

NGSP-DCCT IFCC Referentni hodnoty/

(%) (mmol/mol) stupen kontroly
40-6,5 20-48 Bez diabetu
6,0-7,0 42 -53 Cilena kontrola
70-8,0 53-64 Vhodna kontrola

>80 > 64 Doporuéena kontrola




KONTROLA KVALITY
Pro ovéfeni provedeni a kontrolu postupu méfeni Hemoglobinu A+ se
doporuéuje pouzit kontroly: normalni hladina (kéd 18001) a zvySena
hladina (kod 18002).
Kazda laboratof by si méla stanovit svoji vlastni vnitini kontrolu kvality a
postupy pro napravna jednani, jestlize kontroly nejsou v tolerancnim

rozpéti.
METROLOGICKA CHARAKTERISTIKA
— Detekeni limit: Nizsi jak 4,0 % = 20 mmol/mol.
— Linearita: Nejméné 17,0 % = 162 mmol/mol.
— Opakovatelnost ( jednoho vzorku):

Primérna koncentrace cv n

7,2 % = 55 mmol/mol 549% 25

9,9 % =85 mmol/mol 6,3 % 25
Reprodukovatelnost (run to run):

Primérna koncentrace cv n

7,2 % = 55 mmol/mol 73% 25

9,9 % =85 mmol/mol 59% 25

— Spravnost: Vysledky ziskané touto metodou nevykazovaly systematické
rozdily ve srovnani s referencni metodou. Porovnavaci zkousky jsou na
pozadani k dispozici.

— Interference: Bilirubin do 20 mg/dl a lipemie (triglyceridy) do 10 g/L
neinterferuji. Nékteré druhy 1éka a jiné latky mohou interferovatt.

Pfi iontové vyméné u chromatografickych metod mlZe pfitomnost
hemoglobinu C nebo S ve vzorku nepatmé zménit vysledky, ale rozdily
nejsou klinicky vyznamné?®. Jiné varianty hemoglobinu jako HbE, HbF,
carbamyl-Hb a acetyl-Hb mohou interferovat. Inkubace s Reagentem (1)
eliminuje interference zplsobené labilnim HgA1c.

Pii hemolytické anemii, anemii z nedostatku zeleza a transfuzi se
primérné stafi ¢ervenych krvinek méni. U téchto pacientl by se méla
vénovat vétsi opatrnost pfi interpretaci vysledk( HbA1c.

DIAGNOSTICKA CHARAKTERISTIKA

HbA1c je produktem nezvratné kondenzace glukézy s N-konecnym
zbytkem B-fetézce hemoglobinu A.

HbA1c koncentrace je pfimo Umérna primérné koncentraci glukézy
vkrvi previadajici v krvi v pfedchozich 6-8 tydnech, ekvivalent
primérné Zivotnosti Cervenych krvinek*. Primérna hodnota glukosy
(eAG) béhem této periody mlize byt vypocitana podle vzorce®:

eAG (mg/dl) = 28,7 x HgA1c — NGSP — DCCT (%) - 46,7

eAG (mmolll) = 1,59 x HgA1c - NGSP - DCCT (%) — 2,59

eAG (mg/dl) = 2,64 x HgA1c - IFCC (mmol/mol) + 15,0
(

eAG (mmolll) = 0,146 x HgA1c — IFCC (mmol/mol) + 0,843

Hladiny HbA1c jsou hodnotnym dopliikem ureni glukozy v krvi pfi
stanoveni glykemickych kontrol u jednotlivel s diabetes mellitus za
pfedpokladu provadéni dalSich stanoveni, které poskytuji vice
spolehlivych informaci pro monitorovani glykemie neZ jen uréeni hladiny
glukdzy. Cetné studie ukazaly, ze komplikace souvisejici s diabetem
mohou byt redukovany dlouhodobym monitorovanim a pfisnou kontrolou
hladiny glukozy v krvi.

Koncentrace HbA1c mohou byt také uzite€nou hodnotou pro stanoveni
diagnostiky diabetu.!0.

Klinicka diagndza by vSak neméla byt uzaviena jen na zakladé tohoto
vysledku, ale mély by byt propojeny klinické a laboratorni vysledky.

POZNAMKY

1. Ziskané vysledky jsou nezavislé na teploté, pokud pracujete
v doporuéeném teplotnim intervalu (21-26°C). Jestlize je pracovni
teplota mimo doporuCeny interval, vynasobte ziskané hodnoty
odpovidajicim faktorem uvedenym v nasledujici tabulce:

M11044i-20

Pracovni teplota Faktor
18-20°C 1,15
27-30°C 0,90

2. Dlouhé uskladnéni kolonek vede kutlaéeni pryskyfice a tim i ke
zpomaleni jejich pritoku. Pro obnovu jejich funkce obratte kolonu pfed
stanovenim na 10 minut tak, aby se pryskyfice pfesypala. Poté kolonu
umistéte do pracovni polohy a pryskyfici nechejte usadit.

3. Vpryskyfiéné koloné se mohou objevit vzduchové bubliny. Jejich
pfitomnost neovliviiuje stanoveni.
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