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Método
Imunoturbidimetria.

Finalidade

Reagentes para determinagao especifica da fragdo HbA1c da hemoglobina
glicada no sangue total.

Somente para uso diagnéstico in vitro.

Principio

Depois de se preparar um hemolisado, a concentragao de hemoglobina A1c
(HbA1c) é quantificada mediante um procedimento turbidimétrico com
latex. As diferentes hemoglobinas presentes no hemolisado s&o absorvidas
sobre a superficie das particulas de latex de forma atipica e em proporcéo
equivalente a sua concentragdo na amostra. A adigao de um anticorpo anti-
HbA1c humana provoca uma aglutinagéo proporcional a concentragéo de
hemoglobina A1c que pode ser quantificada por turbidimetria.

Significado Clinico
A Hemoglobina A1c é o produto da condensagéo irreversivel da glicose
com o residuo N-terminal da cadeia 3 da hemoglobina A.
A concentracdo de HbA1c no sangue é diretamente proporcional a
concentragdo média de glicose durante um periodo de tempo de 6-8
semanas, equivalente a vida média dos eritrocitos.
A concentracdo de hemoglobina glicada (HbA1C) no sangue é diretamente
proporcional a concentragdo média estimada de glicose (CMGe) durante o
periodo de 6 a 8 semanas, equivalente a vida média das hemacias.
Deste modo, a CMG estimada pode ser calculada como segue:

eAG (mg/dL) = 28,7 x HbA1C -NGSP-DCCT (%) — 46,7

eAG (mmol/L) = 1,59 x HbA1C -NGSP-DCCT (%) — 2,59

eAG (mg/dL) = 2,64 x HbA1C -IFCC (mmol/mol) + 15,0

eAG (mmol/L) = 0,146 x HbA1C -IFCC (mmol/mol) + 0,843

Os niveis de HbA1c sdo um complemento valioso para as determinagdes
de glicose no sangue na avaliagdo do controle glicémico com vista ao
acompanhamento dos pacientes diabéticos, proporcionando uma
informagédo mais confiavel do que a concentracdo de glicose. Existem
varios estudos que indicam que as complica¢des relacionadas com a
diabetes podem ser reduzidas através de um controle rigoroso dos niveis
de glicose no sangue. A concentragdo de HbA1c também pode ser uma
ferramenta util no diagndstico da diabetes. O diagnéstico clinico ndo deve
ser realizado tendo em conta o resultado de apenas um ensaio, mas deve
integrar os dados clinicos e laboratoriais.

Reagentes

Reagente n° 1 - Latex: Suspensédo de particulas de latex, azida de soédio
0,95 g/L, pH 8,0.

Reagente n° 2 - Anticorpo anti-HbA1c: Anticorpo anti-HbA1c humana,
conservantes, pH 6,0.

Reagente n° 3 - Calibradores: Sangue humano. A concentragdo de
HbA1C esta indicada no rétulo do frasco Conjunto de calibradores
disponivel em 4 niveis.

Estabilidade

Os reagentes sdo estaveis até a data de validade impressa no rétulo do
produto e na embalagem externa quando conservados na temperatura
recomendada, bem vedados e se evitado a contaminagao durante o uso.

Condigoes de Armazenamento
A temperatura de armazenamento devera ser de 2 a 8 °C.

Cuidados Especiais e Precaugoes

* As amostras a serem analisadas devem ser tratadas como material
potencialmente infectante.

« Utilizar os EPI's de acordo com as Boas Praticas de Laboratério Clinico.
«» O Latex (1) e o Anticorpo anti-HbA1c (2) contém azida sddica que é toxica
e irritante para pele e mucosa.

» As informagbes de Descarte, Seguranca e Primeiros Socorros estdo
descritas na Ficha Individual de Seguranga de Produtos Quimicos (FISPQ)
deste produto, disponivel em www.bioanalitica.com.br ou pelo telefone
0800 006 8111.

» Reagentes de lotes diferentes ndo devem ser misturados. N&o trocar as
tampas dos frascos dos reagentes, a fim de evitar contaminac¢ao cruzada.
» Nao utilizar os reagentes quando apresentarem absorbancia do branco
superior a 0,700 a 670 nm

« Evitar deixar os reagentes fora das condicdes de armazenamento
especificadas, quando os mesmos nao estiverem em uso.

» O tempo de reagéo, pipetagens e temperatura de trabalho sdo muito
importantes para obtengéo de resultados corretos.

» Usar pipetas de vidro e ponteiras descartaveis especificas para cada
amostra, controle, padrao/calibrador e reagente.

» O nivel de agua do banho-maria deve ser superior ao dos tubos de ensaio
que contém as reagoes.

Materiais Necessarios e Nao Fornecidos

« Analisador bioquimico automatico, semiautomatico ou espectrofotdbmetro;
« Pipetas de vidro e/ou automaticas;

* Ponteiras, estantes;

» Tubos de ensaio;

* Crondmetro.

Amostra

Sangue total (EDTA). O analito é estavel durante 7 dias a 2 - 8 °C, quando
livres de contaminagéo.

Para descarte dos reagentes e materiais biolégicos deve-se seguir as
normas locais, estaduais ou federais de protecao ambiental.

Interferéncias

A lipemia (triglicérides 4 g/L) e a bilirrubina (10 mg/dL) n&o interferem.
Outros medicamentos e substancias podem interferir.

Nos imunoensaios, a presenga de Hb-acetilada, Hb-carbamilada, HbA1C
labil, HbE e HbD néo afeta os resultados. Outras variantes de hemoglobina
como HbS, HbF ou HbC podem interferir. Nos doentes com anemia
hemolitica, anemia por caréncia de ferro ou quando tiver sido efetuada uma
transfusdo, a idade média dos eritrécitos é alterada. Por este motivo, os
resultados de HbA1c destes doentes devem ser interpretados com cuidado.

Preparagao dos Reagentes

Calibradores de HbA1C 4 niveis de matriz humana. Reconstituir os
calibradores liofilizados com 0,5 mL de agua destilada. Estavel durante 30
diasa2-8°C.

Os reagentes 1 e 2 estdo prontos para uso.

Calibragao

Curva de Calibragao

Calcular a diferenga de absorbancias (Acalibrador — ABranco) de cada ponto da
curva de calibragdo e representar os valores encontrados face as
concentragdes de HbA1c. A concentragdo de HbA1c na amostra é
calculada por interpolacdo da sua diferenca de absorbancias (Aamostra —
Agranco) Na curva de calibragéo.

Recomenda-se a execugéo do branco todos os dias e que se calibre pelo
menos cada 30 dias, depois de uma substituicdo de lote de reagente ou
quando os procedimentos de controle de qualidade o exigirem.

Procedimento Técnico

Equipamentos Automaticos

Para determinacdo em equipamento automatico, verificar no site
www.bioanalitica.com.br.

Preparagao do Hemolisado
Os calibradores devem ser tratados da mesma forma que as amostras dos
doentes.

Sangue total 50 pL

Agua destilada 5,0 mL

Agitar. Deixar incubar a temperatura ambiente durante 5 minutos.
O Hemolisado é estavel durante 72 horas a 2 - 8 °C.

Ensaio
1. Pré-aquecer os reagentes e o instrumento a 37 °C.
2. Pipetar em tubos de ensaio:

Macro Micro
Reagente 1 Latex 950 uL 450 uL
Branco (agua destilada) Calibrador/Amostra 15 pL 7 uL

3. Misturar e inserir a cuveta no instrumento. Acionar o cronémetro
marcando 2 minutos.
4. Pipetar nos tubos de ensaio:

Reagente 2 Anticorpo anti-HbA1c

200 pL 100 pL

5. Misturar e ler a absorbancia a 670 nm decorridos 10 segundos (A1) e de
5 minutos (A2).
6. Calcular a diferenga de absorbancias AA= A2-A1.
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Calculo

Os valores de concentragdo obtidos sado rastreaveis pelo método de
referéncia descrito pela IFCC. Os valores rastreaveis pelo método de
referéncia descrito pelo US National Glycohemoglobin Standardization
Program (NGSP) sao obtidos mediante a formula seguinte.

HbA1C -NGSP-DCCT (%) = 0,0915 x HbA1C -IFCC (mmol/mol) + 2,15

Exemplo

Se HbA1C-Método IFCC = 24 mmol/mol

HbA1C-Método NGSP em % = (24 mmol/mol x 0,0915) + 2,15
HbA1C-Método NGSP em % =4,35 % = 4,4 %

Nota

Para se evitarem eventuais interferéncias com outros tipos de ensaios,
recomenda-se que as medi¢cdes de HbA1C sejam efetuadas em séries
independentes das restantes técnicas.

Caracteristicas do Desempenho

Comparagao de Métodos

Os resultados obtidos com estes reagentes ndo mostram diferencas
sistematicas significativas quando comparados com os de um processo de
referéncia.

Sensibilidade
O limite de detecgdo minimo do método € 6 mmol/mol.

Linearidade

Intervalo de medigéo (valor aproximado dependendo do valor do calibrador
de concentragdo mais elevado) 6 - 140 mmol/mol. Para valores superiores,
diluir a amostra 1/2 com agua destilada e repetir a medicao.

Repetitividade
Concentragdo média CVv n
37 mmol/mol 1,8 % 15
78 mmol/mol 1,6 % 15

Reprodutibilidade

Concentragdo média cv n
37 mmol/mol 3,1% 15
78 mmol/mol 3,0 % 15

Valores de Referéncia

Estes valores de referéncia devem ser usados apenas como orientagao.
Sugere-se que cada laboratorio estabelega seus proprios valores para
populacao atendida. Os resultados dos testes devem ser analisados por um
profissional responsavel.

Os valores seguintes foram estabelecidos pelo Diabetes Control and
Complications Trial Research Group (DCCT) e foram aceites em varios
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Observagoes

* A limpeza e secagem adequadas do material usado sdo fatores
fundamentais para a estabilidade dos reagentes e obtencgéo de resultados
corretos.

» A agua utilizada na limpeza do material deve ser recente e isenta de
agentes contaminantes. A limpeza da vidraria deve ser feita com detergente
neutro. O enxague deve ser exaustivo sendo os Ultimos com agua destilada
ou deionizada.

» A agua utilizada no laboratério deve ter a qualidade adequada a cada
aplicagd@o. Assim, para preparar reagentes e usar nas medi¢des, a agua
deve ser do Tipo Il, com resistividade > 1 megaohms/ cm ou condutividade
< 1 microsiemens /cm e concentragdo de silicatos < 0,1 mg/L. Para o
enxague inicial da vidraria, a agua pode ser do Tipo lll, com resistividade >
0,1 megahoms ou condutividade < 10 microsiemens.

No enxague final, utilizar agua do Tipo Il. Coluna deionizadora com sua
capacidade saturada libera agua alcalina, varios ions e também
substancias com grande poder de oxidag&o ou redugédo que deterioram os
reagentes em poucos dias ou mesmo horas, alterando de maneira
imprevisivel os resultados. Assim, é fundamental estabelecer um programa
de controle da qualidade da agua.
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Termos e Condig6es de Garantia

A Bioanalitica Diagnéstica garante o desempenho e a qualidade deste
produto, dentro das especificacdes, até a data de expiragédo indicada nos
rétulos, desde que utilizados, armazenados e transportados nas condigbes
adequadas.

paises para a populagdo ndo diabética e para a avaliagdo do grau de ApresentagGes
controle da glicose no sangue em doentes diabéticos.
= . Anticorpo .
Ref. Apresentagao Latex anti-HbA1c Calibradores
IFCC 1imol Valores de Referéncia /
(mmol/mol) NGSP-DCCT (%) Grau de Controle BA247-50 HbA1c 1x50mL | 1x10mL
20 -48 40-65 Nzo diabético 1:1x0,5mL
HbA1c/ 2:1x0,5mL
42 —-53 6,0-7,0 Meta BA247-50 1x50 mL 1x10 mL ’
CALIBRADOR 3:1x05mL
53 -64 7,0-8,0 Bom controle 4:1x0,5mL
> 64 >8,0 Necessita atuagéo 1:1x0,5mL
BA055-2 CALIBRADOR 2:1x0,5mL
Controle Interno da Qualidade HbA1c 3:1x05mL
O laboratério clinico deve possuir um programa interno de controle da 4:1x0,5mL

qualidade, para assegurar que todos os procedimentos, normas, limites e
tolerancia para variagdes sejam claramente definidos. Ressaltamos que
todos os sistemas de medig&o apresentam uma variabilidade analitica, que
deve ser monitorada pelos laboratérios. Portanto, € recomendavel a
utilizagéo de controles, que permitem avaliar a precisdo e a exatidao das
dosagens. Sugere-se utilizar solugbes estabilizadas da linha de controles e
calibradores da Bioanalitica.
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