NEPHSTAR®
HbA1c
Para determinaciéon de Hemoglobina A1c

N° Catalogo DKO071

1. Aplicaciéon

Este producto se utiliza en el analizador de proteinas
NEPHSTAR® para la determinacion cuantitativa del porcentaje
de hemoglobina A1c (HbA1c) humana sobre el total de
hemoglobina en sangre como ayuda en el diagndstico de la
diabetes mellitus.

2. Resumen

Se forma la HbA1c como consecuencia de la glicacion no
enzimatica del extremo N de la cadena beta de la molécula de
hemoglobina. Dado que la HbA1c se une continuamente a la
glucosa a lo largo del ciclo de vida de los gldbulos rojos, se
considera un indicador del nivel promedio diario de glucosa en
la sangre durante las 6 a 8 semanas anteriores. Por lo tanto,
es una ayuda util y ampliamente aceptada para el diagnéstico
de la diabetes y el seguimiento de la terapia.

La diabetes mellitus es una enfermedad crénica que se
caracteriza por la hiperglucemia. Las consecuencias incluyen
trastornos del metabolismo de los carbohidratos, lipidos y
proteinas. Las complicaciones asociadas con la diabetes,
incluidas  nefropatias, retinopatias y enfermedades
cardiovasculares. La monitorizacion de los niveles de HbA1c
ayuda a asistir el tratamiento de la diabetes y mejora el control
metabolico del paciente en comparacién con la monitorizacion
de glucosa en sangre u orina solo.

3. Principio de la prueba

El HbA1c Kit mide el porcentaje de HbA1c directamente a
través de la prueba nefelométrica cuantitativa. La
hemoglobina total y la HbA1c se unen a las particulas de latex
con la misma afinidad. Luego, la HbA1c unida a particulas se
une al anticuerpo monoclonal murino contra la HbA1c
humana. Cuando el segundo anticuerpo, el anticuerpo
policlonal IgG anti-ratén de cabra, esta presente, se aglutina
este complejo. La cantidad de luz dispersada por la
aglutinacion es proporcional al porcentaje de HbA1c en la
muestra. El nivel de HbA1c se calcula automaticamente por
referencia a una curva de calibracion almacenada en el
instrumento.

4. Componentes

Codigo | Nombre Volumen/Cantidad

DLO71 HbA1c R1 NEPHSTAR (Léatex) 3x2.5mL

DAO71 HbA1c R2a NEPHSTAR 1x1.0mL

DBO071 HbA1c R2b NEPHSTAR 1x25mL

DHO71 Solucion Hemolisis NEPHSTAR | 1 x 25 mL

DCO071 Tarjeta HbA1c NEPHSTAR 1
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5. Materiales necesarios pero no suministrados

5.1 El sistema de NEPHSTAR analizador de proteinas (
NS100)

5.2 NEPHSTAR kit de accesorios (NSAS201)

5.3 Pipeta 5-50uL

5.4 Pipeta electronica (YB201)

5.5 Pipeta 100-1000uL

5.6 Equipo para recoleccion de muestras

5.7 Control HbA1c NEPHSTAR (Cadigo: HBDMOQ72,
1x0.5mL)
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6. Almacenamiento y estabilidad

Cuando se almacenan a 2-8°C, los reactivos sin abrir son
estables hasta la fecha de vencimiento (imprimida en la
etiqueta). Evitar la luz solar directa y no congelar. Una vez
abierto el latex HbA1c (R1) se mantendra estable por 60 dias
a 2-8°C; los anticuerpos (R2a y R2b) se mantendra estable
por 30 dias a 2-8°C.

7. Preparacion de reactivos

7.1 R1,R2a,R2b de HbA1c : Listo para usar.

7.2 Control de HbA1c: Abra el vial y agregue exactamente 0.5
ml de agua destilada en el vial para disolver los contenidos.
Mezcle suavemente durante 10 minutos o hasta que todo el
material se haya disuelto. El control reconstituido se
mantendra estable por 30 dias si se lo almacena bien cerrado
a una temperatura de 2-8°C. Se mantendra estable por 6
meses si se lo almacena bien cerrado a -20°C. Antes de usar,
el control reconstituido debe ser hemolizado siguiendo el
mismo paso que se describe en la seccién 8 a continuacion.

8. Recoleccion y preparacion de la muestra

Hemolisis de las muestras: Coloque 1 mL de solucion
hemodlisis en un tubo de ensayo y agregue 10uL de muestra
de sangre completa en el tubo. Mezcle. Deje reposar la
mezcla durante 5 minutos o hasta la lisis completa. La
muestra de sangre puede ser de sangre venosa fresca con
EDTA o una muestra recién recolectada de la punta del dedo.
El hemolizado se mantendra estable por 48 horas a 2-8°C.

9. Interferencias:

No hay interferencias hasta: acido ascorbico (50mg/dL),
triglicéridos  (2000mg/dL),  bilirrubina  (40mg/dL), Hb
carbamilada (7.5mmol/L) y Hb acetilada (5mmol/L).

10. Procedimiento de analisis
Resumen: voliumenes de reactivo agregado a la cubeta

Reactivo Volumen
Hemolizado 10 uL
R1 HbA1c 300 pL
Agregado a los 3 minutos
R2b HbA1c 100 yL
R2a HbA1c 40 pL

Nota: Todos los reactivos deben equilibrarse a la
temperatura(18-26°C) ambiente antes de usar.

10.1  Encender el NEPHSTAR.

10.2 Ingresar el numero de analisis. Ingrese el nimero de
analisis de HbA1c Kit (HbA1c=71). Pase la tarjeta
magnética cuando muestre el mensaje “pasar tarjeta
magnética” en la pantalla.

10.3 En pantalla aparecera el nombre de la prueba y el lote
del reactivo. Controle detenidamente y presione
ENTER si el nimero de lote es idéntico al numero
impreso en la tarjeta o en la etiqueta del kit. De lo
contrario, pase la tarjeta magnética para actualizar los
datos de la curva, almacenados en NEPHSTAR.

10.4 Ingresar el ID de la muestra. Presione las teclas
numeéricas para ingresar el ID de la muestra, o presione
ENTER para aceptar el ID de la muestra que indica el
instrumento en pantalla.

10.5 Presione ENTER para aceptar la dilucion
predeterminada de la muestra. (EI nimero debe ser 1,
porque no se necesita la dilucion para el analisis de
HbA1c.)

10.6 Prepare una cubeta por cada muestra a analizar.
Coloque un agitador en la cubeta utilizando las pinzas
suministradas, y agregue cuidadosamente 10uL del
hemolizado de la muestra en el fondo de la cubeta.



10.7 Colocar la cubeta en la camara. Coloque la cubeta en
la camara y presionela ligeramente hacia abajo hasta
que alcance el fondo de la camara. La cubeta se
detectara en forma automatica.

10.8 Agregar reactivo R1. Agregue en la cubeta 300 uL de
R1 HbA1c. NEPHSTAR detectara el agregado del R1.
El agitador comenzara a funcionar hasta llegar a la
cuenta regresiva de 3 minutos en forma automatica.
También puede usar otro método para contar el tiempo
y saltear este paso presionando SALTEAR (SKIP).

10.9 Agregar reactivo R2a y R2b. Una vez completados
los 3 minutos, NEPHSTAR hara un bip e indicara el
agregado del reactivo. Usando la pipeta electronica
(Cat. No: YB201), primero saque 100uL de HbA1c R2b,
presione un espacio de aire, limpie la punta de la pipeta
externamente con papel absorbente y luego saque
40uL de R2a HbA1c. Depués de agregar los dos en la
cubeta a la vez, presione ENTER inmediatamente para
comenzar la prueba; el resultado se imprimira de
manera automatica al finalizar la prueba.

Nota: si la prueba comienza antes de agregar el
reactivos R2a y R2b, retire la cubeta de la camara,
vuelva a colocarla y continie a agregar los dos
reactivos necesarios.

Nota: Cuando la pipeta electronica no esta
disponible, una pipeta comun es aceptable. En ese
caso, el reactivo R2b debe agregarse antes del
R2a. De lo contrario, los resultados podrian ser
mas altos de lo esperado.

10.10 Una vez finalizado el ensayo, retire la cubeta y
presione ENTER para realizar la siguiente prueba. Se
volvera al paso 10.7. El ID de la muestra aumentara de
manera secuencial. Para modificar el ID, presione dos
veces la tecla BACK e ingrese el nimero correcto.

10.11 Si NEPHSTAR indica que el resultado es mayor o
menor al rango de medicién o se espera un resultado
exacto, repita la prueba de la muestra con otro método.
Cambiar la diluciéon de la muestra dara lugar a
resultados engafosos. Por lo tanto, no se recomienda.

10.12 Una vez finalizadas todas las pruebas del mismo
andlisis, presione ESC y vuelva al paso 10.2. Ingrese el
nuevo numero de analisis y comience con otra prueba.

11. Control de calidad

De acuerdo con las buenas practicas de laboratorio, los
usuarios deberan ejecutar controles con cada lote de
muestras. Los resultados de este control deberan estar dentro
del rango de validez rotulado en el vial de control.

Nota: El control HbA1c no es un componente estandar del
HbA1c Kit y se vende por separado.

12. Sensibilidad y rango de medicion
El limite de sensibilidad es de 3% y el limite superior es 15%.

13. Exceso de antigenos

Una muestra de HbA1c con un porcentaje de concentracion
inferior al 40% no generara un exceso de antigenos. Pero,
normalmente no existira una concentracion tan alta de HbA1c
en la muestra de un paciente.

14. Rango de referencia

14.1 De acuerdo con la OMS, el rango normal de porcentaje
de HbA1c para un adulto sano es: 3.8 — 5.8%. Para pacientes
diabéticos, un porcentaje de HbA1c inferior al 7% es
aceptable. El rango de referencia puede variar segun la edad,
el sexo, la dieta y la ubicacion geografica. Cada laboratorio
debe determinar sus propios valores esperados segun lo
dictado por las buenas practicas de laboratorio.
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14.2 El diagndstico y tratamiento no solo dependeran de la
determinacion de HbA1c. Se deben tener en cuenta los
sintomas clinicos y otros datos de laboratorio de los pacientes
correspondientes.

15. Precision

Dos concentraciones de muestras se analizaron con
NEPHSTAR® durante varios dias usando un mismo lote de
este kit. Para cada concentracion se realizan 20 repeticiones.
A continuacién se muestran los promedios de los coeficientes
de variacion (CV) para cada concentracion:

HbATc (%) CV_(%)
5 <10
11 <10

16. Estudio de correlacion

Usando este kit en el NEPHSTAR® y G8 fabricado por Tosoh
que utilice el método HPLC se lleva a cabo un estudio de
correlacion sobre 20 muestras clinicas. Los resultados de la
ecuacion de regresion lineal y la ecuacion de correlacion que
se muestran a continuacién, demuestran una buena
correlacion entre ambos métodos:

Y=0.981X-0.10
(Y= NEPHSTAR® HbA1c, X=HPLC HbA1c)
Coeficiente de correlacion r =0.978

17. Precauciones y advertencias

17.1 Los reactivos son solo para uso en diagndstico in vitro.
17.2 Los reactivos solo pueden ser utilizados por personal
capacitado con buenas practicas de laboratorio, y debe
seguirse al pie de la letra el procedimiento establecido.

17.3 Se ha probado que todos los antisueros son negativos
para HBsAg, negativos para el los anticuerpos contra el HIV
(1 y 2), negativos para los anticuerpo contra el VHC. Sin
embargo, el método de analisis realizado no puede garantizar
la ausencia absoluta de agentes infecciosos en los productos
sanguineos, por lo que se recomienda ftratar a los
hemoderivados tales como controles y antisueros como
fuentes potencialmente infecciosas.

17.4 Todos los reactivos del kit contienen azida de sodio
como conservante. Manéjelos con cuidado. Prohibido la
ingesta o el contacto de los reactivos con la piel o las
membranas mucosas. En caso de contacto, lave con
abundante agua y busque ayuda médica. Ademas, se pueden
formar azidas de metal explosivas al contacto con cafierias de
plomo o de cobre; cuando trate los reactivos, asegurese de
emplear abundante cantidad de agua para evitar la
acumulacion de azida.

17.5 Todos los componentes del kit son especificos de
NEPHSTAR®. Los reactivos de lotes diferentes no pueden
intercambiarse; de lo contrario, los resultados podrian ser
engafiosos.
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