Kit para determinacdo da hemoglobina glicada em amostras de
sangue total (HbA1C).

Somente para uso diagnéstico in vitro

Metodologia e principio do teste

A determinacdo quantitativa da hemoglobina glicada é realizada a
partir do hemolisado da amostra, onde é eliminada a frag&o labil. O
hemolisado é transferido para a microcoluna de resina de troca
catidnica, onde ocorrem interagdo entre as cargas de resina e as
cargas das moléculas de hemoglobina; sendo as cargas das
moléculas HbA1C menores, estas ndo se ligam a resina, passando
especificamente para o eluato, onde é realizada a determinagao
quantitativa da HbA1C através da medida espectrofotométrica da
absorbancia em 415 nm.

Composicao dos reagentes e apresentacao
R1 Hemolisante: Biftalato de potassio 50 mmol/L, detergente, pH

50 (1 x 7 mL) R2 Tampéao: Tampao fosfato 48 mol/L, pH 6,5,
azida sédica 0,95 g/dL (1 x 60 mL ). R3 Reagente de cor: Tampéo
fosfato72 mmol/L, pH 6,4, azida sddica 0,95 g/L ( 2 x 225 mL ).
Microcolunas:Contém resina de troca catiénica equilibrada ( 25
unidades )

* Conjunto para 25 testes.

Materiais necessarios nao fornecidos

- Agua destilada ou deionizada

- Banho-maria

Crondémetro

Espectrofotdometro

Pipetas manuais ou automaticas

Ponteiras descartaveis

- Vidraria

Precaucoes e cuidados especiais

—  Somente para uso diagndstico “in vitro”.

Nao misturar ou trocar lotes de reagentes diferentes.

Evitar contaminacdo microbiana dos reagentes e nao utilizar

reagentes que tenham sinais de contaminacdo ou

precipitacao.

cepa

- Caso haja contato com quaisquer reagentes lavar a area
afetada com agua em profusdo. Em caso de ingestdo de
reagentes procurar auxilio médico imediato munidos desta
instrugdo de uso.

—  Utilizar equipamentos de protecao individual segundo normas
de biosseguranga.

- A agua (destilada ou deionizada) utilizada na limpeza do
material ou nos procedimentos deve ser recente e isenta de
agentes contaminantes.

- Certificar-se das condigbes adequadas de funcionamento dos
equipamentos de  analise.

— O descarte do material utilizado deve ser feito segundo os
critérios de biosseguranga.

- Lavar as maos apds trabalhar com material potencialmente

infeccioso.

lArmazenamento, transporte e validade

Armazenar os reagentes entre 2-8°C em sua embalagem original.
Os produtos poderdo ser transportados, por até 48 horas, entre

2-30°C. A data de validade se encontra no rétulo do produto.

IAmostra biolégica

Sangue total colhido com heparina ou EDTA
Sob refrigeragédo, a hemoglobina glicada no sangue total é estavel
durante 7 dias. Caso nado seja possivel a determinagdo no mesmo
dia da coleta da amostra, aconselha-se guardar o sangue total ao
invés do eluato.

.
Todo o material biolégico deve ser processado como sendo
potencialmente contaminante. Usar luvas descartaveis durante a
manipulagdo do material biologico. As amostras devem ser
descartadas, apos o uso, em recipientes especificos para este fim.
A presenca de hemoglobinas variantes S e C podem alterar, de
forma ndo muito significativa, os resultados. A presenga das
hemoglobinas E, F, Hb-carbamilada e Hb-acetilada, podem

interferir nos resultados. A interferéncia da fracdo HbA1c — labil e

minimizada pelo reagente hemolisante. Nos pacientes com anemia
hemofilica, anemia por deficiente de ferro, ou transfundidos, a
idade média dos eritrécitos s&o alteradas. Interpretar estes

resultados com cautela.

Preparo do Hemolisado|

Permitir que reagentes e amostras atinjam a temperatura ambiente;

Pipetar em tubo de ensaio como descrito abaixo:

Sangue total 50 pL
Hemolisante 200 pL
Agitar e deixar a temperatura ambiente durante 10-15

minutos.

Preparo da Microcoluna|

A armazenagem prolonganda das microcolunas pode ocasionar

uma excessiva compactagao da resina, o que diminui o fluxo. Para

evitar esta interferéncia, colocar a microcoluna em posicéo
invertida por aproximadamente 10 minutos. Apds este peiodo,
retorna-la a posigcéo original e aguardar a sedimentagao da resina
antes de abaixar o disco superior.

D
Caso o procedimento acima nado resolva, deixar a microcoluna por
30 minutos a 37° C (Banho maria ou estufa). Repeti o processo
acima, caso o problema persista, entre em contato com o SAC.

catidnica e quebrar a o bico inferior.

Destampar a parte superior da microcoluna de troca

Pressionar, com o auxilio da extremidade de uma pipeta, o
disco superior até o nivel da resina, evitando comprimi-la. Deixar
gotejar até que o liquido alcance o nivel do disco. Descartar o
eluato

Separacgao e leitura da HBA1C|

R IR s CINLelIEETele  Aplicar, cuidadosamente sobre o disco da
microcoluna, 50 pL do hemolisado. Descartar o eluato

EEERVARREINEl Apds absor¢cdo de todo hemolisado, adicionar
200puL do tampéo, procurando arrastar os possiveis residos do

hemolisado. Quando este atinjir o disco da microcoluna, adicionar

mais 2 mL. Descartar o eluato



R RGN CRe R ®e]] Colocar a microcoluna sobre um tubo

de ensaio e adicionar 4 mL do Reagente de Cor. Recolher o
eluato.

Passo 4 — Leitura HBA1C|

Agitar bem e ler a absorbancia da fragdo HbA1c a 415 nm, zerando
o fotdbmetro com agua destilada.

Passo 4 — Leitura HB Total

Pipetar em tubo de ensaio como descrito abaixo:

Hemolisado 50 pL
Reagente de cor 12 mL

Agitar bem e ler a absorbancia da Hb Total a 415 nm contra agua

destilada. A cor é estavel por 60 minutos.

Calculos

(Abs.HBA1C)

3 X Abs HB Total 100

Hemoglobina Glicada =

Os resultados encontrados por este método sdo equivalentes aos
U S National
Standardization Program (NGSP) e podem ser transformados em

métodos certificados pela Glicohemoglobin

equivalentes ao do método normalizado pela International
Federation of Clinical Chemistry (IFCC), atravé da seguinte

equacgao:

HbA1C -IFCC (mmol/mol) = 10,93 x HbA1C% - 23,5

Temperatura de trabalho: 21-26 °C.
Se a temperatura de trabalho for superior ou inferior, multiplicar o

valor obtido pelo correspondente, segundo a tabela abaixo:

Temperatura de ensaio

18-20°C 1,15
27-30 °C 0,90

Fator de corregao

Valores de referéncia

Os valores de referéncia abaixo foram estabelecidos pelo Diabetes
Control and Complications Trial Research Group (DCCT) e foram

aceitas em varios paises para populacdo nado diabética e para

avaliagéo do grau de controle da glicose no sangue nos pacientes

diabéticos.
NGSP-DCCT IFCC Valores de referéncia / Grau de
(%) (mmol/mol) controle
4,0-6,5 20-48 Nao diabético
6,0-7,0 42-53 Diabético com bom controle
7,0-8,0 53-64 Diabético com controle regular
>8 > 64 Diabético com controle ruim

Estes valores sdo dados apenas a titulo orientativo. E
recomendavel que cada laboratério estabeleca sua prépria faixa de
valores de referéncia.

Controle de qualidade

O laboratério deve ter como pratica de rotina o uso de amostras

controle comerciais. Preferencialmente deve participar de
programas de controle externo de qualidade, a exemplo daqueles
oferecidos pela SBAC e SBPC.

Caracteristicas de desempenho do produto’

Sensibilidade analitica: A sensibilidade do método é de 4% (20
mmol/mol).

Limite de Linearidade: Os resultados s&o lineares até 17% (162
mmol/mol).

Estudos comparativos: Este produto ndo apresentou variacédo
sistémica significativa quando comparado com produtos de mesma
metodologia.

Repetitividade e Reprodutibilidade:

Concentracdo média n CV%
7,2% = 55 mmol/mol 25 5,4
9,9% = 85 mmol/mol 25 6,3

Repetitividade

Concentracdo média n CV%
7,2% =55 mmol/mol 25 7,3
9,9% = 85 mmol/mol 25 5,9

Reprodutibilidade

Termo de garantia
A MBiolog Diagnosticos Ltda garante o desempenho deste produto

até a data de expiragéo indicada no rétulo, desde que os cuidados
de utilizagdo e armazenamento indicados nos rotulos e nestas

instrugdes de uso forem seguidas corretamente.

Meio ambiente

As caixas e bulas podem ser encaminhados para coleta seletiva e
reciclados, desde que nido contenha contaminagdes quimicas e/ou

bioldgicas. Preserve o meio ambiente.
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