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Método enzimatico para la determinaciéon de HbA1c en sangre entera

SIGNIFICACION CLINICA

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

El control glicémico periddico permite prevenir los trastornos
agudos y reducir el riesgo de las complicaciones tardias de
la enfermedad (retinopatia, nefropatia, neuropatia y enfer-
medades cardiovasculares).

La relacién 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 retrospectivo.
Los métodos tradicionales de medicion de glucosa en sangre
y orina tienen un valor limitado para este proposito, y sélo
fue con el desarrollo de determinaciones para proteinas
glicosiladas o glicadas, que se ha logrado un conocimiento
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
produccion depende de la concentracion de glucosa y ocu-
rre a través de un proceso no enzimatico post-traduccional
llamado glicacién, donde el azucar 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 HbA1c, que es la especie
glicosilada en la valina N-terminal de la cadena f.

Los niveles de %HbA1c son proporcionales a la concentra-
cién de glucosa en sangre durante las ultimas 6-8 semanas.
Asi, la determinacién de %HbA1c provee un parametro
integral para monitorear el curso del control de glucosa a
largo plazo.

FUNDAMENTOS DEL METODO

HbA1c enzymatic es un método enzimatico en el cual mues-
tras de sangre entera lisadas son sometidas a una digestion
proteica por medio de una proteasa. Este proceso libera
aminoacidos, incluyendo valinas glicadas de las cadenas
beta de hemoglobina. Las valinas glicadas actian como
sustratos de la enzima fructosil valina oxidasa (FVO). Esta
enzima cliva especificamente valinas N terminales y genera
peroxido de hidrégeno. Este Ultimo a su vez, es cuantifica-
do en una reaccion catalizada por la peroxidasa (POD) en
presencia de un cromégeno. No es necesaria una medida
separada de la hemoglobina total (Hb).

La concentraciéon de HbA1c 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 cromoégeno 0,8 mM.

REACTIVOS NO PROVISTOS

- HbA1c enzymatic Lysis Buffer de Wiener lab.
- HbA1c enzymatic Control de Wiener lab.

- HbA1c 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-
clarlos reactivos A, y A, en una relacion 7:3 respectivamente.
Mezclar por inversion y dejar en reposo a 2-10°C por al
menos 12 horas previas al uso.

HbA1c enzymatic Lysis buffer: listo para usar.

PRECAUCIONES

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

Utilizar los reactivos guardando las precauciones habituales
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 eti-
queta. Evitar contaminaciones (no introducir pipetas u otros
elementos en su interior. Cerrar el frasco luego de su uso.
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MUESTRA

Sangre entera anticoagulada

a) Recoleccion: 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-
cérbico 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 %HbA1c
obtenidos en aquellas patologias o situaciones que alteran
la vida media de los eritrocitos, como anemias hemoliticas,
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)
0 14 dias refrigerada (2-10°C).

PREPARACION DE LA MUESTRA

Permitir que HbA1c enzymatic Lysis Buffer tome
temperatura ambiente antes de usar. Homogeneizar
la muestra de sangre por inversion repetida, hasta ob-
tener una suspensién completa, evitando la formacién
de espuma.

En un tubo de Kahn o hemolisis, agregar:

HbA1c enzymatic Lysis Buffer 250 uL
Muestra 20 uL

Mezclar, agitando por inversion repetida o bien emplear
vortex. Evitar la formacion de espuma. Incubar a tem-
peratura 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 solucion roja oscura y limpia, sin particulas
en solucién.

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 volumenes indi-
cados.

- Tubos de Kahn o hemdlisis.

CONDICIONES DE REACCION

Parametros generales para analizadores automaticos
capaces de trabajar con 3 reactivos:

HbA1c enzymatic es un método de punto final y el primer
punto de lectura es inmediatamente anterior al agregado
del reactivo B.

Nombre del test HbA1c 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
Calibracion 2 puntos
Calibradores 1y2

Parametros generales para analizadores automaticos
capaces de trabajar con 2 reactivos:
HbA1c 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 describe
en la seccion preparacion de reactivos.

Nombre del test HbA1c enzymatic
Tipo de reaccién Punto final
Long. de onda primaria 700 nm
Long. de onda secundaria 800 nm
Temperatura 37°C
Volumen de Reactivo A, , 160 uL
Volumen de muestra 25 uL
Incubacion 300 segundos
Volumen de Reactivo B 70 uL
Incubacion 180 segundos
Calibracion 2 puntos
Calibradores 1y2

Los volumenes de muestra y reactivos pueden variarse
proporcionalmente, sin que se alteren los factores de calculo.
Solicitar aplicaciones para los analizadores comercializados
por Wiener lab. Las aplicaciones no provistas por Wiener
lab. deben ser validadas.

INTERPRETACION DE RESULTADOS

Los valores de %HbA1c son expresados directamente se-
gun el National Glycohemoglobin Standardization Program
(NGSP) Yy el Diabetes Control and Complications Trial (DCCT).
Los resultados segun DCCT/NGSP (%) pueden ser conver-
tidos a IFCC (%) a través de la siguiente férmula:

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

METODO DE CONTROL DE CALIDAD

HbA1c enzymatic Control de Wiener lab.

Los controles requieren tratamiento previo con el reactivo
HbA1c enzymatic Lysis buffer al igual que los calibradores
y muestras de pacientes.

VALORES DE REFERENCIA
Personas con metabolismo sano, de acuerdo a DCCT/
NGSP: 4,8-5,9% de HbA1c.
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En base a los estudios de DCCT (Diabetes Control and
Complications Trial) se considera que niveles mayores a
7% de HbA1c se asocian a mayor riesgo de complicaciones
cronicas. En general se recomienda que cada laboratorio
establezca sus propios intervalos de referencia, dentro de
su poblacién 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 HbA1c 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
HbA1c y Hb.

El kit HbA1c 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 la integridad de los reactivos debe evi-
tarse todo tipo de contaminaciones, empleando para
la medicion Unicamente micropipetas perfectamente
limpias y secas.

PERFORMANCE

a) Reproducibilidad: fue evaluada a través del protocolo
EP15-A de CLSI. Para ello se procesaron en Wiener lab
CT600i, 3 muestras con niveles diferentes de HbA1c, obte-
niéndose los siguientes resultados:

Precision 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 deteccidon: 4%. (%HbA1c).

c) Linealidad: HbA1c enzymatic posee un rango lineal entre
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

1 x 18 mL Reactivo A,
1 x 8 mL Reactivo A,

1 x 12 mL Reactivo B
(Céd. 1999735)

1 x 36 mL Reactivo A,
1x 16 mL Reactivo A,
2 x 12 mL Reactivo B
(Cod. 1009621)

*Marcado CE pendiente

1 x 36 mL Reactivo A,
1x 16 mL Reactivo A,
2 x 12 mL Reactivo B
(Céd. 1009929)*

Wiener lab. provee separadamente:
HbA1c enzymatic Lysis Buffer: 1 x 50 mL (C6d.1999729)
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Método enzimatico para a determinagao de HbA1c em sangue total

SIGNIFICADO CLINICO

A diabetes mellitus € uma enfermidade crbnica, que com-
preende um conjunto de desordens do metabolismo dos
hidratos de carbono que cursam com uma manifestagao
comum: a hiperglicemia.

O Controle glicémico periodico permite prevenir os transtor-
nos agudos e reduzir o risco das complicacdes tardias da
enfermidade (retinopatia, nefropatia, neuropatia e enfermi-
dades cardiovasculares).

A relagao entre o desenvolvimento e progressao das
complicagdes microvasculares e o controle glicémico esta
sendo debatida por muitos anos, em parte devido aos
métodos inadequados para realizar um controle glicémico
retrospectivo.

Os métodos tradicionais de medicédo de glicose no sangue
e na urina tém um valor limitado para este propdsito, e s6
foi com o desenvolvimento de determinacdes para proteinas
glicosiladas ou glicadas, que foi alcangado um conhecimento
exato e objetivo do estado glicémico a longo prazo.

As glicohemoglobinas, também chamadas hemoglobinas
glicosiladas ou glicadas, foram descritas pela primeira vez
em 1968 por Rahbar como «hemoglobinas diabéticas». Sua
producdo depende da concentragéo de glicose e ocorre
através de um processo ndo enzimatico pds-traducional
chamado glicagéo, onde o agucar é unido aos grupos amino
das moléculas de hemoglobina (Hb). A glicagéo dos amino-
acidos N-terminais das cadeias o e 3, como assim também
dos grupos e-amino dos residuos de lisina na molécula de
hemoglobina, resultam em uma variedade de hemoglobinas
glicadas, incluindo HbA1c, que constitui a espécie glicosilada
na valina N-terminal da cadeia §.

Os niveis de %HbA1c sédo proporcionais a concentragao
de glicose no sangue durante as ultimas 6-8 semanas.
Assim a determinacdo de %HbA1c prové um parametro
integral para monitorar o curso do controle de glicose a
longo prazo.

FUNDAMENTOS DO METODO

HbA1c enzymatic € um método enzimatico no qual as
amostras de sangue total lisadas sdo submetidas a uma
digestéo protéica mediante uma protease. Este processo
libera aminoacidos que incluem valinas glicadas das cadeias
beta de hemoglobina. As valinas glicadas atuam como subs-
tratos da enzima fructosil valina oxidase (FVO). Esta enzima
cliva especificamente valinas N-terminais e gera peréxido
de hidrogénio. O peroxido de hidrogénio é quantificado em
uma reacao catalisada pela peroxidase (POD) em presenca
de um cromogeno. Nao é necessaria uma medida separada

da hemoglobina total (Hb).
A concentragéo de HbA1c é expressa como %HbA1c.

REAGENTES FORNECIDOS

A,. Reagente A: tamp&o de Goods 5 mM, pH 7,0, Triton
X-100 0,5% e proteases 4 kU/mL.

A,. Reagente A,: tamp&o de Goods 1 mM, pH 6,3.

B. Reagente B: tampao Tris 15 mM, pH 8,0, FVO <10 U/mL,
POD 90 U/mL e cromdgeno 0,8 mM.

REAGENTES NAO FORNECIDOS

- HbA1c enzymatic Lysis Buffer de Wiener lab.
- HbA1c enzymatic Control de Wiener lab.

- HbA1c enzymatic Calibrator de Wiener lab.

- Agua desmineralizada

INSTRUGOES DE USO

Reagentes A, A, e B: prontos para uso em analisadores
capazes de trabalhar com trés reagentes. Para analisa-
dores que trabalham com dois reagentes, pré-misturar os
reagentes A, e A, em uma proporgéo 7:3 respectivamente.
Misturar por inversdo e deixar em repouso a 2-10°C pelo
menos durante 12 horas antes de usar.

HbA1c enzymatic Lysis Buffer: pronto para uso.

PRECAUGOES

Os Reagentes Fornecidos s&o para uso diagnéstico "in vitro".
Os Reagentes A, e A, s&o foto-sensiveis. Conservar ao
abrigo da luz.

Utilizar os reagentes observando as precaug¢des habituais
de trabalho no laboratdrio de analise clinica.

Todos os reagentes e as amostras devem-se descartar
conforme a regulagao local vigente.

ESTABILIDADE E INSTRUGOES DE
ARMAZENAMENTO

Os Reagentes Fornecidos sdo estaveis sob refrigeracdo
(2-10°C) até a data de vencimento indicada na embalagem.
N&o congelar.

Reagentes A,, A2 e B: uma vez abertos é recomendavel
conservar sob refrigeragéo (2-10°C) bem fechados. Nao
congelar.

Os Reagentes A, e A, pré-misturados s&o estaveis durante
4 semanas a 2-10°C.

HbA1c enzymatic Lysis Buffer: estavel sob refrigeracdo
(2-10°C) até a data de vencimento indicada na embalagem.
Evitar contaminagdes (nao introduzir pipetas ou outros
elementos no seu interior). Fechar o frasco apds o seu uso.
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AMOSTRA

Sangue inteiro anticoagulado

a) Coleta: obter a amostra da maneira usual.

b) Aditivos: recomenda-se o uso de heparina ou EDTA
(Anticoagulante W da Wiener lab.) como anticoagu-
lante.

c) Substancias interferentes conhecidas: ndo sdo ob-
servadas interferéncias por bilirrubina (conjugada e néo
conjugada) até 15 mg/dL, triglicerideos até 2000 mg/dL,
acido ascérbico até 25 mg/dL, glicose até 4000 mg/dL, acido
urico até 20 mg/dL nem uréia até 100 mg/dL.

Deverao ser interpretados com precaugao os valores
de %HbA1c obtidos naquelas patologias ou situagdes
que alteram a vida média dos eritrocitos, como anemias
hemoliticas, anemias ferroprivas, transfusdes, perda de
sangue, etc.

Referéncia bibliografica de Young para efeitos de drogas e
enfermidades neste método.

d) Estabilidade e instrugdes de armazenamento: a amos-
tra é estavel 3 dias a temperatura ambiente (15-25°C), ou
14 dias sob refrigeragéo (2-10°C).

PREPARAGAO DA AMOSTRA

Permitir que o HbA1c enzymatic Lysis Buffer fique
em temperatura ambiente antes de usar. Homogenei-
zar a amostra de sangue por inversao repetida até
obter uma suspensdo completa, evitando a formagao
de espuma.

Em um tubo de Kahn ou hemdlise, colocar:

HbA1c enzymatic Lysis Buffer 250 uL
Amostra 20 uL

Misturar, agitando por inversao repetida ou utilizar vortex.
Evitar a formagao de espuma.

Incubar a temperatura ambiente (15-25°C) pelo menos 10
minutos para assegurar a lise completa dos eritrocitos. A
amostra hemolisada pode ser utilizada uma vez obtida
uma solucdo vermelha escura e limpa, sem particulas
em solugéo.

Os calibradores e controles devem ser tratados da mes-
ma maneira que as amostras de pacientes.

Estabilidade de amostras hemolisadas: estaveis 4
horas a temperatura ambiente (< 25°C).

MATERIAL NECESSARIO (n&o fornecido)

- Analisador automatico.

- Micropipetas e pipetas para medir os volumes indicados.
- Tubos de Kahn ou hemdlise.

CONDIGOES DE REAGAO

Parametros gerais para analisadores automaticos capa-
zes de trabalhar com 3 reagentes:

HbA1c enzymatic € um método de ponto final e o primeiro
ponto de leitura é imediatamente anterior ao acréscimo do
reagente B.

Nome do test HbA1c enzymatic
Tipo de reagéao Ponto final
Comprimento. de onda 12 700 nm
Comprimento. de onda 22 800 nm
Temperatura 37°C
Volume de Reagente A, 112 uL
Volume de amostra 25 uL
Incubagéo 120 segundos
Volume de Reagente B 48 uL
Incubagéo 300 segundos
Incubagéo 70 uL
Incubagéo 180 segundos
Calibracéao 2 pontos
Calibradores 1le 2

Parametros gerais para analisadores automaticos capa-
zes de trabalhar com 2 reagentes:

HbA1c enzymatic é um método de ponto final e o primeiro
ponto de leitura é imediatamente anterior ao acréscimo do
reagente B. Pré-misturar os Reagentes A1 e A2 como é
descrito em PREPARACAO DE REAGENTES

Nome do test HbA1c enzymatic
Tipo de reagéo Ponto final
Comprimento. de onda 12 700 nm
Comprimento. de onda 22 800 nm
Temperatura 37°C
Volume de Reagente A, , 160 uL
Volume de amostra 25 uL
Incubagéo 300 segundos
Volume de Reagente B 70 uL
Incubagéo 180 segundos
Calibracéao 2 pontos
Calibradores 1e2

Os volumes de amostra e reagentes podem-se variar propor-
cionalmente, sem que sejam alterados os fatores de calculo.
Solicitar as aplicagdes para os analisadores comercializados
pela Wiener lab. As aplicagdes nao fornecidas pela Wiener
lab. devem ser avaliadas.

INTERPRETAGAO DE RESULTADOS

Os valores de HbA1c (%) séo expressos diretamente segundo
o National Glycohemoglobin Standarization Program (NGSP)
e o Diabetes Control adn Complications Trial (DCCT).

Os resultados segundo DCCT/NGSP (%) podem ser conver-
tidos a IFCC (%) através da seguinte formula:

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

METODO DE CONTROLE DE QUALIDADE

HbA1c enzymatic Control de Wiener lab.

Os controles requerem tratamento prévio com o reagente
HbA1c enzymatic Lysis Buffer assim como os calibradores
e amostras de pacientes.

VALORES DE REFREENCIA
Pessoas com metabolismo sadio, segundo a DCCT/NGSP:
4,8-5,9% de HbA1c
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Baseado nos estudos de DCCT (Diabetes Control and
Complications Trial) é considerado que niveis maiores a 7%
de HbA1c estao associados a maior risco de complicagdes
cronicas. E recomendavel que cada laboratério estabeleca
seus proéprios intervalos de referéncia dentro da sua popu-
lagédo de pacientes.

LIMITAGOES DO PROCEDIMENTO

Vide Substancias interferentes conhecidas em AMOSTRA.
Recomenda-se realizar uma calibragdo completa quando
mudar de lote de reagente reagente e/ou de lote de HbA1c
enzymatic Lysis Buffer ou quando o controle de qualidade
assim o determina.

Este método foi desenvolvido para informar %HbA1c, pelo
que nao devem-se informar por separado os valores de
HbA1c e Hb.

O kit HbA1c enzymatic deve ser usado sempre que o valor
de hemoglobina do paciente esteja dentro da faixa 9-21 g/dL.
Na&o utilizar este método para valores fora da faixa.

Para preservar a integridade dos reagentes deve evitar-se
todo tipo de contaminacdo, empregando para a medicédo
unicamente micropipetas perfeitamente limpas e secas.

PERFORMANCE

a) Reprodutibilidade: fora avaliada a través do protocolo
EP5-A da CLSI. Para isso foram processadas em Wiener
lab CT600i, 3 amostras com diferentes niveis de HbA1c e
obtiveram-se os seguintes resultados:

Precisao intra-ensaio

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

Precisao total

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

b) Limite de detecgéo: 4% (%HbA1c).

c) Linearidade: HbA1c enzymatic possui uma faixa linear
entre 4-14%. Amostras com valores superiores a 14% nao
devem ser diluidas e analisadas novamente. Os resultados
devem ser informados como maiores a 14% (> 14%).

APRESENTAGAO

1 x 18 mL Reagente A1
1 x 8 mL Reagente A2

1 x 12 mL Reagente B

(Cod. 1999735)

1 x 36 mL Reagente A1
1 x 16 mL Reagente A2
2 x 12 mL Reagente B
(Cod. 1009621)

* Marcagao CE pendente

1 x 36 mL Reagente A1
1 x 16 mL Reagente A2
2 x 12 mL Reagente B
(Caod. 1009929)*

Wiener lab. fornece separadamente:
HbA1c enzymatic Lysis Buffer: 1 x 50 mL (C6d.1999729)

REFERENCIAS

- Rahbar, S. - Clin. Chim. Acta 22:296 (1968).

- Bunn, H. et al - Science 200:21 (1978).

- Goldstein, D. et al - Diabetes Care 17:938 (1994).

- The Diabetes Control and Complications Trial Research
Group. N. Engl. J. Med. 329:977 (1993).

- UK Prospective Diabetes Study (UKPDS) Group - Lancet
352:837 (1998).

- Weykamp C.W. et al - Clin. Chem. 41:82 (1995).

- Sacks, D. - Clin. Chem. 49:1245 (2003).

- Martina, W. et al - Clin. Chem. 39:2259 (1993).

- Karl, J. et al - Klin. Lab. 39:991 (1993).

-American Diabetes Association - Diabetes Care [Supl] 24/1(2001).

- John, G. - Clin. Chem. Lab. Med. 41:1199 (2003).

- Jeppsson, J. et al - Clin. Chem. Lab. Med. 40:78 (2002).

- Jarausch, J. etal - Clin. Chem. 42:116 (Abstract 094) (1996).

- Junge, W. et al - Poster presentation 18th International
Diabetes Federation Congress, Paris 2003.

- Tietz Textbook of Clinical Chemistry - Burtis, C.; Ashwood,
E. (5% Ed.) WB Saunders, 2001.

-Young, D.S. - "Effects of Drugs on Clinical Laboratory Tests",
AACC Press, 5th ed., 2000.

- Young D.S. - "Effects of Disease on Clinical Laboratory
Tests", AACC Press, 4th ed., 2001.

- CLSI: Clinical and Laboratory Standards Institute (ex-
NCCLS) Protocols EP15-A, 1999 / EP17-A, 2004.

SiMBOLOS

Este produto preenche os requisitos da Diretiva Europeia
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HbA1c

enzymatic

Enzymatic method for HbA1c determination in whole blood

SUMMARY

Diabetes mellitus is a chronic disease which includes a
series of carbohydrate metabolism disorders that produce a
common manifestation: hyperglycemia.

Monitoring blood glucose levels prevents the occurrence of
acute complications and reduces the risk of long-term compli-
cations of the disease (retinopathy, neuropathy, nephropathy
and cardiovascular diseases).

The relationship between the development and progression
of microvascular complications and glycemic control has long
been debated, partly due to inadequate methods to perform
a retrospective glycemic control. Traditional blood glucose
and urine monitoring methods have limited value for this
purpose and was only after the development of glycosylated
or glycated proteins assays when an objective and accurate
knowledge of the long-term glycemic state was attained.
Glycohemoglobins also called glycosilated or glycated
hemoglobins, were first described by Rahbar in 1968 as
“diabetic hemoglobins”. Their production depends on blood
glucose concentration and occurs by post-translational,
non-enzymatic mechanism called glycation, wherein glucose
gets attached to the amino groups of the hemoglobin (Hb)
molecules. The glycation of the N-terminal amino acids of
the a and P chains as well as the e-amino groups of lysine
residues in hemoglobin molecules, result in a variety of gly-
cated hemoglobins, including HbA1c, which is glycosilated
in the N-terminal valine of the B-chain.

%HbA1c levels are proportional to blood glucose concentra-
tion during the last 6-8 weeks. Therefore, %HbA1c determina-
tion provides much more reliable information for long-term
glucose monitoring.

PRINCIPLE

HbA1c enzymatic is an enzymatic method in which lysed
whole blood samples are subjected to protein digestion by
a protease. This process releases amino acids, including
glycated valines of hemoglobin beta chains. The glycated
valines act as substrates of the enzyme fructosil valine
oxidase (FVO). This enzyme specifically cleaves N-terminal
valines and generates hydrogen peroxide which is quantified
in a reaction catalyzed by peroxidase (POD) in chromogen
presence. A separate measurement of total hemoglobin (Hb)
is not required.

The concentration of HbA1c is directly expressed as %HbA1c.

PROVIDED REAGENTS
A,. Reagent A;: 5 mM Good’s buffer, pH 7.0, 0.5% Triton
X-100, 4 KU/mL proteases.

A,. Reagent A,: 1 mM Good’s buffer pH 6.3.
B. Reagent B: 15 mM TRIS buffer, pH 8.0, FVO > 10 U/mL,
90 U/mL POD, 0.8 mM chromogen.

NON-PROVIDED REAGENTS

- Wiener lab’s HbA1c enzymatic Lysis Buffer.
- Wiener lab’s HbA1c enzymatic Control.

- Wiener lab’s HbA1c enzymatic Calibrator.

- Demineralized water.

INSTRUCTIONS FOR USE

Reagents A, A, and B: ready to use for analyzers capable
of working with three reagents.

For analyzers that work with two reagents premix A, and A,
reagents in a 7:3 ratio, respectively. Mix by inversion and let
stand at 2-10°C for at least 12 hours prior to use.

HbA1c enzymatic Lysis Buffer: ready to use.

WARNING

Provided Reagents are for "in vitro" diagnostic use.

A, and B Reagents are photosensitive. Store in dark place.
Use the reagents according to the working procedures for
clinical laboratories.

All reagents and samples should be discarded according to
current regulations.

STABILITY AND STORAGE INSTRUCTIONS

Provided Reagents are stable at 2-10°C until the expiration
date stated on the box. Do not freeze.

Reagents A,, A, and B: once opened, store the reagents
tightly capped at 2-10°C. Do not freeze.

Premixed reagents A, and A, are stable for up to 4 weeks
at 2-10°C

HbA1c enzymatic Lysis Buffer: stable at 2-10°C until the ex-
piration date stated on the label. Avoid contamination (do not
insert pipettes or other elements). Close the bottle after use.

SAMPLE

Anticoagulated whole blood

a) Collection: obtain in the usual way.

b) Additives: is recommended the use of EDTA (Anti-
coagulante W from Wiener lab) as anticoagulant.

c) Known interfering substances: no interference is observed
with conjugated and unconjugated bilirubin up to 15 mg/dL,
triglycerides up to 2000 mg/dL, ascorbic acid up to 25 mg/dL,
glucose up to 4000 mg/dL, uric acid up to 20 mg/dL and urea
up to 100 mg/dL.

The %HbA1c values obtained should be interpreted care
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fully in those conditions or situations that alter the half-life of
erythrocytes, such as hemolytic anemia, ferropenic anemia,
transfusions, hemorrhage, etc.

Refer to Young, D.S. in references for drugs’ effect on the
present method.

d) Stability and storage instructions: the sample is stable
for up to 3 days at room temperature (15-25°C), and for up
to 14 days at 2-10°C.

SAMPLE PREPARATION

Before use, bring HbA1c enzymatic Lysis Buffer to room
temperature. Homogenize the blood sample by repeated
inversion until a full suspension is obtained, avoiding foam
formation. In a Kahn or hemolysis tube, add:

HbA1c enzymatic Lysis buffer 250 uL

Sample 20 uL

Mix, stirring by repeated inversion or employ vortex. Avoid
foaming. Incubate at room temperature (15-25°C) for at
least 10 minutes to ensure complete lysis of erythrocytes.
Hemolyzed sample can be used after obtaining a dark
red, limpid solution, free from particles in suspension.
Calibrators and controls should be processed in the same
way as patient samples.

Stability of hemolyzed samples: stable for up to 4 hours
at room temperature (<25°C).

REQUIRED MATERIAL (non-provided)

- Automated analyzer.

- Micropipettes and pipettes for measuring stated volumes.
- Kahn or hemolysis tube.

ASSAY CONDITIONS

General parameters for automatic analyzers capable of
working with 3 reagents:

HbA1c enzymatic is an endpoint method and the first read-
ing point is immediately prior to the addition of reagent B.

Test name HbA1c enzymatic
Reaction type Endpoint
Primary wavelength 700 nm
Secondary wawlength 800 nm
Temperature 37°C
Reagent A, volume 112 uL
Sample volume 25uL
Incubation 120 seconds
Reagent A, volume 48 uL
Incubation 300 seconds
Reagent B volume 70 uL
Incubation 180 seconds
Calibration 2 points
Calibrators 1and 2

General parameters for automatic analyzers capable of
working with 2 reagents:
HbA1c enzymatic is an endpoint method and the first read-

ing point is immediately prior to the addition of reagent B.
Premix reagents A1 and A2 as described in the reagent
preparation section.

Test name HbA1c enzymatic
Reaction type Endpoint
Primary wavelength 700 nm
Secondary wawlength 800 nm
Temperature 37°C
Reagent A, , volume 160 uL
Sample volume 25 uL
Incubation 300 seconds
Reagent B volume 70 uL
Incubation 180 seconds
Calibration 2 points
Calibrators 1and 2

Sample and reagent volumes may proportionally change,
without altering the calculation factors.

Request applications for the analyzers marketed by Wiener lab.
The applications not provided by Wiener lab. must be validated.

INTERPRETATION OF RESULTS

%HbA1c values are expressed directly according to the
National Glycohemoglobin Standardization Program (NGSP)
and the Diabetes Control and Complications Trial (DCCT).
The results according to DCCT/NGSP (%) may be converted
to IFCC (%) using the following formulation:

IFCC (%) = [NGSP (%) - 2.15] / 0.915

QUALITY CONTROL METHOD

Wiener lab's HbA1c enzymatic Control.

Controls require pretreatment with HbA1c enzymatic Lysis Buf-
fer reagent in the same way as calibrators and patient samples.

REFERENCE VALUES

People with healthy metabolism, according to DCCT/NGSP:
4.8-5.9% HbA1c

Based on studies of DCCT (Diabetes Control and Complica-
tions Trial) levels higher than 7% HbA1c are considered as-
sociated to an increased risk of having chronic complications.
It is generally recommended that each laboratory establish
its own reference intervals for its patient population.

PROCEDURE LIMITATIONS

See Known interfering substances under SAMPLE.

It is recommended to perform a complete calibration, when
changing reagent lot and/or HbA1c enzymatic Lysis Buffer
lot, or when suggested by Quality Control. This method was
designed to report %HbA1c, therefore they should not be
reported separately from HbA1c and Hb values.

The HbA1c enzymatic kit should be used whenever the
patient’s hemoglobin level is within the range 9-21 g/dL. Do
not use this method for Hb values outside this range.

To preserve reagents integrity, avoid all forms of contamina-
tion, only using perfectly clean and dry micropipettes for
measurement.

PERFORMANCE
a) Reproducibility: was assessed using EP15-A protocol
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from CLSI. Three samples with different HbA1c levels were
processed using Wiener lab CT600i and the following results
were obtained:

Intra-assay precision

Level S.D. C.V.
5.39 % 0.04 % 0.72 %
10.89 % 0.06 % 0.56 %
12.11 % 0.09 % 0.71 %

Total precision

Level S.D. C.V.
5.39 % 0.07 % 1.32%
10.89 % 0.09 % 0.82 %
12.11 % 0.19 % 1.54 %

b) Detection limit: 4 % (%HbA1c).

c) Linearity: HbA1c enzymatic has a linear range between
4% and 14%. Samples with values above 14% should not
be diluted and retest. Results should be reported as greater
than 14% (> 14%).

WIENER LAB PROVIDES
1x 18 mL ReagentA,

1 x 8 mL ReagentA,
1x12 mL Reagent B
(Cat. N° 1999735)

1 x 36 mL ReagentA,
1x16 mL ReagentA,
2 x 12 mL Reagent B
(Cat. N°1009621)

1 x 36 mL Reagent A,
1x 16 mL ReagentA,
2 x 12 mL Reagent B
(Cat. N° 1009929)*

Separately provided:
HbA1c enzymatic Lysis Buffer:
-1 x50 mL (Cat. N°1999729)
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HbA1c

enzymatic

Test do oznaczania HbA1c w petnej krwi

WSTEP

Cukrzyca jest chorobg przewlekta charakteryzujaca
sie hiperglikemig. Schorzenie to jest zwigzane z
zaburzeniami metabolizmu cukréw, tluszczéw i biatek.
Kontrola poziomu cukru we krwi zapobiega wystapieniu
ostrych stanéw i zmniejsza ryzyko przewlektych powiktan
(retinopatii, neuropatii, nefropatii oraz choréb sercowo-
naczyniowych).

Zwigzek pomigdzy rozwojem powiktar mikronangiopatycznych
a kontrola glikemi przez dtugi czas budzit watpliwosci z powodu
braku odpowiednich metod do oceny dtugoterminowej kontroli
glikemii.

Najczesciej stosowane metody stuzgce do pomiaru glukozy
we krwi i moczu majg tutaj ograniczong wartose¢.
Wiasciwag dtugoterminowa ocene stanu glikemii umozliwito
opracowanie metod oznaczania glikowanych biatek.
Glikohemoglobina, zwana réwniez hemoglobing glikozylowg
lub glikowanag, po raz pierwszy zostata opisana przez Rahbar
w 1968.

Powstawanie hemoglobiny glikowanej zalezy od poziomu
cukru we krwi i zachodzi na drodze reakcji nieenzymatycznej,
zwanej glikacjg.W procesie tymi glukoza jest tgczona z
grupami aminowymi hemoglobiny (Hb).

Istniejg rézne frakcje hemoglobiny glikowanej, jednakze
tylko frakcja HbA1c znalazta zastosowanie w diagnostyce
cukrzycy. Powstaje ona wskutek przytgczenia czgsteczek
glukozy N-koncowej grupy aminowej tancucha B
hemoglobiny.

% zawarto$¢ HbA1c we krwi jest proporcjonalne do stezenie
glukozy we krwi podczas, dlatego pomiar HbA1c umozliwia
wiarygodng ocene monitorowania dtugotrwatego wyréwnania
glikemii u chorych na cukrzyce.

ZASADA DZIALANIA

HbA1c enzymatic jest oparty o metode,w ktdérej krew
petna po dziataniu odczynnika lizujgcego jest poddawana
trawieniu przez proteaze. Proces ten powoduje uwolnienie
aminokwasow, migdzy innymi glikowanej waliny z
tancucha 3 hemoglobiny. Glikowana walina jest nastepnie
substratem dla enzymu oksydazy fruktozowalinowej (FVO).
Enzym ten specyficznie atakuje aminokwasy waliny na
N koncu hemoglobiny i powoduje powstanie nadtlenku
wodoru, ktéry jest mierzony w reakcji katalizowanej przez
peroksydaze(POD), w obecnosci chromogenu.

Stezenie HbA1c jest bezposrednio wyrazane jako %
HbA1c.

DOSTARCZANE ODCZYNNIKI

A,.Odczynnik A,: bufor Good’s 5 mM (pH 7.0), Triton X -100,
proteaza 4 KU/ml.

A,. Odczynnik A,: bufor Good'’s 1 mM (pH 6.3).

B. Odczynnik B: bufor TRIS 15 mM (pH 8.0), FVO powyzej
10 U/ml, peroksydaza (POD) 90 U/ml, chromogen 0,8 mM.

NIEDOSTARCZANE ODCZYNNIKI

- Wiener lab. HbA1c enzymatic Lysis Buffer.
- Wiener lab. HbA1c enzymatic Control.

- Wiener lab. HbA1c enzymatic Calibrator.

- Woda destylowana.

INSTRUKCJA UZYCIA

Odczynniki A,, A,, i B: gotowe do uzycia w przypadku
analizatoréw biochemicznych zdolnych do pobierania trzech
réznych odczynnikow.

W przypadku analizatorow biochemicznych zdolnych do
pobierania dwdéch réznych odczynnikéw, nalezy zmieszaé
odczynnik A, i A, w stosunku 7:3, wymieszac przez
odwracanie i pozostawi¢ co najmniej na 12 godzin przed
uzyciem,w temperaturze od 2 do 10°C.

HbA1c enzymatic Lysis Buffer: jest gotowy do uzycia.

OSTRZEZENIA

Odczynniki tylko do diagnostyki “in vitro”.

Przy pracy z odczynnikiem stosowac¢ $rodki ostroznosci
typowe dla rutynowych procedur w laboratoriach
klinicznych.

Odpady nalezy utylizowaé zgodnie z obowigzujgcymi
przepisami.

OdczynnikiAi B sa wrazliwe na $wiatto, nalezy przechowywac¢
w ciemnym miejscu.

TRWALOSC | WARUNKI PRZECHOWYWANIA
Dostarczane odczynniki sg trwate jesli sg przechowywane w
temperaturze 2-10°C do konca daty wazno$ci umieszczonej
na opakowaniu. Nie zamrazaé.

Odczynniki A,, A, oraz B, po otwarciu, przechowywac
szczelnie zamkniete, w temperaturze 2-10°C. Nie zamrazac.
Zmieszany odczynnik A, + A, jest trwaty do 4 tygodni, jesli
jest przechowywany w temperaturze od 2 do 10°C.

HbA1c enzymatic Lysis Buffer jest trwaty, jesli jest
przechowywany w temperaturze 2-10°C do konca
daty waznosci umieszczonej na opakowaniu. Unika¢
zanieczyszczenia. Zamykac butelke po uzyciu.
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MATERIAL. BADANY

Krew petna pobrana na antykoagulant.

a) Pobranie: pobrac¢ krew w klasyczny sposéb.

b) Substancje dodatkowe: zaleca si¢ heparyne lub EDTA
(Anticoagulante W Wiener lab.) jako antykoagulant.

c) Znane interakcje: bilirubina (zwigzana i niezwigzana)
do 15 mg/dl, kwas askorbinowy do poziomu 25,0 mg/dl,
triglicerydy do 2000,0 mg/dl, glukoza do stezenia 4000 mg/dl,
kwas moczowy do 20 mg/dl, mocznik do 100 mg/dl nie majg
wpltywu na wynik badania.

Spadek przezywalnosci czerwonych krwinek (anemia
hemolityczna, cigzg badz niedawng znaczng utratg krwi)
powodujg mniejszg ekspozycjg czerwonych krwinek na
glukoze i nizszym stezeniem procentowym glikowanej
hemoglobiny. Wyniki procentowe glikowanej hemoglobiny nie
sg wiarygodne u 0s6b z chroniczna utrata krwi, powodujaca
zmienng dtugos¢ zycia erytrocytow.

Wplyw lekéw: patrz dane zrédtowe Young D.S,pozycja w
j. polskim.

d) Trwatos¢ i warunki przechowywania: pobrany materiat
jest stabilny przez 3 dni w temperaturze pokojowej (15-25°C),
przez 14 dni w temperaturze 2-10°C.

PRZYGOTOWANIE PROBKI

Odczynnik lizujgcy HbA1c enzymatic Lysis Buffer
Wiener lab. nalezy doprowadzi¢ do temperatury
pokojowej. Probke krwi wymieszac poprzez odwracanie
az do uzyskania jednolitej zawiesiny, unikajgc spienienia.
Do probéwki doda¢:

Odczynnik lizujacy 250 pl

Materiat badany 20 pl

Wymieszaé zawartos¢ probowki przy uzyciu wirdwki
lub poprzez tagodne odwracanie, unikajgc spienienia.
Pozostawi¢ w temperaturze pokojowej (15-25°C) na
co najmniej 10 minut,do catkowitej lizy erytrocytow.
Hemolizat prébki mozna uzy¢ do oznaczenia, po
uzyskaniu przejrzystego, ciemno-czerwonego roztworu
bez $ladu drobinek w zawiesinie. Kalibratory i kontrole
nalezy przygotowywaé¢ w ten sam sposéb co prébki
badane.

Stabilnos¢ hemolizatu: hemolizat jest trwaty do 4 godzin
w temperaturze pokojowej (< 25°C).

Nazwa testu HbA1c enzymatic
Typ reakciji Punktu koncowego
Pierwsza dtugosc fali 700 nm
Druga dtugos¢ fali 800 nm
Temperatura 37°C
Odczynnika A1 112 pl
Materiat badany 25 pl
Inkubacja 120 sekund
Odczynnika A2 48 pl
Inkubacja 300 sekund
Odczynnika B 70 pl
Inkubacja 180 sekund
Kalibracja Dwu punktowa
Kalibratory 1i2

Aplikacja dla analizatorow automatycznych zdolnych do
pobierania dwéch réznych odczynnikow:

HbA1c enzymatic jest metoda punktu koncowego a pierwszy
pomiar jest bezposrednio przed dodaniem odczynnika B.
Nalezy wczesniej zmiesza¢ odczynnik A, z A, zgodnie z
informacjg zawartg w punkcie.

Nazwa testu HbA1c enzymatic
Typ reakc;ji Punktu koncowego
Pierwsza dlugosc¢ fali 700 nm
Druga dtugosc¢ fali 800 nm
Temperatura 37°C
Odczynnika A1-2 160 pl
Materiat badany 25yl
Inkubacja 300 sekund
Odczynnika B 70 pl
Inkubacja 180 sekund
Kalibracja Dwu punktowa
Kalibratory 1i2

WYMAGANE MATERIALY | SPRZET (niedostarczone)
- Pipety i mikropipety.

- Analizator automatyczny.

- Proboéwki do hemolizy lub kahna.

WARUNKI DLA PRZEPROWADZENIA TESTU

Aplikacja dla analizatoréw automatycznych zdolnych do
pobierania trzech réznych odczynnikéw:

HbA1c enzymatic jest metodg punktu koncowego a
pierwszy pomiar jest bezposrednio przed dodaniem
odczynnika B.

Objetosci probki i odczynnika mozna zmienia¢ proporcjonalnie
bez zmian wspoétczynnika do obliczen.

Zamieszczone aplikacje zostaty opracowane przez Wiener
lab. Aplikacje z innych zrédet nalezy sprawdzic.

INTERPRETACJA WYNIKOW

Podawanie wartosci jako % HbA1c jest zgodne z ustaleniami
National Glycohemoglobin Standardization Program (NGSP)
and the Diabetes Control and Complications Trial (DCCT).
Wyniki wyrazone zgodnie z NGSP i DCCT (%) mozna
przeliczy¢ na IFCC (%) wg wzoru.

IFCC (%)=[NGSP (%) -2.151/0.915
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METODA KONTROLI JAKOSCI

Wiener lab HbA1c enzymatic Control.

Materiat kontrolny wymaga przygotowania wstepnego z
odczynnikiem lizujgcym HbA1c enzymatic Lysis Buffer
podobnie jak probki wzorcowe i probki od pacjenta.

ZAKRES WARTOSCI REFERENCYJNYCH

Dorosli (DCCT/NGSP): 4.8-5.9% HbA1c.

W oparciu o badania DCCT %HbA1c wyzszy od 7% jest zwigzany
z podwyzszonym ryzykiem przewlektych powiktan.Zaleca sie aby
kazde laboratorium ustalito wiasny zakres wartosci referencyjnych.

OGRANICZENIA PROCEDURY

Patrz znane interakcje z innymi substancjami w rozdziale
MATERIAL.

Zaleca sie wykonywanie petnej kalibracji gdy zmienia sie
seria odczynnika lub HbA1c enzymatic Lysis Buffer lub
z powodu wyniku kontroli poza dopuszczalnym zakresem.
Metoda zostata opracowana do podawania wynikéw
wyrazonych w % HbA1c jakkolwiek nalezy jednoczesnie
podawac wartosci HbA1c i Hb.

Odczynnik HbA1c enzymatic nalezy stosowac jesli wartosci
hemoglobiny pacjentéw sg w zakresie 9-21 g/dl powyzej tych
wartosci uzycie tej metody jest niedopuszczalne.

Aby zapobiec kontaminacji odczynnikéw nalezy stosowac
czyste i suche koncowki do pomiaru.

CHARAKTERYSTYKA TESTU
a) Powtarzalnosé: badania przeprowadzono zgodnie z
wytycznymi zawartymi w dokumencie EP15-A NCCLS na
aparacie Wiener lab. CT 600 i:

Precyzja w trakcie badania

Poziom S.D. C.V.
5.39 % 0.04 % 0.72 %
10.89 % 0.06 % 0.56 %
1211 % 0.09 % 0.71 %
Precyzja catkowita
Poziom S.D. C.v.
5.39 % 0.07 % 1.32 %
10.89 % 0.09 % 0.82 %
12.11 % 0.19 % 1.54 %

b) Granice wykrywalnosci: 4 % (% HbA1c).

c) Zakres pomiarowy: od 4 do 14 %. Jezeli stgzenie HbA1c
w probce wynosi ponizej 14 % prébki nie nalezy rozcienczac i
ponownie oznaczaé . Nalezy podaé wynik: powyzej 14% (> 14 %).

WIENERLAB. DOSTARCZA
1 x 18 ml odczynnik A,

1 x 8 ml odczynnik A,

1 x 12 ml odczynnik B

(Nr kat. 1999735)

1 x 36 ml odczynnik A,
1 x 16 ml odczynnik A,
2 x 12 ml odczynnik B
(Nr kat. 1009621)

1 x 36 ml odczynnik A,
1 x 16 ml odczynnik A,
2 x 12 ml odczynnik B
(Nr kat. 1009929)
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Oddzielnie dostarcza:
HbA1c enzymatic Lysis Buffer:
-1 x50 ml (Nr kat.1999729)

ZRODLA

- Rahbar, S. - Clin. Chim. Acta 22:296 (1968).

- Bunn, H. et al - Science 200:21 (1978).

- Goldstein, D. et al - Diabetes Care 17:938 (1994).

- The Diabetes Control and Complications Trial Research Group.

- N. Engl. J. Med. 329:977 (1993).

- UK Prospective Diabetes Study (UKPDS) Group —Lancet 352:837 (1998).

- Sacks, D. et al - Clin. Chem. 48:436 (2002).

- Weykamp C.W. et al - Clin. Chem. 41:82 (1995).

- Sacks, D. - Clin. Chem. 49:1245 (2003).

- Martina, W. et al - Clin. Chem. 39:2259 (1993).

- Karl, J. et al - Klin. Lab. 39:991 (1993).

-American Diabetes Association - Diabetes Care [Supl] 24/1 (2001).

- John, G. - Clin. Chem. Lab. Med. 41:1199 (2003).

- Jeppsson, J. et al - Clin. Chem. Lab. Med. 40:78 (2002).

-Jarausch, J. etal - Clin. Chem. 42:116 (Abstract 094) (1996).

- Junge, W. et al - Poster presentation 18th International
Diabetes Federation Congress, Paris 2003.

- Tietz Textbook of Clinical Chemistry - Burtis, C.; Ashwood,
E. (52 Ed.) WB Saunders, 2001.

-Young, D.S. - "Effects of Drugs on Clinical Laboratory Tests",
AACC Press, 5th ed., 2000.

- Young D.S. - "Effects of Disease on Clinical Laboratory
Tests", AACC Press, 4th ed., 2001.

- CLSI: Clinical and Laboratory Standards Institute (ex-NCCLS).

- Protocols EP5-A, 1999 / EP17-A, 2004.

Oznaczenia

c € Ten produkt spetnia wymagania Dyrektywy Europejskiej
98/79 EC dla wyrobéw medycznych uzywanych do dia-
gnozy "in vitro"
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