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Medicinsk bakgrund

Det dominerande hemoglobinet hos den vuxna méanniskan dr HbA (o.,f3.). En del av de hemo-
globinmolekyler som finns i erytrocyterna modifieras postribosomalt beroende pa nirvaro av
olika substanser i dess omgivning. Saledes kan glukos reagera med den N-terminala amino-
syran valin i hemoglobinmolekylens p-kedja.

HbA + glukos = pre-HbA,.— HbA,.

Det hemoglobin som uppkommer pa detta sitt ar en Schiffbas, kallas pre-HbA,. och ar labil.
Den okar mycket kraftigt vid tillfdllig hyperglykemi men minskar ater da glukoshalten
normaliseras. Shiffbasen star sdledes i jamvikt med glukos och icke glykerat Hb, men
undergar ocksd en mera langsam, irreversibel, omlagring till en ketoamin, HbA,.. Denna
fraktion ar ej beroende av snabba svangningar av glukoshalten utan aterspeglar
medelkoncentrationen av blodglukos under de narmast foregaende tva till tta veckorna.
Regelbunden HbA,.-kontroll kan siledes medféra forbattrad metabol kontroll av
diabetespatienter och pé sé satt minska risken for sena komplikationer bl.a. fran 6gon och
njurar (1, 2).
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Tosoh A1c Glycohemoglobin Analyser (Tosoh HLC-723G8) ar ett helautomatiskt
kromatografiskt system (HPLC) for separation av olika hemoglobiner och relativ
kvantifiering av HbA1c (3). Instrumentet separerar hemoglobin i blod snabbt och med hog
precision. Systemet anvinder en icke poros katjonbytare, high-performance liquid
chromatography och datateknik for att mata HbA1c och berikna denna fraktion i procent av
totalt hemoglobin. Separationen uppnas med hjilp av den icke-porosa katjonbytarkolonnen,
Tosoh TSKgel® (med negativt laddade resinpartiklar) och 3 buffertar med 6kande jonstyrka
som passerar genom kolonnen. Nettoladdningen pa hemoglobinproteinerna reagerar med
den negativt laddade insidan av kolonnen. Vid denna kromatografi far man dven kunskap om
olika hemoglobinvarianter (HbF, HbS, HbC etc.) och andra postribosomalt forandrade
hemoglobiner an HbA1c (karbamylerat Hb vid uremi, acetylerat hemoglobin vid
salicylikabehandling och acetaldehydaddukt vid alkoholism). Dessa interfererar inte med
HbA1c-toppen (3). Separation av de olika hemoglobinfraktionerna uppnar man beroende pa
laddningsskillnader mellan de olika hemoglobinmolekylerna. Elueringen sker stegvis med tre
elueringsbuffertar med olika saltkoncentration. Den svagaste katjonen elueras forst och den
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starkaste sist i foljande ordning: (beteckningar fran instrumentet inom parentes: HbA,,
(A1A), HbA,;,, (A1B), HbF (F), pre-HbA,. (I-A1c+; dvs. labilt HbA,.), HbA,. (s-A1c; dvs.
stabilt), och A, (A, = icke glykolyserat HbA).

Miljoaspekter

Saknas.

Apparatur och tillbehor
Tosoh Automated Glycohemoglobin Analyzer, HLC-723G8 (4)  Alere AB, Tosoh Bioscience

Kolonn

TSKgel G8® Variant HSi Alere AB, Tosoh Bioscience
For handhavande och utforande, se Tosoh G8 — Operatorsmanual, 2010 (4)

Bipacksedel

Vid storre forandringar bifogas ett informationsblad eller bipacksedel som beskriver vad som
ar andrat. Metodansvarig eller ingenjor meddelas. Informationsblad och bipacksedlar

forvaras i Metodloggboken under "Dokument utifrdn”, meddelande till anvindare fran
leverantor.

Kemikalier och reagens

G8 Elution Buffer HSi No 1 (s) Alere AB, Tosoh Bioscience
G8 Elution Buffer HSi No 2 (s)
G8 Elution Buffer HSi No 3 (s)

For handhavande och utforande, se Tosoh G8 — Operatorsmanual, 2010 (4)
HSi Hemolysis/Wash Solution (L) Alere AB, Tosoh Bioscience

For handhavande och utforande, se Tosoh G8 — Operatorsmanual, 2010 (4)

Kalibrering
Hemoglobin A, Calibrator Set IFCC, 2 nivéer (5 x 4 mL) Alere AB, Tosoh Bioscience

Denna produkt innehaller material med humant eller animalt ursprung och skall behandlas
som potentiellt infektiost.

Los innehallet i flaskorna med 4,0 mL typ I- eller typ II-vatten och lat std 30 minuter i
rumstemperatur. Blanda noggrant men forsiktigt. De spadda kalibratorerna ar héllbara upp
till en vecka i kylskap, 2-8 °C. Normalt ar systemet stabilt och kalibrering utfors endast vid
behov eller vid byte av reagensbatch och kolonn. Kalibrering utférs av metod- eller
apparatansvarig.

Kalibrator som ej gar at kan portioneras och frysas in vid -20°C eller -80°C. Under de
forhallandena ar kalibratorerna hallbara upp till 9o dagar.
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Kalibreringsprocedur

Overfor minst 400 pL av respektive kalibrator, 1 och 2 (spidda enligt ovan) till
Hitachikoppar. Placera kopparna med kalibratorerna, 1 och 2 i positionsnummer 1 och 2 i det
forsta racketen. Kontroller kan placeras direkt efter.

Tryck pad CALIB knappen pa huvudmenyskiarmen. Verifiera de &satta kalibratorviardena som
star pa kalibratorflaskan. Observera att asatta virden vid behov justeras med en faktor.
Aktuell faktor finns nedtecknat pa dokument “Faststdllande och dndring av
korrigeringsfaktor eller fast faktor”. Dokument samt insert finns insatt i metodloggboken
under IFCC kalibrering.

Vilj CALIB_1 (HbA1c) och skriv in det korrigerade vardet for kalibratorniva 1. Valj CALIB_2
(HbA1c) och skriv in det aktuella vardet for kalibratorniva 2. Stang fonstret genom att trycka
pa X i hogra hornet. Tryck pa start for att utfora kalibrering.

Kalibrator 1 kommer automatiskt att mitas tre ganger och kalibrator 2, tva ganger och
direfter kalkyleras konstanterna a och b fram.

Mairk att kalibrering maste utféras igen om resultatet blir enligt f6ljande:
e Differensen 6verstiger 0,3 % mellan andra och tredje s-A,. (%) virdet.
¢ Differensen overstiger 0,3 % mellan fjarde och femte s-A,. (%) vardet.

e Nagon av de fyra sista kalibreringsvardena skiljer mer dn 30 % fran de asatta
vardena.

Infor analys av prover, kontrollera att ratt kalibreringskonstanter enligt den senaste
kalibreringen, ses pa skarmen. Kalibreringskonstanterna fran den senaste kalibreringen finns
insatt i Metodloggboken, men ses dven pa instrumentet och i Loggboken.

Metoden ar saledes kalibrerad och sparbar mot IFCC-kalibrator (5). For att skapa ett system
for sparbarhet utvecklade en arbetstrupp (IFCC Working Group on Standardization of
HbAu1c) ett referenssystem i vilket HbA1c definierades som den stabila addukten av glukos till
det N-terminala valinet i hemoglobinets (-kedja (6). En blandning av rent HbA1c och rent
HbAoO preparerades som priméra kalibratorer (77) for den foreslagna referensmetoden (8),
vilken senare har antagits av medlemslanderna i sallskapet IFCC (9).

Referensmaterialet har anviants for att framstalla certifierad primart referensmaterial och
anvants for att kalibrera ett primart referensmatsystem (primary reference measurement
system = PRMS). Det priméara referensmatsystemets asatta viarde overfors till sekundara
referensmatial (secondary reference materials = SFMs; whole blood) och dessa sekundira
referensmaterial anvands av tillverkarna av instrument och metoder for kalibrering (10).

Kontroll och kontrollprover

Intern kvalitetskontroll
Lyphocheck Diabetes Control Level 1 och 2 (6 x 0,5 mL) Bio-Rad

Flaskorna innehaller frystorkat preparerat humant blod.

Los innehallet med 0,5 mL typ I- eller typ II-vatten. Lat flaskan std 5-10 minuter. Blanda
noga, undvik skumbildning. I val forsluten flaska ar kontrollen hallbar 7 dygn i kylskdp. Spad
kontrollerna 1:201 med Wash solution (0,5 mL kontroll + 100 ml Wash solution). Blanda.
Kontrollen ar nu bruksfardig. Portionera i ellermanrér om 2,4 mL/ror. Forvaras i frys upp till
en manad.

Kontroll i tva nivaer analyseras tva ganger/dag, formiddag och eftermiddag. Ta fram ny
kontroll varje morgon, tina och blanda vil. Hall 6ver i hitachi-kopp fore analys.
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Lopande kontrollanalys och tekniskt godkdannande

Lopande kontroller hanteras och tekniskt godkannande sker enligt Metodkontroll,
kontrollhantering, Klinisk farmakologi, Klinisk immunologi och transfusionsmedicin, Klinisk
kemi.

Periodvis sammanstallning

Precision
Alla dagliga kontroller overfors till QM-systemet dar medelvarde, SD och CV beriknas.

Riktighet

Efter varje analystillfille av extern kontroll erhills en sammanstillning. Resultaten fran
denna kontroll infors i QM.

Extern kvalitetskontroll

Se Externa kvalitetskontrollprogram, Klinisk kemi och Klinisk farmakologi. Den externa
kontrollen analyseras pa samma sitt som kapillarprov.

Provtagning och provhantering

Ta blodprov i 5 mL vakuumror innehallande EDTA. Provet ar héllbart 6 dagar i kylskap.
Kapillartaget prov ar héllbart upp till 24 timmar om tillracklig méngd finns.

Aven helblod i rér utan gel med tillsats av Heparin/Citrat/NaF/EDTA gr att anviinda.

Forberedelser
Starta programmet Piano-Evo 4, logga in 6ppna Worklist.

Utforande

Alla prover matas in i instrumentet via provrack. Helblodsror och Hitachikoppar med
forspadda prover kan séttas i samma rack. Helblodsror (EDTA) maste innehalla minst 1 mL
blod, blandas och sitts i racken. Om blodvolymen ar < 1 mL gors en manuell spidning med
Hemolysis Wash och detsamma gors med kapilldra prover.

Spad 1:201, dvs. 5 uL prov och 1000 uL. Hemolysis/wash solution. Kontroller och férspadda
prover blandas val och halls upp i Hitachikoppar som darefter satts i rack. Nar det sitter en
kopp i racketen indikerar det att provet ar forspitt; analys av helblod kan séledes inte ske i
kopp utan endast i EDTA-ror, se Operatorsmanual 2010 for Tosoh G8 (4).

Provsvar gar till Resultathantering via Piano Evo-4 som ar ett dataprogram fran Tosoh
Bioscience, diar prover med fordefinierade instrumentlarm fangas upp i Worklist.

For att prover med larm som fastnat i Piano Evo-4 ska foras over i Resultathantering maste
proverna valideras i programmet.

Vid avvikande kromatogram dar Piano Evo-4 indikerar en hemoglobinopati ska provet
analyseras med immunologisk metod pa DCA Vantage och sedan lamnas till medicinskt
ansvarig alternativt jourhavande ldkare som beslutar om vilket svar som kan lamnas.

Provresultat kan godkdnnas om nedanstaende kriterier uppfylls och inga larm finns.
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Totalarea: 500 - 4000 dr acceptabelt, om totalarean dr 700 - 3000 dr resultaten
synnerligen tillforlitliga.

Elueringstiden: 0,57 - 0,61
TP-vdrde: > 250

Toppar: 6 toppar samt inget avvikande kromatogram

Berakning
Se Tosoh G8 — Operatorsmanual, 2010. (4)

Instrumentparametrar
Se Tosoh G8 — Operatorsmanual, 2010. (4)

Bedomning

HbAu1c aterspeglar medelglukoshalten under de narmast foregdende tva till tta veckorna (11)
eller enligt annan uppfattning narmaste tva till tre manaderna (12). Vid diabeteskontroll
efterstravas en god kontroll med HbA1c-IFCC varden <50 mmol/mol vid ej insulinbehandlad
Typ 2 diabetes medan vid Typ 1 och insulinbehandlad Typ 2 diabetes efterstrivas < 50 — 60
mmol/mol (13). Den individuella malsattningen kan avvika fran dessa generella malvirden.
HbA1c 6verstigande 70 mmol/mol betraktas som otillfredsstillande (2),Vid dalig metabol
kontroll ses virden upp mot 145 mmol/mol. Risken for komplikationer fran kirlsystemet och
alltsa sekundart aven fran 6gon och njurar 6kar patagligt vid h6ga HbA1c-halter.
Bedomningen forutsatter normal overlevnadstid for erytrocyterna. Observera att vid
hemolytiska tillstand ar erytrocytens 6verlevnadstid forkortad vilket medfor att glykeringen
minskar. Blodgivarblod som lagrats i ACD-16sning (acid, citrat, destrose) far hoga HbA1c. Vid
transfusion med sddant blod fir patienten darfor ett falskt forhjt HbA1c utan relation till det
egna blodsockret (14).

Metodvalidering

Se metodvalideringar i dokumentskap samt internt kvalitetssystem (QM).
Kontrollniva och mitosakerhet for metoden finns i QM.

Riktighet

Denna metod #r mentor for HbA1c Klinisk kemi i Ostergétland och deltar i kvalitetssikring
hos Equalis.

Efter varje analystillfille av extern kontroll erhalls en sammanstillning. Resultaten fran
denna kontroll infors i QM.

Matomrdde
14 - 222 mmol/mol
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Omrakning

For omrakning frdn den svenska metoden HbA,. (Mono S) med enheten % till den nya
internationella metoden HbA,. (IFCC) med enheten mmol/mol sker omrakningen enligt
formeln:

[HbA,., IFCC, mmol/mol] = 10,45 x [HbA,., Mono S, %] — 10,62

For omrikning fran den nya enheten tillbaka till den gamla anviands formeln:

[HbA,., Mono S, %] = 0,0957 x [HbA,., IFCC, mmol/mol] + 1,016

Interferenser

Varken HbA,, labilt HbA,. (aldimin), karbamylerat, eller acetylerat hemoglobin interfererar
med denna metod (3).

Svarsrutiner
Svaret ges i mmol/mol utan decimal.

Referensintervall
Man och kvinnor

Alder <50 ar 27-42 mmol/mol
Alder >50 &r 31-46 mmol/mol

Referensintervallet for HbA1c i Sverige dr uppdelat pa tva aldersgrupper och kommer fran
“Kristianstadstudien” (15).

Malvirde. For den som har diabetes dr den allmédnna malsattningen att B—HbA1c (IFCC)
ska vara mindre 4n 50 mmol/mol. Dock ska behandlingsmaélet sittas individuellt utifran en
klinisk nytto- och riskbedomning.

Ersatta metoder

Klinisk kemi US

HbA,. med katjonbytare (1980)
Jonbyteskromatografi med DAICHI (1986-10)
HbA,. med Hitachi 917 (1996-04)

HbA,. med Advia 1650 (2002-05-01)

HbA,. med Tosoh G7 (2015-04-14)

Klinisk kemi ViN

HbA,. med kromatografi (1979)

HbA,. med HPLC (1989-03-07)

HbA,. med Vision (1992 07-09; 1994 02-20)
HbA,. med Hitachi 911 (1997-06)

HDbA,. med Advia 1650 (2002-05-01)
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Justeringstabell

Version Avsnitt samt principiellt vad som dandrats Ansvarig
1 Dokumentet 6verfort fran Platina till Dokumenta. C Sundstrém
2 Andrat under Provtagning och Provhantering L Lord

Andrat under utférande for hantering av prover med larm i Piano Evo-4

3 Begransning av lasrattighet till laboratoriemedicin C Sundstrém
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