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Foérandringar sedan forra utgavan
Tar bort information om NPUO03835 (monoS) under flik NPU-kod da denna inte langre svaras ut/Awa

Dokumenttext
flyttat fran 10.09.03.08.287, utg 8

HbA1c, B-
Umeé: TOSOH G8, TOSOH G8LA

NPU-kod

NPU27300 Hemoglobin betakedja(Blod)-N-(1-deoxifruktos-1-yl)hemoglobinbetakedja;substansfraktion, B-HbA1C
(IFCC)

Indikation

Se referens till provtagningsanvisning i QNova.

Medicinsk bakgrund

Adekvata metoder for bedémning av medelblodglukosnivan under langre tid ar essentiellt for korrekt
glykemikontroll i avsikt att férhindra allvarliga mikrovaskuldra komplikationer fran olika organsystem som 6gon,
njurar blodkarl m.m. Ketoaminen HbA1c, som specifikt analyseras med jonbyteskromatografi speglar den
genomsnittliga B-glukosnivan under en period av 2 - 6 veckor fére provtagningen.

Matprincip

Glukos kan bindas till fria aminogrupper i proteiner utan hjalp av enzym och bilda ett stabilt glykerat protein.
Reaktionen gar i tva steg. Forst bildas en Schiff-bas (pre-HbA1c) med en aldimin struktur, reaktionen ar
reversibel och ar beroende av aminogruppens pKa och av glukoskoncentrationen. Det andra steget ar en
kondensationsreaktion, en Amadori omlagring, varvid en stabil ketoamin bildas. HbA1c ar en hemoglobinvariant
som har glykerats i R-kedjans N-terminala aminosyra, valin. Pre-HbA1c kan paverka analysen av HbA1c med
jonbyteskromatografi. | den aktuella jonbytesmetoden ar upplésningen sa hég att pre-HbA1c separerar fran
HbA1c.

| erytrocyterna skyddas hemoglobinet fran att genomga oxidation av den reduktiva intracellulara miljon. Efter
hemolys férandras miljén till att vara oxidativ. Hemoglobin kan, harvid, bilda en disulfid med glutation, HbA3. Det
ar ocksa troligt att andra oxidativa varianter av hemoglobin bildas t.ex. HbA1c-S-glutation. Vid pataglig forekomst
av HbA3 férandras nivan av HbA1c.

| helblod som férvaras vid 4-8°C under 8-12 dagar sker det inga stérre oxidativa férandringar av hemoglobinet.
For helblod som fryses vid -20°C ar férandringen i HbA1c nivan markbar efter 14-28 dagar. Fryses helblodet vid
-80°C tar det flera veckor innan nivan av HbA1c férandras, men dven vid férvaring i flera ar blir forandringen
liten.

Analysatorn spader helblodsprovet med Hemolyserings- och tvattiésningen och injicerar en liten mangd av det
spadda provet i kolonnen. Separationen sker genom skillnader i jonstyrkan mellan katjonbytargruppen pa
kolonnens absorptiva yta och hemoglobin varianterna. Hb-fraktionerna Ala, Alb, F, LA1c + SA1c, A0 och HbS+
gar ur kolonnen i namnd ordning genom att man anvander elueringsbuffertarna 1, 2 och 3 med olika
saltkoncentrationer. Hemoglobinkomponenterna passerar en LED flodesfotometer som registrerar
absorbansandringar. Analysatorn integrerar och reducerar rddata och beréknar den relativa procenten av varje
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hemoglobinfraktion. Varje analys tar 1,6 minuter.

Provtagning/ Provhantering

Se referens till provtagningsanvisning i QNova.

Utrustning

Automatiserad glykohemoglobinanalysator HLC-723G8 med provvaxlare fér 90 prover och automatiserad
glykohemoglobinanalysator HLC-723G8LA med provvaxlare for 90 prover, TOSOH, se referens.

Provrackar

Adaptrar for forspadda prover

Reagens

G8 Variant Elueringsbuffertar HSi 1, 2 och 3 Tosoh

Innehall: Elueringsbuffertarna ar succinatbuffertar. Férpackningen innehaller mindre én 0,05%
natriumazid som konserveringsmedel.

Beredning: Fardiga att anvandas.

Forvaring Odppnad vid 4-25°C till utgangsdatum.

Hallbarhet Oppnade foérpackningar ar hallbara 3 man i 4-25°C.
Losningarna ska vara rumstempererade vid anvandning.

G8 Hemolys- och wash lI6sning Tosoh

Innehall: Innehaller avjoniserat vatten, EDTA och Triton X. Losningen innehaller mindre an 0,1%
natriumazid som konserveringsmedel.
Beredning: Fardiga att anvandas.
Férvaring Odbppnad forpackning &r hallbar i 4-25°C till utgangsdatum.
Hallbarhet Oppnad férpackning ar hallbar i 3 man vid 4-25°C.
Lésningen ska vara rumstempererade vid anvandning.
Metodkontroll

Extern kontroll
Se referens till dokument om externa kontroller.

Intern kontroll

Hemoglobin A1c kontroll (019405) Niva 1 och 2 Tosoh
Innehall:
Beredning: Kontrollen l6ses i 500 pL avjoniserat vatten och spads sedan med
avjoniserat vatten till 25 mL.
Kontrollerna fryses i réor med 1 mL i varje, som sedan tas fram varje dag.
Forvaring: Hallbara 90 dagar i -20°Celler i 7 dagar i kylskap efter uppspadning.
Hallbarhet:
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Analysfrekvens intern kontroll

Foérmiddag analyseras en kontroll pa tva nivaer.
Eftermiddag analyseras en kontroll pa en kontrollniva.

Kontroller analyseras ej I6rdag, séndag och helgdag.

Efter reagensbyte Ingen atgard

Efter lot-byte reagens  Ingen atgard

Efter filterbyte En kontroll / niva

Efter standardisering Fyra kontroller/niva

Utforande
Kontrollerna som ar férspadda placeras i Hitachikopp i adapter.

Utférande

Se referens till dokument:
Std.Arbetssatt- HbA1c

TOSOH G8

Piano, mjukvara féor TOSOH G8

For laddning pa automationen se standardiserat arbetssatt preanalys
Vid laddning pa instrumentet satts proverna i rackar med barcoden vand at ratt hall.

Blanda proverna manuellt och ladda pa instrumentet. Om man inte har fler prover, satt in en tom rack. Apparaten
gar i Wash efter den. Vill man avbryta tvatten sa ladda prover och tryck start.

Det behdvs 1 mL helblod for att kéra primarrér. Instrumentet ar installt sa att primarrér betraktas som ospatt
material medan koppar betraktas som spadda prover. | STAT-positionen finns méjligheten att ange om provet ar
spatt eller inte och om man kor i kopp eller rér. Det mojliggér helblodsanalys i kopp med minsta mangd 50 L. Ar
provet spatt ar minsta volymen 150 uL i kopp.

Prover med mindre mangd (< 1 mL) kan spadas manuellt 1:200 (10 pL prov + 1990 pL Hsi) med hemolys/wash
I6sning (dunk) och sattas i en kopp med adapter i rack. Skapa en ny barcodeetikett som satts pa adaptern.
Alternativt kan provet analyseras som helblod i kopp i STAT-positionen. Lidnummer (inklusive lidext) skrivs in
manuellt vid bestallning, se instruktioner i handhavande av utrustning.

Analys av Bio Rads HbA1c kapilldra provtagningssystem.
Skapa en ny barcodeetikett som satts pa adaptern. Hall dver vatskan fran det lila roret till en kopp. Analysera
darefter provet.

Interferens, felkallor

Se referens till provtagningsanvisning i QNova.

Bilirubin upp till 340 mmol/L paverkar ej resultatet.
Lipemi, triglycerider upp till 40,6 mmol/L paverkar ej resultatet.

Askorbinsyra, salicylsyra, natriumcyanat och acetaldehyd i koncentrationerna 500 mg/L interfererar ej med
bestamningen.

Matintervall
Matomradet innefattar en total area mellan 500 — 4000.

Se Standardiserat Arbetssatt om arean avviker.
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Berakning/ Tolkning av resultat

Kontrollregler skall féljas for godkdnnande av analys. Se dven avsnitt Interferens, felkallor.

e  Arean av eluerade fraktioner beraknas av instrumentet och méangden HbA1c uttrycks som procent av den
totala mangden hemoglobin.

Ex
Area Sate

X 100 % = SA71c area%

[Areatotal-AreaFArea H-V-AreaPOOtoppar efter AO ]

Men eftersom man kalibrerar metoden har instrumentet en kalibreringsfaktor inlagd, som den anvander for att
g6ra den slutliga berakningen.

CalibY = kX + 1
Calib Y = k (SA1c) + | (frdn ex ovan). Kalibreringen gors i IFCC-enheter.

e  Kontrollera kromatogrammen for prover som valideras manuellt.

Arbetssatt vid bedomning av kromatogram/resultat

avsnitt "Kontroll av kurvor” slut

Svarsrutin

Svar ges i mmol/mol utan decimal.

Referensintervall, beslutsgrans

Se referens till provtagningsanvisning.
Kalla

Som en foljd av samkalibrering kan detta referensomrade anvandas. Referensmaterialet ar insamlat i
Kristianstad. Tva slumpmassigt valda individer per kdn och alder 20-80 ar analyserades med monoS-tekniken.

Metodstandardisering

Sparbarhet for kalibrator/standard
Kalibratorerna ar sparbara till IFCC:s referensmatmetod for HbA1c.

Kalibrator/standard
HbA1c kalibratorset (0018767) Tosoh

Innehall: Kalibrator 1 ~ 40 mmol/mol, 5 x 4 mL
Kalibrator 2 ~ 90 mmol/mol, 5 x 4 mL

Buffrade humana réda blodkroppar 2 g/L humant hemoglobin och 0,5 mM EDTA som
konserveringsmedel.

Beredning: Till kalibratorn satts 4,00 mL avjoniserat vatten, blanda noga.
Vid kalibrering behdvs 1 mL.
De 6vriga 3 mL som finns kvar fryses i 3 portioner som tas fram vid senare kalibreringar.

Forvaring: Uppl6st kalibrator ar hallbar 7 dagar i kylskap.
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Hallbarhet:

Analysen standardiseras med brukskalibratorn efter kolonnbyte, efter underhall som kan ha paverkan pa
kalibreringen, eller om kontrollerna hamnar utanfor specificerat intervall. Kontrollera innan standardisering att
kromatogrammen &r fina.

Metodstandardisering
Tryck pa CALIB-knappen nere till hbger pa huvudskarmen.

Knappen markeras och skadrmen fér inmatning av kalibratorns tillskrivna varde visas, dvs kontrollera att ratt varde
star pa skarmen for Calib 1 och Calib 2. Om vardet ar felaktigt, ange det ratta vardet. Bekrafta med Enter.

Stang inmatningsskarmen genom att trycka pa X.

CALIB_T{HbATC)

CALIB_2(HbATC) 10. a0

PAUSE M&INTE KENL STAT

& | | [H | &)

Bekrafta att CALIB-knappen pa huvudskarmen ar upplyst och att CALIB-meddelandet ar YES.

Skarm visar CALIB:YES

Hbalc/ VAR ANALYS] S
Ver 01.00 2005/08/25 09:53

STAND-BY 0.0 min 0.00 MPa
0000

AUTOD SAME @ NO Y= 1.00004+ 0.0000
AUTO TRANS: NO

CALIB 1 YES  2005/08/24 E
FILTER/OOOT COLUKKN/OOO7T

FALSE Al NTE ‘ MENL STAT

& | | B | &)

Satt Niva 1 och Niva 2- kalibratorerna i kopp med adapter i rack i position 1 och 2.
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Tryck sedan pa START-knappen. Kalibratorn kommer att bearbetas automatiskt.

Nar den automatiska kalibreringen val &r avslutad kommer CALIB-meddelandet att ndras till COMPLETED och
CALIB-knappen inte langre att vara upplyst.

Dessutom kommer kalibratorfaktorerna som faststallts att visas pa skarmen.

Skéarm visar CALIB: COMPLETED

HbATc VAR ANALYSI S
Ver 01.00 2005/08/25 09:59

ANALYSIS 0.1 min 5.65 MPa
0001 0001 - 04

AUTO SAVE : ND sk SR e L R
AUTO TRANS: ND
CALIEB : COMPLETED 2005/0& /725

FILTER/OO13 COLUMN fOO013

PAlSE Méx| N TE ME NLJ STAT “ CALIE
@

& |« | FH | &

Nar kalibreringen ar klar kors kontroller pa bada nivaerna. Kontrollera i huvudmenyn att det star kalibrering NO.

Vid kalibreringen mats kalibrator 1 tre ganger och kalibrator 2 tva ganger. Apparaten forkastar den forsta
bestdmningen och

beraknar faktorn pa de fyra ndstkommande.

Nar kalibreringen ar klar accepteras eller forkastas kalibreringsresultaten. Kalibreringsfel kan bero p3;

1. Att de tva bestamningarna pa kalibrator 1 och 2 skiljer sig 0,3 % eller mer fran varandra.

2. Nagon av kalibreringsvérdena ar over eller lika med & 30% fran asatt varde.

Om kalibreringen inte accepteras felsok och kalibrera om efter atgard.

Validering/Verifiering
Umea:
G8
Verifiering utford under februari 2009. Forvaras i arkivskap.
Imprecision

Kontrollmaterial: Hemoglobin A1c kontroll, niva 1 och 2
Tidsperiod: 090202-090219

Instrument HbA1C kontroll 1 HbA1C kontroll 2
% %
Niva 4.5 9,4
a) 0,89 0,43

Repeterbarhet, CV% inom serie

1,50 0,88
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b)
Inom laboratorie imprecision, CV% totalt

CV% mellan serie 1,21 0,76
a) n = 3 upprepningar inom dag
b) n = 31 antal varden, d =10 antal dagar

Kontroll av HbA1c Via post (lapp) lot 90227
090227-090309

HbA1c kontroll, lapp

Niva: 4.7%

Cvc tot% 1,12

Data framtagen vid uppséttande av metod.

Ackrediterings CV%
Ackrediterings CV framtagen 010701-011231 vid uppséattande av metod, totala CV = 3 %.

Metodjamforelse

Metodjamforelse utford februari 2009. Metoderna stallda mot Equalis kalibrator. HbA1C% analyserad pa Tosoh
G5 jamfordes med HbA1C% analyserad pa Tosoh G8.

2
Korrelationenr ar: 0,996 n=234

Regressionskurvans formel ar: HbA1C =1,010 x HbA1C + 0,047
Tos Tos 5

ohG8 ohG:

Verifiering utford av HbA1C-Capillary Collection system utford i mars 2010. Forvaras i arkivskap.

Verifiering utférd vid 6vergang fran monosS till IFCC-enhet maj-december 2010. Forvaras i arkivskap.
Verifiering utford vid évergang till BioRAD-kalibrator mars 2012 se referens. Forvaras i arkivskap.

G8LA

Verifieringen ar utférd Nov-Dec 2015 vid klinisk kemi i Umea. Se referens till B-HbA1C i kvalitetshandbok.

Verifiering av Tosohs kalibratorset utfort 2016-04-27 vid klinisk kemi i Umea. Se referens till B-HbA1C i
kvalitetshandbok.
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