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Cesky

Pouziti

cobas b 101 je testovaci systém pro in vitro diagnostiku uréeny pro
kvantitativni stanoveni hemoglobinu A1c v % (DCCT/NGSP)

a hemoglobinu A1c v mmol/mol (IFCC) v lidské kapilarni a vendzni pIné krvi
pomoci fotometrické transmise. Odhadovand primérma hladina

glukézy (eAG) je vypocitand systémem cobas b 101. Systém slouzi

k odbornému pouziti v klinické laboratofi nebo na misté péée o pacienta
("point of care” - PoC).

Stanoveni HbA1c slouZi k dlouhodobému monitorovani glykémie

u nemocnych s diabetem mellitus. Tento test navic slouzi jako pomdcka pfi
diagnostice diabetu a identifikaci pacientd se zvySenym rizikem rozvoje
diabetu.

Souhrn

Hemoglobin (Hb) je Cervené zbarveny protein, obsahujici Zelezo,
nachazejici se v erytrocytech. Jeho hlavni funkci je transport kysliku

a oxidu uhli¢itého v krvi. Hb se skladd z riiznych variant (napf. HbA
dospélych a fetalni HbF) a derivatd (napf. acetylovany, glykovany). HbA
tvorfi nejvétsi frakei (> 95 %) Hb u dospélych jedincli a skladé se

ze 4 proteinovych Fetézcl (2 alfa, 2 beta fetézce). HbA1c je jednim

z glykovanych hemoglobint, jedna se o subfrakci vznikajici pfipojenim
riznych cukrl k molekule HbA. HbA1c se vytvafi ve 2 krocich
neenzymatickou reakci glukézy s N-terminalni aminoskupinou B-fetézce
normalniho Hb dospélych (HbA). Prvni krok je reverzibilni a vznika pfi ném
labilni HbA1c. Ten je v druhém reakénim kroku pfeusporadan do stabilni
formy HbA1c. V erytrocytech se relativni mnozstvi HbA pfeménéné

na stabilni formu HbA1c zvySuje v zavislosti od primérné koncentrace
glukézy v krvi. Konverze na stabilni HbA1c je omezena Zivotnosti erytrocytl
ti. na priblizné 100 az 120 dnd. V dusledku toho reflektuje HbA1c spise
prdmérmou hodnotu glykémie v uplynulych 2 az 3 mésicich nez denni
variabilitu glykémie. Stanoveni HbA1c tak slouzi k dlouhodobému
monitorovani kontroly glykémie u nemocnych s diabetem mellitus. 23456

Riziko mikrovaskularnich diabetickych komplikaci, jako je diabeticka
nefropatie a retinopatie, se zvySuje s nedostatecnou metabolickou
kontrolou. Koncentrace HbA1c pfedpovida vyvoj diabetickych komplikaci
u pacientd s diabetem v souladu s jeho funkci indikatoru primémé hladiny
glykémie.”8 Pro monitorovani dlouhodobé kontroly glykémie obvykle staci
jeho vySetfeni kazdé 3 az 4 mésice. V nékterych klinickych situacich, jako
je napr. gestaéni diabetes, nebo pfi zdsadni zméné Iécby, mliZe byt
uzitecné méfit HoA1c ve 2 az 4tydennich intervalech.! Na zakladé
doporuéeni mezinarodni expertni komise®, WHO'? a 3 diabetické
asociace'!1213 dospély k zavéru, Ze hodnoty HbA1c > 6.5 % Ize pouzit
na diagnostiku diabetu'15, a Ze hodnoty HbA1c v % v rozmezi 5.7 az

6.4 % jsou vhodné na rozeznani osob, u kterych je zvySené riziko rozvoje
diabetu 2. typu.'® Toto doporuceni je zaloZzeno na vysledcich nékolika
studii, které prokazaly, ze koncentrace HbA1c > 48 mmol/mol (6.5 %)
koreluji aspon tak silné s rozvojem diabetické retinopatie jako

glykémie 217,18

Princip testu

Vzorek krve sg nafedi a smicha s TRIS pufrem, aby se z erytrocytli uvolnil
hemoglobin. Cést vzorku se pfesune do reakéni kom(rky, kde se promicha
se sodiumlaurylsulfatem (SLS). SLS slouzi k vytvofeni komplexu
SLS-hemoglobin. Koncentrace celkového hemoglobinu se pocita

z naméfené absorbance komplexu SLS-hemoglobin pfi vinové déice

525 nm. Hemoglobin A1c (HbA1c) je v jiné Casti vzorku denaturovén
hexakyanozeleznatanem draselnym a sacharosalauratem. Denaturovany
HbA1c se vaze na protilatku proti HbA1c na latexovou ¢astici. Latexova
aglutinace je indukovana reakci aglutinatoru (ktery obsahuje syntetické
epitopy HbA1c) s volnymi vazebnymi misty na protilatkach. Koncentrace
HbA1c se podita jako funkce zménéné absorbance méfené pfi vinové délce
625 nm, ktera souvisi s mirou aglutinace. Hodnota hemoglobinu v % se
pocita na zakladé poméru naméfenych koncentraci HbA1c k celkovému
hemoglobinu.

Reagencie

Jeden test obsahuije:

Diluéni pufr: TRIS (hydroxymetylaminometan): 0.94 mg

Hemolyza erytrocyt(: Sodiumlaurylsulfat: 0.15 mg

Chlorid sodny: 0.21 mg

Denaturace: Hexakyanozeleznatan draselny: 60 pg, sacharosalaurat: 40 pg

cobas’

cobas b 101

Konjugat protilatka proti HbA1c-latex: 85 ug

Aglutinace: Konjugat glykopeptid-globulin: 2 pg

Bezpecnostni opatieni a varovani

Pro diagnostické pouziti in vitro.

Dodrzujte bézna bezpeénostni opatfeni nutna pro nakladani se vSemi
reagenciemi.

Likvidace vSech odpadnich materialti musi probihat v souladu s mistnimi
pfedpisy.

Bezpecnostni listy jsou pro odborné uZivatele dostupné na vyzadani.

Priprava reagencii
Opatrné roztrhnéte f6lii u zafezu, dokud nebude jedna strana otevfena.

Disk zlikvidujte, je-li folie oteviend nebo poskozend, nebo pokud je
poSkozen disk, chybi sikativ nebo pokud jsou zejména v aplikaéni z6né pro
krev volné ¢asti sikativu nebo jina necistota.

cobas HbA1c Control pouzivejte stejné jako vzorek krve.

Uskladnéni a stabilita

Skladujte pfi 2-30 °C do data exspirace vyti§téného na folii. Nemrazit. Pfi
skladovani v chladniCce nechte test vytemperovat v uzaviené félii po dobu
nejméné 20 minut pfed pouZitim. Po otevfeni fdlie pouZijte test do 20 minut.
Disk chrante pfed pfimym sluneénim svétlem. Oteviend baleni neskladujte
v chladnicce.

Odbér vzorkd a pfiprava

Pro odbér a pfipravu vzork(l pouZivejte pouze vhodné zkumavky nebo
odbérové nadobky.

Pouzivejte Cerstvou kapilarni krev, Li-heparinizovanou, K,- nebo K;-EDTA
vendzni plnou krev.

Nepouzivejte antikoagulans ani jind aditiva. Vzorky s EDTA testujte do

2 hodin od odbéru. Vzorky s Li-heparinem testujte do 8 hodin od odbéru.
Zmrazené vzorky plné krve skladované pfi -20 °C (-4 °F) Ize pouzit az

60 dni. Zmrazte pouze jednou. Pfed pouZitim vzorky dikladné promichejte.

Znacka na disku jasné ukazuje, kam se ma vzorek aplikovat. Pfi pouZiti
vzorkd z venepunkce nebo kontrolniho materidlu, pouZijte k vytvoreni kapky
standardni pipetu nebo kapatko. Disk se plni sam. Vzorek do disku
netlacte. Nepouzivejte injekéni stfikaCky. Ujistéte se, ze disk neobsahuje
krev mimo aplikaéni zénu vzorku a kryt pantd.

Mnozstvi vzorku: 2 pL

Stabilita vzorku na disku

Po aplikaci vzorku musi byt disk neprodlené vioZen do < 60 sekund. Ctéte,
prosim, pokyny v ndvodu k obsluze.

Stanoveni
Pokyny pro pouziti

= Ruce si umyjte mydlem. Tepla voda pomaha stimulovat tok krve.
Dakladné si oplachnéte prsty. Ruce osuste.

= Tiikrat dezinfikujte Spicku prstu na misté pro vpich bavinénym
tamponem nebo kompresem ze sterilni gazy navihéenym 70 %-100 %
izopropanolem bez emoliencia nebo 70 %-100 % etanolem bez
emoliencia; tento postup zopakuijte s druhym bavinénym tamponem
nebo kompresem ze sterilni gazy navihéenym 70 %-100 %
izopropanolem bez emoliencia nebo 70 %-100 % etanolem bez
emoliencia, poté vysuste zvolenou oblast bavinénym tamponem nebo
kompresem ze sterilni gazy.

= Jednorazovym odbérovym perem propichnéte pacientliv prst (napf.
Accu-Chek Safe-T-Pro Plus). Pfi ziskavani vzorku krve dodrZujte
pokyny v souladu s pokyny pro odbérové pero.

= Prvni kapku krve utfete vatovou tycinkou.

= S potisténou stranou disku oto¢enou smérem nahoru umistéte saci bod
disku nad kapku krve. Disk je samoplnici.

= Aplikujte krev a sledujte, zda vyplIni vyznacenou oblast. Zkontrolujte
mnozstvi vzorku: otocte disk na zadni stranu. Vyznacena modra oblast
musi byt zcela zaplnéna krvi. Krev do disku netlacte.

= Pevné zatlacte kryt pantd, abyste uzavreli disk.

= Ujistéte se, ze disk neobsahuje krev mimo aplikaéni zénu vzorku a kryt
pantd.

= Disk vloZte do pfistroje cobas b 101. Zaviete uzaveér.
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= Méfeni zané automaticky.

Vice informaci je uvedeno ve struéném navodu nebo uZzivatelské pfirucce
pfistroje cobas b 101.

Dodavany material

. 08038694190, cobas HbA1c Test, 10 testl

Potfebny material (ale nedodavany se soupravou)

= Jednorazové odbérové pero (napf. Accu-Chek Safe-T-Pro Plus)

. 06380204190, cobas HbA1c Control

. 06378668190, pfistroj cobas b 101

= Disk k optické kontrole

= Celkové vybaveni laboratofe (napf. pipeta pro pfenos vzorku venézni
krve nebo alkoholové utérky pro odbér z prstu)

= Casovaé

Kalibrace

Tato metoda byla standardizovana podle referenéni metody IFCC

pro méfeni HbA1c v lidské krvi'2° a muze byt prevedena na vysledky
s navaznosti na vypocet podie DCCT/NGSP. KaZd4 SarZe diskd testu
cobas HbA1c Test ma navaznost na IFCC.

Pristroj automaticky nacte kalibracni idaje specifické pro $arZi z informace
v ¢arovém kodu vytisténém na disku, coz eliminuje potfebu kalibrace
uZivatelem.

Kontrola kvality
Pro kontrolu kvality pouZivejte cobas HbA1c Control.

Kontrolni intervaly a meze by mély byt uzplsobeny pro kazdou laboratof
dle individualnich pozadavku. Naméfené hodnoty by se mély pohybovat
v definovanych mezich. Kazda laboratof by méla mit vypracovana
napravna opatfeni pro pfipad, ze hodnoty prekro¢i definované meze.

Sleduijte pfisludna viadni nafizeni a lokalni smérnice kontroly kvality.

Informacni disk kontroly kvality

KaZzda souprava cobas HbA1c Control obsahuje informaéni disk kontroly
kvality specificky pro Sarzi. Tento informaéni disk kontroly kvality obsahuje
cilove hodnoty a rozmezi pro test HoA1c Test.

Displej pfistroje vyzve uzivatele k vloZeni informacniho disku kontroly
kvality. Pfistroj cobas b 101 nacte disk dodavajici cilova rozmezi specificka
pro SarZi.

Zobrazeni vysledkd

Na konci automatického stanoveni zobrazi pfistroj cobas b 101 do 6 minut
vysledek na displeji. Vysledek méfeni bude zobrazen

v % hemoglobin A1c (DCCT/NGSP) a mmol/mol hemoglobin A1c (IFCC).?!

Vzdjemny vztah mezi HbA1c a primérmou hodnotou glykémie v uplynulych
2 az 3 mésicich byl analyzovan v nékolika studiich.? Zjisténa byla
nasledujici korelace:

Standardizace DCCT/NGSP (% HbA1c)

Odhadovand primérna glukdza (€AG) [mmol/L] = 1.59 x HbA1c (%) - 2.59
nebo

Odhadovana priméma glukéza (eAG) [mg/dL] = 28.7 x HbA1c (%) - 46.7

Pro zobrazeni eAG na displeji musi byt tato moZnost zapnuta. Pro
podrobnosti ¢téte, prosim, navod k poutziti.

Omezeni - interference

1. Test neni uréen na denni sledovani hladiny glukdzy a nemél by se
pouzivat jako nahrada denniho domaciho testovani glukozy v krvi nebo
v modi.

Pro diagnostické ucely by mély byt hodnoty mmol/mol HbA1c (IFCC) a
hodnoty % HbA1c (DCCT/NGSP) pouzivany ve spojeni s informacemi
ostatnich diagnostickych vySetfeni a klinickych nalezd. Zejména

u asymptomatickych osob by diagnéza neméla byt zalozena na zakladé
jedné abnormalini plazmatické hodnoty glukézy nebo HbA1c.10.11

cobas’

. Ze zasady je nezbytné pfi interpretaci jakychkoliv vysledki HbA1c od
pacient(i s variantami Hb dbét opatrnosti. Abnormaini hemoglobiny
mohou ovlivnit polo¢as ¢ervenych krvinek nebo in vivo hodnoty glykace.
V téchto pfipadech ani analyticky spravné vysledky nereflektuji stejnou
hladinu glykemické kontroly, kterd by se oéekavala u pacientti
s normalnim hemoglobinem.? Pfi podezfeni na pfitomnost variant Hb
(napf. HbSS, HbCC nebo HbSC), které by mohly ovliviovat korelaci
mezi HbA1c a kontrolou glykémie, zvazte pouziti alternativnich
diagnostickych testd, jako napf. testovani hladiny glukézy v plazmé po
lanéni (FPG).

. Kazdad pfi¢ina zkraceni Zivotnosti erytrocytli redukuje expozici erytrocytli
glukéze, s naslednym poklesem hodnot HbA1c v mmol/mol (IFCC)
a HbA1c v % (DCCT/NGSP), ackoliv dlouhodoby primér hladiny
glukézy v krvi miize byt zvyseny. Pfic¢inami zkraceni Zivotnosti
erytrocytd mazZe byt hemolyticka anémie nebo jind hemolyticka
onemocnéni, homozygotni srpkovita anémie, téhotenstvi, vyrazna nebo
chronicka ztrata krve atd. Pfi interpretaci vysledki HbA1c téchto
pacientl je proto potfeba dbat opatrnosti.

. Glykovany HbF neni stanovenim detekovan, jelikoz neobsahuje
glykovany B-fetézec, ktery charakterizuje HbA1c. HoF se vak méfi ve
stanoveni celkového Hb, v ¢ehoz dlisledku mohou mit vzorky obsahuijici
VvEtSi mnozstvi HbF (> 10 %) nizsi nez oCekavané hodnoty HbA1c
v mmol/mol (IFCC) a HbA1c v % (DCCT/NGSP).2425

. Vysledky HbA1c se vykazuji do koncentraci celkového hemoglobinu
6-20 g/dL.

. Hodnoty HbA1c v mmol/mol (IFCC) a HbA1c v % (DCCT/NGSP) nejsou
vhodné pro diagnostiku gestacniho diabetu.® Ve stavech spojenych se
zkracenou zivotnosti erytrocytt, jako jsou hemolyticka onemocnéni,
nedavné vyrazné nebo chronicke ztraty krve nebo transfuze krve,
nesméji byt hodnoty HbA1c pouZity na diagnostiku diabetu nebo
k monitorovani nebo management kontroly glykémie.2627

. Ve velmi vzacnych pfipadech rychle se rozvijejiciho diabetu 1. typu
(napF. v ramei nékolika tydn(i) se mohou zvysSené hodnoty HbA1c objevit
opozdéné ve srovnani s akutnim zvySenim koncentrace glukdzy.

V takovych pfipadech musi byt diabetes mellitus diagnostikovan na
zékladé koncentrace glukdzy v plazmé anebo typickych klinickych
symptom(.?

Kritérium: Vytéznost v rdmci + 10 % pocéteéni hodnoty pfi koncentraci

HbA1c v normélnim a patologickém rozmezi.

Ikterus: Bez vyznamnych interferenci do koncentrace
konjugovaného/nekonjugovaného bilirubinu 1000 pmol/L nebo 60 mg/dL.

Lipémie (Intralipid): Bez vyznamnych interferenci do koncentrace Intralipidu
500 mg/dL. Mezi koncentraci triglyceridli a zakalem je slaba korelace.

Glykemie: Bez vyznamnych interferenci do hladiny glukézy 111 mmol/L
(2000 mg/dL). Odbér nalaéno neni nutny.

Revmatoidni faktory: Z&dna interference revmatoidnich faktord do hladiny
750 1U/mL.

Léciva: Pii terapeutickych koncentracich nebyla pfi pouZiti béZnych paneld
Iék0 zjiSténa zadna interference.28.29

Pfi fyziologickych koncentracich nebyly zaznamenany kfiZové reakce

s HbAO, HbA1a, HbA1b, acetylovanym hemoglobinem, karbamylovanym
hemoglobinem a labilnim HbA1c. Stanoveni je specifické na hemoglobin,
ktery je glykovan na beta-fetézci N-terminu. Metabolicky stav pacienta

s nejrozsirenéjSimi hemoglobinopatiemi (HbAS, HbAC, HbAE, HbAD) Ize
tudiz méfit pouzitim tohoto stanoven.

Interference latek se méfi na zakladé doporuceni uvedenych v pokynech
EPO07 a EP37 CLSI anebo v jiné publikované literatufe. UCinky koncentraci
prekracujicich tato doporuceni nebyly charakterizovany.

Pro diagnostické Ucely je vzdy nezbytné pouzivat vysledky ve spojeni

s anamnestickymi Udaji pacienta, klinickym vySetfenim a jinymi nalezy.
Meze a rozmezi

Méfici rozsah

20-130 mmol/mol (IFCC) nebo 4-14 % (DCCT/NGSP)

Ocekavané hodnoty

Podle doporuceni Americké diabetologické asociace (ADA) jsou pro
diagnostiku diabetu mellitus vhodné hodnoty nad 48 mmol/mol HbA1c
(IFCC) nebo 6.5 % HbA1c (DCCT/NGSP). U pacientli s hodnotami HbA1c
v rozmezi 39-46 mmol/mol HbA1c (IFCC) nebo 5.7-6.4 % HbA1c
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(DCCT/NGSP) existuie riziko rozvoje diabetu.®'" Hladiny HbA1c mohou
dosahnout 195 mmol/mol (IFCC) nebo 20 % (DCCT/NGSP) nebo vic

u nedostatoéné kontrolovaného diabetu. Terapeuticky zasah se doporuéuje
pfi koncentracich nad 53 mmol/mol HbA1c (IFCC) nebo 7 % HbA1c
(DCCT/NGSP) u netéhotnych dospélych'® a 7.5 % u déti.'>16 Bylo
dokazano, Ze snizeni mnozstvi HbA1c pod nebo na 7 % vede k redukci
mikrovaskularnich a neuropatickych komplikaci diabetu.® Hiadiny HbA1c
pod stanovenym referenénim rozmezim mohou indikovat nedavnou
hypoglykémii, pfitomnost variantnich Hb nebo zkréceni Zivotnosti
erytrocyt. Kazda laboratof by si méla provéfit pfevoditelnost oekavanych
hodnot na svou populaci pacient(, a je-li to nutné, stanovit si vlastni
referencni rozmezi.

Americka diabetologické asociace doporu€uje pro pacienty s diabetem
testovani HbA1c 2-4x roéné. Snizenim HbA1c pod nebo okolo Urovné 7 %
dochézi ke snizeni mikrovaskuldmich a neuropatickych komplikaci diabetu
a pfi brzké implementaci po diagnostikovani diabetu je spojeno

s dlouhodobym snizenim mikrovaskularnich onemocnéni. Rozumnym cilem
u netéhotnych dospélych je proto obecné < 7 %.7931:32

Lékari by méli pfehodnotit zplisob Iécby u pacientli s hodnotami trvale

> 8.0 %. Pacientim s HbA1c 5.7-6.4 % by mélo byt doporuceno zapojeni
se do ucinného podplrného programu zaméfeného na ztratu 7 % télesné
hmotnosti a zvySeni mirné fyzické aktivity na dobu nejméné 150 minut
tydné (napf. chlize). PFisnéjsi cilové hodnoty HbA1c mohou byt adekvatni
pro vybrané pacienty, pokud toho Ize docilit bez vyznamné hypoglykémie
nebo jinych vedlejsich Ucinkd Iécby. Hiadiny HbA1c niz8i nez stanovené
referentni rozmezi mohou znadit dfivéjsi hypoglykémii, pfitomnost
variantnich Hb nebo zkraceni Zivotnosti erytrocytd.

Kazda laboratof by si méla provéfit pfevoditelnost oéekavanych hodnot na
svou populaci pacientd, a je-li to nutné, stanovit si vlastni referenéni
rozmezi.

Specifické udaje o vyuziti

Udaje o vyuziti, typické pro analyzatory, jsou uvedeny nize. Vysledky
ziskané v rlznych laboratofich se mohou lisit.

Preciznost

Preciznost byla méfena pouzitim kontrol v protokolu CLSI EP5-A2. Vzorky
plné krve byly méfeny pouzitim upraveného protokolu CLSI v 5 sériich po
4 replikatech v jednom dni. Ziskané byly nésledujici vysledky:

Primér- | Opakovatelnost Mezilehla
na preciznost
hodnota
Vzorek %HbA1c | SD* | %VK* | SD* % VK*
Kontrola hladina 1 5.6 - 1.7 - 1.9
(n? = 84)
Kontrola hladina 2 9.9 - 1.3 - 2.0
(n=284)
EDTA plné krev 1 55 - 0.8 - 1.0
(n=20)
EDTA pInd krev 2 6.7 - 1.3 - 1.5
(n=20)
EDTA pind krev 3 8.1 - 1.4 - 1.4
(n=20)
EDTA pind krev 4 115 - 1.5 - 1.8
(n=20)

a) n = pocet vzorkli
* Dle nastavenych kritérii pfijatelnosti je zobrazeno bud' SD nebo VK

Porovnani metod

Pouzitim 3 rliznych SarZi testu cobas b 101 HbA1c na pfistroji

cobas b 101 s analyzatorem cobas ¢ 501 pouzitim reagencie Tina-quant
Hemoglobin-A1c-Gen.-3 bylo ziskdno porovnani vysledkl. Méfeni se
provadélo pouzitim kapilarni krve na pfistrojich cobas b 101 a vzorki piné
krve s EDTA na analyzatoru cobas ¢ 501. Reprezentativni Sarze ukazala
nasleduijici vysledek.

Pocet vzorku (n) = 62
Prdmérny rozdil = 0.19 % HbA1c

cobas’

95 % rozdilG mezi ziskanymi hodnotami bylo mezi - 0.24 % HbA1c
az + 0.62 % HbA1c.

Koncentrace vzorkd byla v rozmezi 4.7 az 9.3 % HbA1c.
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Vice informaci je uvedeno v pfislusném navodu k pouziti analyzatoru

a metodickych listech vSech potfebnych komponent.

Tecka se v tomto metodickém listu vzdy pouZiva jako desetinny oddélovac
k oznaeni hranice mezi celymi a desetinnymi misty desetinného €isla.
Oddéleni tisicl se nepouziva.

Symboly

Roche Diagnostics pouZziva kromé symbolli a znak( uvedenych v normé

ISO 15223-1 nasledujici znaky (pro USA: pro definici pouzitych symbolt
navétivte stranku dialog.roche.com):
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