
 

 

 

 
   

 به روش آنزیمی HbA1c مستقیم گیریاندازه تیك

 Kit (Enzymatic, On-Board Lysis)HbA1c Assay  Direct 
Cat. No: 1255./ Rev.: 11 (1400/07/14) 

 

 :مقدمه

منظور پایش طولانی مدت سطح گلوکز در به HbA1cسطح 

محصول  HbA1c گیرد.خون افراد دیابتی مورد بررسی قرار می

یمی گلوکز به اسیدآمینه والین در انتهای آمین اتصال غیر آنز

عنوان شاخص میانگین سطح زنجیره بتای هموگلوبین است که به

گلیسمیک خون و شاخص ریسک گسترش عوارض دیابت 

باید هر دو سال یک  HbA1cامروزه سطح  شود.گیری میاندازه

بار در کل بیماران دیابتی و هر سه ماه یک بار در بیمارانی که 

ف درمانی ایده ها تغییر کرده است یا به اهداروتکل درمان آنپ

عنوان بخشی از برنامه مدیریت درمان دیابت، اند، بهآل نرسیده

های قرمز خون، روزه گلبول 120گیری شود باتوجه به عمر اندازه

HbA1c  ماه  3تا  2نشانگر مناسبی برای کنترل گلیسمیک در

در  HbA1cگیری نظور اندازهماین کیت به اخیر بیمار است.

 خون سیاهرگی توسط دستگاه اتوآنالایزر طراحی شده است.

 

  :اصول آزمایش

است که در آن  یمیسنجش آنز کی HbA1c میمستق تست

بیشتر  هضم جهت تخریب وتام  شده خون زیل هاینمونه

از گونه یک  درتولید شده )پروتئاز آنزیم در معرض  هاپروتئین

 یساز سبب رها فرایند نی. ادنرگییقرار م (سلویباسباکتری 

. گرددیم نیهموگلوب یبتا رهیاز زنج هکیگل نیوال دیاسنویآم

 بینوترک میعنوان سوبسترا در معرض آنزبه هکیگل نیوال

 E. coliباکتری  درشده  دی( تولFVO) دازیاکس نیوال لیفروکتوز

 بر FVO میآنزاز تأثیر  حاصلهیدروژن  دیپراکس. ردگییقرار م

و با  (POD)توسط آنزیم پراکسیداز  نیوالهای اسیدآمینو

. در این شودمی گیریاندازه استفاده از یک کروموژن مناسب

 و یستجداگانه هموگلوبین توتال ن گیریاندازهبه  یروش نیاز

طور ز یک نمودار کالیبراتور بهبا استفاده ا HbA1cغلظت 

 . شودمیبیان  % HbA1cصورت بهو مستقیم 

 

 

 :محتویات كیت

 لیتری.میلی 1/13ویال  یک :(Lysis Buffer) کنندهبافر لیز (1

 لیتری.میلی 5/13ویال  یک :(Reagent 1) 1محلول  (2

 .لیتریمیلی 6/6ویال  یک: (Reagent 2) 2محلول  (3

 

 :باشندیموجود نم تیكه در ك ازیمورد ن لیمواد و وسا

 شرکت ایده آل تشخیص آتیه. HbA1c هایبراتوریکال مجموعه (1

 .HbA1cدو سطح در  شرکت ایده آل تشخیص آتیه هایکنترل (2

 ( دستگاه اتوآنالایزر. 3

 

 :آماده سازی محلول ها

  باشند.آماده مصرف میصورت موجود در این کیت بههای محلول

 

 :ذخیره سازی و ماندگاری

تا زمان انقضاء  گراددرجه سانتی 8تا  2در دمای ها تمامی معرف (1

 پایدار هستند.ها چاپ شده بر روی لیبل ویال

د و لازم است که بلافاصله هستنحساس به نور نسبت اجزاء کیت  (2

و در یخچال آزمایشگاه شود ها بسته پس از انجام آزمایش درب آن

 .گردندنگهداری 

 

 :احتیاط در استفاده از كیت

 دهیگرد هیتعب تیک نیاستفاده در هم یبرا تیک نیا اتیمحتو (1

ساخت  یهاشماره ای و هاتیک ریاستفاده مشترک با سا لذا از است؛

 .دیینما یخوددار جداً گرید

هایی ها تا زمان انقضاء کیت پایدار هستند. از محلولکلیه محلول (2

 د.ها گذشته است استفاده نکنیکه تاریخ انقضاء آن

، HBsAgنفی بودن محتویات کیت با منشاء انسانی از نظر م (3

HIV1/2  وHCV منفی ولی تشخیص قطعی در مورد  اند؛بررسی شده

های متداول زا با استفاده از روشتمام عوامل عفونی بیماریبودن 

با در نظر گرفتن احتمال  ،. بنابراینپذیر نیستآزمایشگاهی امکان

زایی محتویات کیت، تمام مراحل آزمایش باید آلودگی و بیماری

 د.نهای ایمنی انجام شودستورالعمل با مطابق

در هنگتام  .استت یدر هنگام کار الزام نکیاستفاده از دستکش و ع (4

نقاط  ریسا ایصورت  ر رویب آن اتیکه محتو دییدقت فرما تیکار با ک

جلتوگیری  مخاط جداً ریبا دهان و سامواد از تماس  ریخته نشود.بدن 

 . نمایید

 یعفتون یدفع پسماندها الزاماتطابق با م یستیمواد مخرب ز هیکل (5

 گردند.امحاء 

  :نمونه سازیو آمادهآوری جمع

نمونه خون تام انسان در  HbA1C گیریاندازه محصول جهت نیا

 EDTA2K حاویتام وریدی  از نمونه خون و طراحی شده است

باید با رعایت کامل شرایط آسپتیک  گیری. نمونهکردتوان استفاده می

 . ودانجام ش

 

 پایداری نمونه:

هر آزمایشگاه موظف است تا بر اساس  CLSIهای بر اساس راهنمایی

خود در مورد شرایط مطالعات نتایج حاصل از منابع علمی موجود و یا 

های شود که نمونهگیری نماید. توصیه میها تصمیمپایداری نمونه

ز نگهداری شده در یخچال آزمایشگاه حداکثر تا دو هفته پس ا

 گیری مورد سنجش قرار گیرند.نمونه

 

 :روش انجام آزمایش

نشتین های تهاریتروسیت یکنواخت شدن، جهت از انجام تستقبل  (1

)یتا کتردن ستر و تته بتا مرتبه  5و  یبه آرام تامنمونه خون  شده، باید

 ،در صتورت عتدم همگتن شتدن نمونته .گردد همگنتوسط اپلیکاتور( 

 .دریگیقرار م ریثأتست تحت ت صحت

تعیتین  نحویبتهتوجه: حداکثر تعداد نمونه در هر مرتبه کتاری، بایتد 

حداکثر در طی ها از کل نمونهیزر برداری دستگاه اتوآنالاشود که نمونه

 ها انجام شود. دقیقه پس از مخلوط کردن نمونه 20مدت زمان 

از هر نمونه ختون تتام در ویتال مخصتو  میکرولیتر  250اقل حد (2

 یزر ریخته شود.اتوآنالادستگاه 

پتتس از )در صتتورت لیتتوفیلیزه بتتودن( کالیبراتورهتتا  و هتتاکنترل (3

 .ی خون استفاده شوندهامانند نمونهسازی، باید آماده

 

 :طرح شماتیک

اولین و  باشدمی End-pointیک روش  HbA1c گیریاندازهتوجه: 

جام ان (R2) 2باید درست قبل از افزودن محلول  (A1)خوانش جذب 

 شود.

 

 
 

 HbA1cمقادیر مورد انتظاربرای تست 

مقادیر مورد انتظار برای این تست را به  ،شرکت تولید کننده کیت

مورد قرار زیر مشخص کرده است. اگرچه، این مقادیر برای آنالیت 

 باید توسط آزمایشگاه مصرف کننده تعیین گردد. نظر 

 

 

 

 

 

 :كالیبراسیون

 هابراتوریکال. استمتفاوت تولید  یسرهر ها در غلظت کالیبراتور (1

مربوط  هایغلظتشده و  هداد ردر دستگاه قرا ادیز هکم ب ریاز مقاد

 وارد شود.سری تولید به هر 

باید ابتدا بر اساس  )درصورت لیوفیلیزه بودن(تورها کالیبرا (2

ه آرامی مخلوط گردند. کالیبراتورهای بروشور مربوطه حل شده و ب

 14ها محکم بسته باشد، تا ورتی که درب ویال آنصحل شده، در 

 درجه سانتی گراد پایدار هستند.  8تا  2روز در دمای 

 

 :كنترل كیفی

نمایید و هر دو  هیصورت جداگانه تههب راها کنترل مجموعه( 1

که در صورتی .بگیریدمجهول در نظر  یهاعنوان نمونهبهکنترل را 

ها، خارج از محدوده تعیین ت کنترلگیری غلظحاصل از اندازه نتایج

های بیماران خودداری هشده باشد، از انجام تست بر روی نمون

 نمایید. 

باید ابتدا بر  باشندصورت لیوفیلیزه به هاکنترلدر صورتی که ( 2

 اساس بروشور مربوطه حل شده و به آرامی مخلوط گردند. در 

< 5.7 % Normal 

5.7%-6.4% 
Prediabetes (increased 

risk for diabetes) 

≥ 6.5% Diabetes 

 



 

 

 

 
   

روز در  14تا  محکم بسته باشد،ها کنترلصورتی که درب ویال 

 درجه سانتی گراد پایدار هستند.  8تا  2دمای 

 :جینتا

کالیبراستیون  نمتودارر اساس بو  یصورت درصدبه HbA1c ریمقاد

 شتده وتراز هم DCCTگزارش شده توسط  ری. مقادشوندگزارش می

در  HbA1cارتباط بتین نتتایج گردند. یگزارش م NGSPدر فرمت 

ه صتورت بت) IFCC با شبکه (HbA1c%به صورت ) NGSPفرمت 

(mmol/mol گرددمی مشخصفرمول  بر اساس : 

 
NGSP = (0.09148 × IFCC) + 2.152 

 

 :ها تیمحدود

بالاتر از  های. نمونهباشدمی درصد 12 تست تا یمحدوده خط (1

نتیجه  سازی و مجددا تست شوند بلکه بایدنباید رقیق درصد 12

 .(12%<)گردد گزارش  درصد 12 بالاتر از صورتتست بیمار، به

 یطراح EDTA-2K یانسان حاو تامنمونه خون  یتست برا نیا (2

 شده است. 

 باشد. g/dL 21- 8 نیبید با توتال نمونه خون نیمقدار هموگلوب(3

 جیدر نتا درصد 10از  شیب HbF ریمقاد ها وهموگلوبینوپاتی (4

 .کندیم جادیتداخل ا

 

 :شیانجام آزما اتیخصوص

 یمیوشتتیب زریبتا استتفاده از آنتالا ایتن تستتتمراحتل انجتام  هیتکل

Hitachi 912  هر تست ممکن است در هتر  جینتا شده است.انجام

 متفاوت باشد. یشگاهیآزما

 

 های كنترل كیفیپارامتر
 (Within-Run)دور آزمون دقت درون-بررسی دقت

پذیری نتتایج حاصتل از سته نمونته  با ارزیابی تکرار درون دوردقت 

بار تکرار برای هر  20کاری )نوبتهای متفاوت در یک سرم با غلظت

 است. CV˂10%این آزمایش  نمونه( بررسی شد. معیار پذیرش در

 
 

 
 

 (Between-Run)دور آزمون دقت بین-بررسی دقت
پذیری نتایج حاصل از سته نمونته  با ارزیابی تجدید دور بیندقت

بار تکرار برای هتر  5اری )کنوبت 4های متفاوت در سرم با غلظت

کتاری( بررستی شتد. معیتار پتذیرش در ایتن نمونه در هتر نوبت

 است. CV˂10%آزمایش 

 

 

 

 
 (Recovery)بازیابی آزمون -یدرست یبررس

دو نمونه سرم به نسبت مساوی  ،در این آزمایش به ازاء هر آزمون

دست آمده در ترکیب به HbA1cبا یکدیگر ترکیب و سطح 

 10تغییر کمتر از  ،ی شد. معیار پذیرش در این آزمایشگیراندازه

 درصد نسبت به نتیجه مورد انتظار است.

 

 

 

 
 (Linearity)آزمون خطی بودن -بررسی درستی

های مختلف با استفاده از یز نمونهحاصل از آنالا HbA1cنتایج 

درصد  4 -12کیت حاضر نشان داد که این کیت در محدوده 

 شیآزما نیدر ا رشیپذ اریمع کند.ل میصورت خطی عمتست به

Bias˂10% .است 

 

 هامقایسه روش -بررسی درستی
(Comparison of Methods) 
 40در  HbA1cجهت بررسی صحت نتایج این کیت، میزان 

-نمونه سرم با مقادیر پایین، نرمال و بالا توسط این کیت اندازه

مبستگی گیری شد و نتایج آن با کیت مرجع مقایسه و ضریب ه

بین نتایج به دست آمده از دو کیت، بر اساس روش پیرسون 

محاسبه گردید. معیار پذیرش برای این آزمایش به  977/0

 صورت زیر تعریف شده است: 

 
0.9≤Pearson Correlation Coefficient≤1.0 

 

 

 (Interference)  بررسی تداخلات
مورد HbA1c ش بر اساس فرمول زیر، درصد تداخلات رایج در سنج

 ارزیابی قرار گرفت:

 

 

 

در این تست تداخلی   Labile HbA1cکاربامیله و ،تیلههموگلوبین اس

 یمیبا واکنش آنز Eو  S ،C نیهموگلوب انواع نیهمچن کنند.ایجاد نمی

واکنش  بانیز  ریگر زمواد مداخله د.نتداخل ندار HbA1c سنجش

 تداخلی ندارند. HbA1c گیریاندازه یمیآنز

 
 

 

 

 

 

 

 

 (Sensitivity) بررسی حساسیت

 Limit ofو Limit of Detection (LOD)حساسیت کیت بر اساس 

Blank (LOB) 54/0 با استفاده از فرمول زیر محاسبه شد و برابر با 

 .تعیین گردیددرصد 
LOD = LOB + 1.645 SDs 

LOB = Meanb + 1.645 SDb 

 

(s: Diluted sample & b: Blank) 
 

 فاده شده در برچسب كالاهاعلائم است
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های رگونه مشکل خواهشمند است با تلفندر صورت بروز ه

 مندرج بر روی جعبه بخش پشتیبانی تماس بگیرید.

Sample 1 2 3 

No. of Repeats 20 20 20 

Mean (%) 5.54 7.41 9.32 

SD (%) 0.20 0.22 0.27 

CV (%) 3.6 3.0 2.9 

 

Sample 1 2 3 

No. of Repeats 20 20 20 

Mean (%) 5.1 7.8 11.2 

SD (%) 0.27 0.25 0.35 

CV (%) 5.2 3.2 3.1 

 

No. Sample (%) Added Exp. Obs. % Rec. 

1 4.5 10.1 7.3 7.1 97.2 

2 5.1 8.9 7 7.2 102.8 

3 7.9 11.3 9.6 9.4 97.9 

 

Compound Concentration 

Ascorbic Acid 12 mg/dL 

Total Bilirubin 15 mg/dL 

Bilirubin (Conjugate)  13 mg/dL 

Hemoglobin 21 g/dL 

 Total Protein 21 g/dL 

Glucose  4000 mg/dL 

Triglyceride 4000 mg/dL 

Uric Acid  30 mg/dL 

Urea  80 mg/dL 

 

100× 

 میانگین غلظت بعد از افزودن آنالیت مداخله گر -میانگین غلظت قبل از افزودن آنالیت مداخله گر 

 گرغلظت آنالیت مداخله 
 درصد تداخل =


