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INDICACIONES 

HbA1c es el resultado de la condensación irreversible de la 
glucosa en el residuo N-terminal de la cadena B de la hemoglobina 
A. Este proceso no enzimático refleja el grado de exposición de la 
hemoglobina a la glucosa, durante un prolongado período de 
tiempo.  
En un conocido estudio, Trivelli et al. demuestran como la
concentración de la Hemoglobina A1c en sujetos diabéticos se 
presenta elevada hasta valores 2-3 veces superiores a los valores 
encontrados en individuos normales. Varios investigadores han 
recomendado que la hemoglobina A1c sirva como un indicador del 
control metabólico de los diabéticos. 
La hemoglobina A1c se ha definido como “fracción rápida" de las 
hemoglobinas (HbA1a, A1B, A1C), que se eluye en el primer  paso
de la tecnica cromatografía en columna de resina de intercambio 
iónico. La falta de hemoglobina glicosilada, que constituye la 
mayor parte de la hemoglobina ha sido designado HbA0.  
Sin embargo, hasta la publicación del Cuidado de la Diabetes y 
sus Complicaciones (DCCT) en 1993, la idea de que un mejor 
control glucémico ayudaba a una mejor prognosis de la 
enfermedad, era sólo una teoría. La DCCT comparo pacientes que 
había recibido una terapia intensiva con pacientes que recibieron 
tratamiento convencional para la diabetes de tipo 1. La medición 
de HbA1c fue el parámetro principal de este estudio. Se demostró
que los pacientes sometidos a terapia intensiva mantuvieron una
baja concentración de glucosa en sangre y niveles 
significativamente bajos de HbA1c. 
Estos pacientes posteriormente manifestaron una morbilidad y 
mortalidad significativamente menor que los pacientes sometidos a 
cuidados más convencionales. El riesgo de la retinopatía, 
nefropatía y neuropatía se redujo en aproximadamente un 40-75%. 
Por lo tanto, los niveles de HbA1c fueron establecidos como un 
indicador fundamental en el control glucémico de pacientes con 
diabetes tipo 1. 

FUNDAMENTO 

El presente procedimiento utiliza una resina de intercambio iónico 
para la separación rápida de la hemoglobina glicosilada A1c del 
resto de hemoglobinas. Después de preparar el hemolizado de la 
sangre total la muestra se mezcla durante 5 minutos, las 
hemoglobinas son retenidas por la resina de intercambio iónico.  
Durante este tiempo, la HbA0 se une a la resina. La HbA0 
contiene todas las hemoglobinas excepto la A1c, que permanece 
en solución. Después del período de mezcla, un filtro separa el 
sobrenadante que contiene la A1c de la resina. La estimación del 
porcentaje del la Hb A1c se realiza por lectura de la absorbancia 
a 415 nm. 

COMPOSICION 

R1 Resina: Resina intercambio iónico 8 mg/ml, pH 6,9.  
3155105  25 x 2 mL;  3155110 100 x 2 mL 
 

R2 Solución lisado: Cianuro Potásico 10 mM, surfactante. 
3155105 1 x 12,5 mL;  3155110  4 x 12,5 mL. R: 26/27/28 
 

STANDARD. CALIBRATOR: HbA1c 10%. 
 

FILTROS SEPARADORES:  
3155105  25 filtros;  3155110 100 filtros 

PREPARACION DE LOS REACTIVOS

 Reactivos  1 y  2 listos para su uso. 
 Estándar HbA1c: Reconstituir el liofilizado con 1.0 mL de agua 

destilada. Esperar 30 min. y agitar suavemente por inversión. 

ALMACENAMIENTO Y ESTABILIDAD 

1. Todos estos reactivos son estables hasta la fecha de 
caducidad indicada en la etiqueta del vial, cuando se 
mantienen bien cerrados a 2-8ºC y se evita la contaminación 
durante su uso.  No usar los reactivos una vez caducados. 

2. Estándar HbA1c reconstituido es estable 30 días a -20ºC. 
Agitar suavemente antes de usar. 

3. Indicadores de deterioro de los reactivos: Presencia de 
partículas y turbidez. 

EQUIPO ADICIONAL 

 Pipetas semiautomáticas: 10, 200 y 1000 µL. 
 Cronometro y agitador rotatorio. 
 Tubos de cristal o plástico: 0.6 mL y 5 mL. 
 Fotómetro para lecturas a  415 nm. 

MUESTRAS 

No se precisa una preparación especial del paciente, ni muestra en
ayunas. Sangre total recogida mediante procedimientos estándar. 
Puede usarse EDTA como anticoagulante. La Hemoglobina 
glicosilada es estable 1 semana a 2-8°C. Evitar el uso de muestras 
lipémicas. Se recomienda que la recogida de muestras se realice de 
acuerdo con el NCCLS Document H11-A37. 

CONTROL DE CALIDAD 

Incluir en cada serie controles valorados (normales y elevados) que 
se tratarán como muestras problema. 

TECNICA 

Dejar atemperar reactivos y columnas hasta que alcancen la 
temperatura ambiente. 

Preparación del hemolizado 
1. Pipetear 500 µL de la Solución de lisado (Reactivo 2) en los 

tubos de ensayo: Estándar, Controles y Muestras. 
2. Dispensar 100 µL de sangre (muestra o control) en el 

correspondiente tubo. Mezclar suavemente. 
3. Dejar reposar 5 min.  

Preparación de la HbA1c 
1. Dispensar 70 µL del hemolizado en la resina (Reactivo 2).     
2. Colocar el Filtro separador en los tubos de modo que el anillo de 

goma este aproximadamente 1 cm por encima del nivel del 
líquido. 

3. Poner los tubos en el agitador rotatorio y mezclar continuamente 
durante 5 minutos. 

4. Sacar los tubos del agitador.  
5. Empujar el Filtro separador a lo largo de los tubos hasta que la

resina quede firmemente empacada. 

                             
 
 
 

 

CONTENIDO 

                            
                 
 

 

Sólo para uso diagnóstico in vitro  

 

REF 

GLYCATED HbA1c 
Determinación cromatográfica en tubo con 
resina de intercambio iónico de Hemoglobina 
A1c en sangre 

3155105 
3155110 

Glycated HbA1c 
 25 Tests
100 Test 

Glycated HbA1c   
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6. Verter el sobrenadante a otro tubo o directamente en la cubeta 
para la medición de absorbancia.  

7. Ajustar el cero del instrumento a 415 (390-420) nm con agua 
destilada. 

8. Leer y registrar los valores de las absorbancia Los resultados 
obtenidos corresponden a la hemoglobina glicosilada. 

Lectura de la hemoglobina total: 
1. Dispensar 5.0 mL de agua destilada en los tubos de ensayo: 

Estandar, Control y muestras. 
2.  Pipetear 20 µL del hemolizado en los tubos. Mezclar.. 
3. Ajustar el cero del instrumento a 415 (390-420) nm con agua 

destilada. 
4. Leer y registrar los valores de las absorbancia. Los resultados 

obtenidos corresponden a la hemoglobina total. 

CALCULOS 

El tanto por ciento de HbA1c en la muestra se calcula a partir de la 
siguiente fórmula: 
 

% HbA1c (Problema)  = 
R (Problema) 

x Estándar conc. 
R (Estándar) 

donde: 

  R (Problema)=  Ratio (Problema) = 
Abs de HbA1c (Problema) 

Abs de Hb Tot (Problema) 
 

  R (Estándar)=     Ratio (Estándar) = 
Abs of HbA1c (Estándar) 

Abs of Hb Tot (Estándar) 
 

Ejemplo: Un Estándar de conc. de hemoglobina glicosilada de 8,0% 
tiene una  Abs HbA1c = 0,480  y una Abs Hb Tot = 0,575.  
 

Una muestra Problema tiene Abs HbA1c = 0,962 y Abs Hb Tot  = 
0,746. La concentración de hemoglobina glicosilada de la muestra 
Problema se calcula como sigue:  
 

  R  (Problema) = 
0.962 

=  1.289 
0.746 

 

 R (Estandar)  = 
0.480 

=  0.835 
0.575 

 

% Glyco (Problema)  = 
1.289 

x  8.0 
 

=  12.4 
0.835 

 
VALORES DE REFERENCIA 

 

6,0 a 8,6%.  
Este rango representa el 95% de 100 pacientes ambulatorios con 
los valores normales de glucosa y sin antecedentes de diabetes. 
Un estudio de 31 pacientes diabéticos mostraron valores de 
hemoglobina glicosilada del 8,4% al 16,0%. Para la población 
diabética, una comparación de los niveles de glucosa en plasma en 
ayunas con el nivel de hemoglobina glicosilada dio un coeficiente 
de correlación igual a 0,84.  

Cada laboratorio deberia establecer sus propios valores de 
referencia. 

CARACTERISTICAS ANALITICAS
Precisión. 
 

Intra-ensayo 
Muestra n Media (%) DE (%) %CV 
Muestra #1 20 5.7 0.18 3.2 
Muestra #2 20 7.7 0.19 2.4 
Muestra #3 20 13.1 0.24 1.8 

Inter-ensayo 
Muestra n Media (%) DE (%) %CV 
Muestra #1 40 5.5 0.22 3.9 
Muestra #2 40 7.5 0.23 3.1 
Muestra #3 40 12.9 0.31 2.4 

Linealidad 
El ensayo de hemoglobina glicosilada es lineal en niveles de 4,0 a 
20,0%.  
Muestras con valores superiores a 18 g/dL deben diluirse 1/2 en 
agua destilada 9 g/L y ensayarse de nuevo.  

Sensibilidad 
La sensibilidad del método en términos de límite de detección  
(LOD) es de 4%. 

Correlación  
El estudio comparativo de este método con el método HPLC dio 
los siguientes resultados: 
 

y = 0.97x + 2.34 %,  r = 0.99. 
 
Interferencias 
1. Niveles elevados de HbF puede dar resultados inferiores de   

HA1c, la uremia no interfiere con la determinación de HbA1c en 
un técnicas de inmunoensayo6.  

2. Las variantes de hemoglobina HbS y HbA2 no se detectan por 
inmunoensayo, lo que lleva a una posible determinación 
incorrecta. Así mismo intermedios lábiles (base de Schiff), no se 
detectan y no interferir con la determinación de HbA1c en 
técnicas de inmunoensayo6.  

3. Otras formas de hemoglobina (por ejemplo HBe,) no han sido 
valoradas. 

 
PRECAUCIONES DE USO 

 
Precauciones: Los reactivos del kit contienen azida sódica 0,95 
g/L. Evitar el contacto con piel y mucosas. 

Gestión de residuos Consultar los requisitos legales. 
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