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AVISO: As amostras de pacientes que estejam a receber
terapéuticas medicamentosas com S-adenosil-metionina podem
revelar niveis erradamente elevados de homocisteina. Os
pacientes que estejam a tomar metotrexato, carbamazepina,
fenitoina, oxido nitroso, anticonvulsivantes ou triacetato de 6-
azauridina podem apresentar elevados niveis de homocisteina
devido ao seu efeito na trajetoria. Consulte a secgdo LIMITAGOES
DE UTILIZAGAO no folheto informativo deste ensaio.

Utilizagao prevista

O Reagente de Homocisteina de 2 Partes Liquid Stable destina-se a
determinag8o quantitativa in vitro da homocisteina total no soro e plasma
humanos. O dispositivo pode auxiliar no diagnostico e tratamento de
pacientes com suspeita de hiperhomocisteinémia e homocistindria. Rx Only.
Principio

Este ensaio € composto por duas fases principais:

Redugdo: Homocisteina dimerizada, dissulfureto misto e formas de
homocisteina (HCY) ligadas as proteinas na amostra sdo reduzidos para
formar HCY livre através da utilizag&o de tris [2-carboxietil] fosfina (TCEP).
Conversao enzimatica: A HCY livre é convertida em cistationina por agdo
da cistationina beta-sintase (CBS) e excesso de serina. A cistationina é
depois degradada em homocisteina, piruvato e aménia através da
cistationina beta-liase (CBL). O piruvato é convertido em lactato pela
desidrogenase lactica (LDH) com nicotinamida adenina dinucleétido (NADH)
como coenzima. A taxa de conversdo de NADH em NAD+ (medida a A340
nm) é diretamente proporcional a concentragdo de homocisteina.

®

Reagentes

NADH (0,47 mM), LDH (38 KUIL),
Serina (0,76 mM), Base Trizma 1-10%,
Cloridrato Trizma 1-10%,

Azida de sodio < 1%.

Agente redutor (TCEP:2,9 mM)
Pronto a utilizar

Enzimas ciclicas;

CBS (0,748 KU/L) e CBL (16,4 KUIL)
Azida de sodio < 1%.

Pronto a utilizar

Branco de homocisteina (0 ymol/L).
Pronto a utilizar

Solugéo de homocisteina (28 umoliL).
Pronto a utilizar

®

|CAL|
|CAL|

Padronizagao
Os calibradores sdo detetaveis de acordo com NIST SRM 1955,
confirmados por um procedimento de medigao especifico (HPLC).

Artigos necessarios, mas nao fornecidos

Um analisador capaz de dispensar 2 reagentes e medir a absorvéncia a 340

nm com controlo de temperatura (37°C).

Um Kit de Controlo de Homocisteina Pointe (H7575-CTL) é vendido

separadamente e esta disponivel para ser utilizado com o Reagente de

Homocisteina de 2 Partes Liquid Stable (LS).

Armazenamento  de = reagentes, notas  sobre

manuseamento e procedimentos

1. Armazene os componentes do kit a 2-8°C e utilize até & data de validade
indicada nos rétulos. N&o utilize reagentes fora do prazo de validade.
NAO CONGELE OS REAGENTES.

2. Os reagentes podem ser utilizados inimeras vezes até a data de
validade indicada nos rétulos. Os reagentes devem ser novamente
armazenados a 2-8°C entre utilizagdes.

3. N&o misture niimeros de lotes de kits de reagentes diferentes.

4. Nao exponha o Reagente 1 e 0 Reagente 2 a luz durante a utilizagéo no
interior.

Explore the future

5. Evite a contaminag&o dos reagentes. Utilize uma nova pipeta descartével
para cada reagente ou cada manipulagdo da amostra.

6. Os reagentes devem estar livres de material particulado e devem ser
eliminados se ficarem turvos.

Avisos e precaugdes de seguranga

1. O Reagente 1 e o Reagente 2 contém azida de sddio, que pode reagir com
canalizagdo de chumbo ou cobre e formar azidas de metal altamente
explosivas. Aquando da eliminagdo, escoe com grandes quantidades de &gua
para prevenir a acumulagao de azidas.

2. Estéo disponiveis fichas de seguranga dos materiais mediante solicitagao & Pointe.

REAG |1
REAG |2

Cuidado: A Lei Federal restringe este dispositivo a venda por médicos ou sob
receita médica

O contacto com acidos liberta

EUH032 .
gases altamente toxicos.

Procedimento do ensaio

* Instrumento do programa recorrendo a protocolos de instrumentos adequados.

« Carregue 0s reagentes e as amostras para o instrumento, seguindo as instrugdes.
+ Execute o ensaio.

Colheita e manuseamento de amostras

1. O soro (colhido em tubos de soro ou de separagdo de soro) e o plasma
(colhido em tubos de EDTA de potassio ou de heparina de litio) podem ser
utilizados para a medigdo da homocisteina.

No entanto, néo se recomenda a utilizagéo alternada de resultados individuais

de pacientes do soro, plasma heparinizado e plasma EDTA.'! Adicionalmente,

tém sido relatadas diferencas de matriz entre os tubos de soro e de separagdo
de soro e os tubos de plasma.!

Para minimizar os aumentos na concentragdo de homocisteina derivados da

sintese por glébulos vermelhos, processe as amostras da seguinte forma:

+ Coloque todas as amostras (soro e plasma) em gelo ap6s a colheita e antes
do processamento. O soro podera coagular mais lentamente e o volume
pode ser reduzido.2

+ Todas as amostras podem ser mantidas em gelo até um maximo de 6 horas
antes da separagdo por centrifugagdo.

+ Separe os glébulos vermelhos do soro ou plasma mediante centrifugagéo e
transfira para um copo de amostras ou para outro recipiente limpo.

Nota: As amostras ndo colocadas imediatamente em gelo podem apresentar

um aumento de 10-20% na concentracdo de homocisteina.?

2. Se o ensaio for realizado no espago de 2 semanas apds a colheita, a amostra
deve ser armazenada a 2-8°C. Caso os testes sejam adiados por mais de 2
semanas, a amostra deve ser armazenada congelada a temperaturas iguais ou
inferiores a -20°C. Foi demonstrado que as amostras se mantém estaveis a -
20°C durante 8 meses. Misture completamente as amostras depois de as
descongelar. Evite que as amostras sejam congeladas e descongeladas
repetidamente. '2

3. As amostras com matéria particulada (fibrina, glébulos vermelhos ou outra
matéria) e as amostras visivelmente lipémicas ndo devem ser utilizadas no
ensaio. Os resultados destas amostras podem ser imprecisos.

Procedimentos de controlo de qualidade

A manutengéo e a calibragdo do instrumento devem ser realizadas de acordo com
as instrugdes do fabricante. Os materiais de controlo analisados com valores de
homocisteina tanto normais como anormais devem ser testados para validar o
desempenho do reagente. Os utilizadores devem demonstrar que obtém
especificagdes de desempenho de precisdo e intervalos de resultados de testes
documentaveis, comparaveis com os estabelecidos pelo fabricante, antes de
documentar resultados de testes em pacientes. Um Kit de Controlo de
Homocisteina Pointe (H7575-CTL) com controlos baixo, médio e alto é também
disponibilizado pela Pointe para ser utilizado com o Reagente de Homocisteina de 2
Partes Liquid Stable.

Valores esperados
O intervalo de referéncia deve ser determinado por cada laboratorio. As
concentragdes de HCY em individuos saudaveis variam com a idade, sexo, area
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geogréafica e fatores genéticos. A literatura cientifica reporta valores de Intervalo dinamico L [1,0] H [46,0]
referéncia para homens e mulheres adultos entre 5-15 pmol/L245. Um Fator de correlagio A [1,0] B [0,0]
intervalo de referéncia entre uma populagdo mais idosa (> 60 anos) ¢ de 5- Periodo de estabilidade no equipamento: 130]
20 umol/L.6 Em paises com programas de reforgo do acido fdlico, podem Especifico da calibragao:
observar-se niveis reduzidos de HCY.”® Como ponto de referéncia, os Ponto oD Cone
intervalos acima mencionados podem ser utilizados até que o laboratorio ] 0.0]
tenha analisado um numero suficiente de amostras para determinar o seu ] [*L]
prdprio intervalo de referéncia, Tino de calbragéo A
Limitagdes de utilizagéo — [ eA%E]

1. Utilizacdo em diagndstico in vitro. Apenas para utilizag&o profissional.

2.

O intervalo linear do Reagente de Homocisteina de 2 Partes Liquid

Stable (LS), quando operado conforme as instrugdes, é de 1-46 pmol/L

para o Beckman Coulter AU400 e Cobas Integra 800, 2-46 pmol/L para o

Roche Hitachi 917 e Roche Modular P e 2-44 pymol/L para o Beckman

Coulter AU480, AU6G80 e AU5800.

. As amostras >46 ymol/L devem ser diluidas em 1 parte de amostra para
2 partes de Cal 0 umol/L ou 1 parte de amostra para 9 partes de Cal 0
umol/L, conforme apropriado.

. A cistationina é medida com homocisteina, mas o nivel de cistationina
na populagdo em geral (0,065 a 0,3 pmolll) tem um efeito
negligenciavel. Em casos muito raros, em doenca renal terminal e em
doentes com distlrbios metabdlicos graves, os niveis de cistationina
podem aumentar acentuadamente e, em casos graves, causar uma
interferéncia superior a 20%.%10

. A hidroxilamina, presente em vérios reagentes de ferro, pode transferir
(através de sondas de reagentes ou cuvetes de reagdo) e causar
resultados erradamente baixos. Os procedimentos de enxaguamento de
rotina ndo sdo adequados para eliminar este problema na maioria dos
casos. Possiveis solugdes incluiriam protocolos de lavagem especiais,
alteragdo para um ensaio ao ferro com recurso a acido ascérbico como
agente redutor ou a realizagdo de analises ao ferro e a homocisteina em
instrumentos separados.

. Carbamazepina, metotrexato, fenitoina, oxido nitroso ou triacetato de 6-
azauridina podem afetar a concentragdo de homocisteina.!

. Nota: As amostras de pacientes que estejam a receber terapéuticas
medicamentosas com S-adenosil-metionina  podem revelar niveis
erradamente elevados de homocisteina. Os pacientes que estejam a
tomar metotrexato, carbamazepina, fenitoina, o6xido nitroso,
anticonvulsivantes ou ftriacetato de 6-azauridina podem apresentar
elevados niveis de homocisteina devido ao seu efeito na trajetoria.

. As amostras com matéria particulada (fibrina, globulos vermelhos ou

outra matéria) e as amostras visivelmente lipémicas ndo devem ser

utilizadas no ensaio. Os resultados destas amostras podem ser
imprecisos.

Resultados
Os resultados sao calculados automaticamente e apresentados em pmol/L.
Certifique-se de que os resultados sdo multiplicados pelo fator de diluicdo

*Definido pelo utilizador

**Introduzir os valores indicados nos frascos do calibrador

Os dados apresentados foram gerados nos sistemas Beckman Coulter AU (AU400,
AU480, AU680, AU5800), Cobas Integra 800, Roche Hitachi 917 e sistemas
Roche Modular P. Os resultados podem variar em fungéo do sistema utilizado.
Estdo disponiveis outros protocolos de instrumentos. E da responsabilidade do
utilizador verificar o desempenho.

Exatidao: Foi realizado um estudo de correlagdo com um dispositivo comparador

baseado na

orientagdo do documento NCCLS EP9-A2'2, As amostras testadas apresentaram os
valores estatisticos (intervalos de confianca de 95%), conforme resumido a seguir:

Instrumento Intervalo das N.° de Declive Intercecdo | Coeficiente de
Sistema amostras (umol/L) amostras (n) sobre Y correlagéo (r)
Beckman
Coulter 6,5-49,0 94 0,99 0,17 1,00
Au400
Beckman
Coulter 8,5-45,1 99 0,97 -0,68 1,00
Au480
Beckman
Coulter 8,5-451 98 0,97 -0,22 1,00
Au680
Beckman
Coulter 8,5-451 99 0,98 -0,75 1,00
Au5800
Cobas
Integra 800 6,3-48,4 100 0,97 -0,16 1,00
Roche
Hitachi 917 8,2-456 100 0,97 0,49 0,99
Roche
Modular P 57-47.1 96 0,94 -0,22 1,00

correto.
Procedimento (automatizado) AU400® Parametros do
Procedimento:
N.° teste [*] Nome [HCY] Tipo [Ser]
Volume da amostra: [16,5] pL Volume de diluente: [0,0] pL
Fator de pré-diluicéo: [1]
Volume do reagente R1: [250] pL Volume de diluente: [0,0] pL
Volume do reagente R2: [25] uL Volume de diluente: | [0,0] L
Comprimento de onda prin.: [340] nm
Comprimento de onda sec.: [380] nm
Método de reagao: RATE1
Declive de reagéo: [
Ponto 1 Fst[15]
Lst[27]
Ponto 2 Fst[ ]
Lst[ ]
Linearidade [100]%
Sem atraso [N&o]
OD min. OD max.
L [2,0] H [29]
Limite de OD do reagente FstL[ ] FstH[ 1]
LstL[ ] LstH[ ]

Precisdo: Foi realizado um estudo de 20 dias baseado na orientagdo do
documento NCCLS EP5-A2" utilizando dois lotes de reagentes e uma curva de
calibragdo armazenada. Resultados
(arredondados para 1 casa decimal) por sistema s&o resumidos a seguir para

cada
nivel testado (n=80).
Beckman Coulter AU400 Beckman Coulter AU480
Na Na
Amostr | Média d’gf:rmlan Total | Média d"e‘fesrm‘i‘n Total
a pmol/L agio CV% pmol/L agio CV%
CV% CV%
Painel 1 7,0 19 33 10,54 31 35
7,0 2,2 44 11,00 6,5 8,4
Painel 2 36,0 1,3 25 28,71 0,9 2,0
355 1,1 2,3 28,20 0,6 21
Painel 3 48,3 1,1 2,0 37,63 0,9 2,6
477 1,0 2,2 36,98 0,6 25
Baixo 6,3 2,6 44 6,73 11 3,1
Controlo 6,3 2,1 41 6,51 2,5 34
Controlo 12,3 15 3,0 12,74 14 19
médio 12,2 1,3 32 12,43 18 24
Alto 255 15 2,5 26,13 0,9 18
Controlo 25,3 16 29 25,66 0,7 18
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Linearidade da dilui¢éo:

Beckman Coulter AU680 Beckman Coulter AU5800

Intervalo de =
Na Na Sistema de instrumentos medigio Re;;l.:}:;r)ag R;Zlgi’::?%‘;o
Amostr | Média d"‘fsm? Total | Média d"‘fs"“?‘ Total (pmollL)
a pmoll | €EMIN 1 ovoy | pmonL | €™M | oy, Beckman Coulter AU400 1-46 912104 100 + 11
g‘-\?;,;’ f:'{;,;’ Beckman Coulter AU480 2-44 93299 100 +3
1076 2 80 30 1053 1 5° 33 Beckman Coulter AU680 2-44 982103 100+3
Painel 1 10165 3‘0 3‘6 10’53 2Y6 3‘2 Beckman Coulter AU5800 2-44 972100 100+3
28190 1‘2 1‘6 28158 0Y8 1‘8 Cobas Integra 800 1-46 982102 100 +13
Painel 2 28167 1’5 2’5 28142 1’0 1’7 Roche Hitachi 917 2-46 100 a 109 100 + 11
) 3778 07 14 3765 09 21 L Roche ModularF; 2-46 91~3 a 105 100 + 1'0
Painel 3 3790 07 T8 3755 08 15 Intervalo percentual (%) dos dados de recuperagao para amostras diluidas pelo
Bao 6.9 24 24 6.49 36 47 intervalo de medigéo dos sistemas utilizados.
Controlo | 6.79 23 31 6.70 22 27 ®Recuperag&o média em % para valores fora do intervalo, quando diluidos para
Controlo | 13,03 10 15 12,52 18 18 valores dentro do mesmo.
m;?o'o ;g;g (1)8 1; ;ég; 13 f; Limite de detegao: O limite de detegao (LOD, Limit Of Detection) de cada
Controlo | 26.19 12 15 2569 12 13 sistema foi determinado de acordo com o documento NCCLS EP17-A.* Os
. . . : : . valores LOD (umol/L) sdo apresentados na tabela abaixo.
Beckman | Beckman | Beckman Beckman Cobas Roche Roche
Coulter Coulter Coulter Coulter Integra Hitachi Modular
Cobas Integra 800 Roche Hitachi 917 AU400 AU480 AU680 AUS5800 800 917 P
Na Na 0,33 0,39 0,54 0,59 043 1,2 06
2 e mesma o mesma . . n
Amostr | Media | oo Total Media | otormin | TOtal Estabilidade dos reagentes no equipamento: Os reagentes mantém-se
a umollL 1 ™ cs0 G| L ey | B estaveis quando armazenados no interior dos equipamentos, conforme
CV% CV% especificado abaixo (em dias);
Painel 1 8,5 1.9 2,7 6,6 24 5,3 Beckman | Beckman | Beckman | Beckman Cobas Roche Roche
8,5 1,7 33 6,7 2,0 42 Coulter Coulter Coulter Coulter Integra Hitachi Modular
) 355 0,9 16 341 0,9 26 AU400 AU480 AU680 AU5800 800 917 P
Painel2 —5c'¢ 1 21 31 06 18 30d 30d 30d 30d 30d 7d 30d
Painel 3 ig‘g 8’2 ;3 jj':) 8’2 fg Estabilidade da curva de calibragao: A curva de calibragéo c_é estr_élvel nos
Bao 6 6 2’6 2’9 5 5 2'3 5'5 sistemas Beckman Coulter AU400, Cobas Integra 800, Roche Hitachi 917 e Roche
Controlo 6’0 2’4 4’4 5’5 3’0 4’6 Modular P durante um periodo méximo de 30 dias.
Controlo 12 14 19 112 14 37 A curva de calibragéo é estavel nos outros sistemas AU testados por um periodo
médio [ 112 14 3,1 113 14 29 de até 14
Alto 23,4 1.1 17 24,1 14 3,3 dias, conforme observado no AU5800.
Controlo 234 1.2 2,0 242 0,9 24
Roche Modular P Transferéncia: A transferéncia é inferior ao limite de detego em todos os
Na sistemas testados.
- mesma . . - I
Amostr | - Média | yetormin T°tf' Tipos de amostras: Os tubos de colheita de amostras verificados para utilizagao
a umollL | ™ a0 CV% s40 0s tubos de plasma de EDTA e heparina de litio, tubos de soro e de
CV% separagdo de soro. N&o foram testados outros tubos de colheita de amostras. O
. 6.4 33 6,8 soro (colhido em tubos de soro ou de separag&o de soro) e o plasma (colhido em
Painel 1 6,4 2,7 6,6 tubos de EDTA de potassio ou de heparina de litio) podem ser utilizados para a
Painel 2 339 17 2,8 medicao da homocisteina. E da responsabilidade do operador verificar se sdo
33,9 2,1 29 utilizados os tubos corretos. No entanto, ndo se recomenda a utilizagao alternada
; 457 1.1 2,0 de resultados individuais de pacientes do soro, plasma heparinizado e plasma
Painel 3 456 10 20 > e Pl ) X
i : . : EDTA." Adicionalmente, tém sido relatadas diferengas de matriz entre os tubos
CBa;XOI gg jg gg de soro e de separagéo de soro e os tubos de plasma.’
C°” trolo 1 1 5 1’9 3' 1 As amostras EDTA podem ser armazenadas no interior do instrumento durante 3
:]2(;?00 11’9 1’9 3’2 horas; ndo foram feitos testes com outras amostras.
Alto 243 1,2 1,9
Controlo 245 1,0 24
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Especificidade analitica: A especificidade foi avaliada no Beckman Coulter Legenda dos simbolos

AU400 com base na orientagdo de CLSI EP7-A2'5 para as substancias ﬁ - ] o

interferentes apresentadas na tabela abaixo: Utilizar até (AAAA-MM-DD) Lote e codigo

4 0,
Substancia interferente Co?ce!'t‘:agao i . i d.e . Numero de catalogo sl Faricante
substancia interferente |interferéncia

Bilirrubina 20 mg/dL %10 Dispositivo médico de diagnastico in vitro /}f Limite de temperatura
Hemoglobina 500 mg/dL <+10
Gl6bulos vermelhos 0,4% <10 [ Consulte as instrugBes de utilizagdo Rx Only: Utilizagao apenas
Triglicéridos (solug&o Intralipid) 500 mg/dL <+10 mediante receita médica
Glutationa 1000 pmol/L <+10
Metionina 800 umoliL <+10 Componente do kit: Reagente 1 REAG E Componente do kit: Reagente 2
Cisteina 200 pmol/L <+10
Piruvato 1250 pmol/L <+10 @ Conservar no escuro Componente do kit: Calibrador

As amostras com niveis de proteina aumentados apresentaram uma
diferenga >10% comparativamente com

os resultados obtidos de amostras normais, devendo ser evitadas. Nenhuma
destas

substancias interferiu significativamente no ensaio.
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Certificada para executar reagentes

Os reagentes Pointe sao certificados para serem fabricados de acordo com
parametros especificados. Qualquer produto de reagente Pointe que ndo cumpra
as especificagdes até a data de validade indicada sera regularizado
imediatamente sem quaisquer custos.
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