/i POINTE

Pointe
Homocysteine
Set de reactivi

HORIBA Instruments Incorporated

5449 Research Drive, Canton, M1 48188
Phone: 734-487-8300; (800) 445-9853

HORIBA

Medica

AVERTIZARE: Specimenele de la pacienti care urmeaza terapie
medicamentoasa care include S-adenozil-metionina pot prezenta
niveluri fals crescute de homocisteina. Pacientii care iau
metotrexat, carbamazepina, fenitoina, protoxid de azot,
anticonvulsivante sau triacetat de 6-azauridina pot avea niveluri
crescute de homocisteina datorita efectului lor asupra cii.
Consultati sectiunea LIMITARI DE UTILIZARE din acest prospect.

Utilizarea prevazuta

Reactivul Liquid Stable 2-Part Homocysteine este destinat pentru
determinarea cantitativa in vitro a homocisteinei totale din serul si plasma
umana. Dispozitivul poate contribui la diagnosticarea si tratamentul
pacientilor suspectati de hiperhomocisteinemie si homocistinurie. Rx Only.
Principiul

Acest test cuprinde doud etape esentiale:

Reducerea: Homocisteina dimerizatd, disulfura mixtd si formele de
homocisteina (HCY) legate de proteinele din proba sunt reduse pentru a
forma HCY libera prin utilizarea tris [2-carboxietil] fosfinei (TCEP).
Conversie enzimatica: HCY liberd este transformatd in cistationind prin
utilizarea cistationin beta-sintazei (CBS) si a serinei in exces. Cistationina
este apoi descompusd in homocisteind, piruvat si amoniac prin cistationin
beta-liazd (CBL). Piruvatul este transformat in lactat prin lactat
dehidrogenaza (LDH) cu nicotinamid adenin dinucleotidd (NADH) ca
coenzimd. Viteza de conversie a NADH in NAD+ (masuratd la A340 nm)
este direct proportionald cu concentratia de homocisteina.

Reactivi

REAG |1

NADH (0,47 mM), LDH (38 KUIL),
Serina (0,76 mM), baza Trizma 1-10%,
Clorhidrat de Trizma 1-10%,

Azida de sodiu < 1%.

Reductor (TCEP: 2,9 mM)

Gata de utilizare

Enzime ciclice;

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

Gata de utilizare

REAG 2

®

CAL Martor homocisteina (0 umol/L).
Gata de utilizare
|c AL| Solutie de homocisteina (28 pmol/L).

Gata de utilizare

Standardizare
Solutile de calibrare sunt trasabile NIST SRM 1955, confirmate printr-o
procedura de masurare desemnata (HPLC).

Materiale necesare, dar nefurnizate

Un analizor capabil sa distribuie 2 reactivi si s& masoare absorbanta la 340
nm cu controlul temperaturii (37°C).

Un set de solutii de control Pointe Homocysteine (H7575-CTL) este
comercializat separat si disponibil pentru utilizarea cu reactivul Liquid Stable
(LS) 2-Part Homocysteine.

Depozitarea si manevrarea reactivilor si observatii

procedurale
1. Depozitati componentele setului la 2-8°C si utilizati-le pana la data de
expirare de pe etichete. Nu utilizati reactivi expirati. NU CONGELATI
REACTIVIL.
2. Reactivii pot fi utilizati in mai multe ocazii p&né la data de expirare de pe
etichete. Reactivii trebuie depozitati din nou la 2-8°C intre utilizari.
3. Nu amestecati reactivii din seturi cu numere de lot diferite.
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4. Nu expuneti Reactivul 1 si Reactivul 2 la lumind in timpul utilizarii in
instrument.

5. Evitati contaminarea reactivilor. Utilizati un varf de pipeta de unica folosinta
nou pentru fiecare manipulare a unui reactiv sau a unei probe.

6. Reactivii trebuie sa fie fara particule si trebuie aruncati dacé devin tulburi.

Avertismente si precautii de siguranta

1. Reactivii R1 si R2 contin azida de sodiu, care poate reactiona cu cuprul sau
plumbul, formand azide metalice foarte explozive. La eliminare, spalati cu multa
apa pentru a preveni acumularea azidei.

2. Fisele cu date de siguranta ale materialelor sunt furnizate de Pointe la cerere.

REAG |2

Atentie: Legea federala restrictioneaza vanzarea acestui dispozitiv de catre sau la
comanda unui medic

Contactul cu acizii elibereaza

EUHO032 gaze foarte toxice.

Procedura de testare

+ Programati instrumentul cu ajutorul protocoalelor adecvate pentru instrument.
+ Tncarcati reactivii si probele in instrument conform instructiunilor.

+ Efectuati testul.

Recoltarea si manevrarea specimenelor
1. Serul (colectat in tuburi de ser sau tuburi separatoare de ser) si plasma

(colectata in tuburi cu EDTA de potasiu sau heparina de litiu) pot fi utilizate

pentru masurarea homocisteinei.

Cu toate acestea, nu se recomanda utilizarea rezultatelor individuale ale

pacientului din ser, plasm& heparinizata si plasma EDTA in mod

interschimbabil.! Tn plus, au fost raportate diferente de matrice intre tuburile de
ser, tuburile separatoare de ser si tuburile de plasma.!

Pentru a minimiza cresterile concentratiei de homocisteing in urma sintezei de

catre globulele rosii din sdnge, procesati specimenele dupd cum urmeaza:

+ Amplasati toate specimenele (ser si plasma) pe gheatd dupd colectare si
fnainte de procesare. Serul se poate coagula mai lent si volumul poate fi
redus.?

+ Toate specimenele pot fi pastrate pe gheatd timp de pana la 6 ore inainte de
separarea prin centrifugare.

+ Separati globulele rosii din ser sau plasma prin centrifugare si transferati intr-
0 cupa de proba sau alt recipient curat.

Nota: Specimenele care nu sunt amplasate imediat pe gheata pot prezenta o

crestere cu 10-20% a concentratiei de homocisteina.®

2. Daca testul va fi efectuat in decurs de 2 saptamani de la recoltare, specimenul

trebuie pastrat la 2-8°C. Daca testarea va fi amanatd cu mai mult de 2

saptamani, specimenul trebuie pastrat congelat la -20°C sau mai rece. S-s

constatat c& specimenele sunt stabile la -20°C timp de 8 luni. Amestecati bine

specimenele dupd decongelare. Evitati ciclurile de congelare-decongelare

multiple. 1.2

3. Specimenele care contin particule (fibrind, globule rosii sau alte substante) si
specimenele vizibil lipemice nu trebuie utilizate pentru testare. Rezultatele
acestor specimene pot fi incorecte.

Proceduri pentru controlul calitatii

Mentenanta si calibrarea instrumentului trebuie efectuate conform instructiunilor
producatorului. Pentru a valida performanta reactivului, trebuie testate materiale
de control analizate cu valori pentru homocisteina in intervalele normale si
anormale. Utilizatorii trebuie s& demonstreze cd obtin specificatii de performanta
pentru precizie si un interval raportabil de rezultate ale testelor comparabile cu
cele stabilite de producator inainte de a raporta rezultatele testelor pacientului. Un
set de solutii de control Pointe Homocysteine (H7575-CTL) care contine solutii de
control de nivel redus, mediu si ridicat este disponibil de la Pointe pentru utilizarea cu
reactivul Liquid Stable (LS) 2-Part Homocysteine.
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Valori asteptate
Intervalul de referinta trebuie determinat de fiecare laborator. Concentratiile

de

HCY la indivizii sanatosi variaza in functie de varsta, sex, zonele

geografice si factorii genetici. Literatura stiintifica raporteaza valori de
referintd pentru adultii barbati si femei intre 5-15 umol/L245. Un interval de
referint in randul populatiei vérstnice (> 60 ani) este 5-20 umol/L.¢ in tarile
cu programe de fortificare cu acid folic, pot fi observate niveluri reduse de
HCY.78 Ca punct de referintd, intervalele mentionate mai sus pot fi utilizate
pana cand laboratorul analizeaza un numar suficient de specimene pentru a-
si stabili propriul interval de referinta.

Limitarile utilizarii

1.
2.

. Carbamazepina, metotrexatul, fenitoina,

Pentru diagnostic in vitro. Exclusiv in scopuri profesionale.

Intervalul liniar al reactivului Liquid Stable (LS) 2-Part Homocysteine
utilizat conform instructiunilor este 1-46 umol/L pentru Beckman Coulter
AU400 si Cobas Integra 800; 2-46 pmol/L pentru Roche Hitachi 917 si
Roche Modular P si 2-44 umol/L pentru Beckman Coulter AU480, AU680
si AU5800.

. Specimenele >46 umol/L trebuie diluate 1 parte specimen in 2 parti Cal

0 pmol/L sau 1 parte specimen in 9 parti Cal 0 ymol/L, dupa caz.

. Cistationina se masoara impreuna cu homocisteina, dar in populatia

generala nivelul cistationinei (0,065 pana la 0,3 pmol/L) are un efect
neglijabil. In cazuri foarte rare, in boala renala in stadiu terminal si la
pacientii cu tulburari metabolice severe, nivelurile de cistationind pot
creste dramatic si in cazuri severe pot provoca interferente mai mari de
20%.9.10

. Hidroxilamina, prezent& in mai multi reactivi pe baza de fier, poate fi

transportatd (sondd de reactiv sau cuvé de reactie) si poate provoca
rezultate fals scazute. Procedurile de clatire de rutind nu sunt adecvate
pentru a elimina aceastd problemd in majoritatea cazurilor. Solutiile
posibile ar include protocoale speciale de spalare, trecerea la un test de
fier care utilizeazd acid ascorbic ca reductor sau teste de fier si
homocisteina pe instrumente separate.

protoxidul de azot sau
triacetatul de 6-azauridina pot afecta concentratia de homocisteina.!

. Nota: Specimenele de la pacienti care urmeaza terapie medicamentoasé

care include S-adenozil-metionina pot prezenta niveluri fals crescute de
homocisteina. Pacientii care iau metotrexat, carbamazepina, fenitoina,
protoxid de azot, anticonvulsivante sau triacetat de 6-azauridina pot
avea niveluri crescute de homocisteina datorita efectului lor asupra caii.

. Specimenele care contin particule (fibrina, globule rosii sau alte

substante) si specimenele vizibil lipemice nu trebuie utilizate pentru
testare. Rezultatele acestor specimene pot fi incorecte.

Rezultate
Rezultatele se calculeaza automat si sunt exprimate in umol/L.
Asigurati-va ca rezultatele sunt inmultite cu factorul de dilutie corect.

L [-2,0] H [25]

Limita OD reactiv FstL[ ] FstH[ ]
LstL[ ] LstH[ ]

Interval dinamic L [1,0] H [46,0]

Factor de corelare A [1,0] B [0,0]

Perioada de stabilitate in instrument: [30]

Specific calibrarii:
Punct oD Conc
10*] [] [0,0]
2["] [] (]
Tip calibrare: [AA]
Formula: | [Y=AX+B]

*Definit de utilizator **Introduceti valorile de pe flacoanele cu solutii de calibrare

Datele prezentate au fost generate pe sistemele Beckman Coulter AU (AU400,
AU480, AU680, AU5800), Cobas Integra 800, Roche Hitachi 917 si Roche
Modular P. Rezultatele pot varia in functie de sistemul utilizat. Sunt disponibile
protocoale pentru alte instrumente. Verificarea performantei este responsabilitatea

utilizatorului.

Acuratete: S-a realizat un studiu de corelare pe un dispozitiv comparativ pe baza
recomandarilor din documentul NCCLS EP9-A2'2. Specimenele testate au dat

valorile statistice (intervale de incredere 95%) prezentate mai jos:

Interval .
et | spucinan | M8 | o | St | Coeient e
(pmollL)
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 8,5-45/1 98 0,97 -0,22 1,00
Au680
Beckman
Coulter 8,5-45/1 99 0,98 -0,75 1,00
Au5800
Cobas
Integra 800 6,3-484 100 0,97 -0,16 1,00
Roche
Hitachi 917 8,2-45,6 100 0,97 0,49 0,99
Roche
Modular P 57-471 96 0,94 -0,22 1,00

Precizie: S-a realizat un studiu de 20 de zile pe baza recomandarilor din
documentul NCCLS EP5-A2'3 folosind doud loturi de reactivi si o curba de

calibrare stocata. Rezultate
(rotuniite la 1 zecimala) per sistem sunt rezumate mai jos pentru fiecare
nivel testat (n=80).

Err?egﬁf]iura (aummata);img”' PfocedTli”"[ ?;}400@5 Beckman Coulter AU400 Beckman Coulter AU480
. I T
HCY] P orops | Medie | SVRIN 1t | wedie | CVRI | popa
= " 0, 0,
Volum prob: [16,5] pL Volum diluant: | [0,0] pL pmol/L zilei CV% | wpmollL zilei CV%
Factor pre-dilutie: [1] 7,0 1,9 33 10,54 31 35
Volum reactiv R1: [250] uL Volum diluant; [0,0] uL Panoul 1 70 29 44 11.00 6.5 8.4
Volum reactiv R2: [25] pL Volum diluant: [0,0] L 3é 0 1’3 2’5 23’71 0’9 2’0
Lungime unda primara: [340] nm Panoul 2 35:5 1:1 2:3 28:20 0:6 2:1
Lungime unda secundara: [380] nm 483 1,1 2,0 37,63 0,9 2,6
Metoda reactie: RATE1 Panoul 3 -5 10 2.2 36.98 0,6 25
Panta reactie: [] Nivel 6,3 2,6 44 6,73 11 31
Punct 1 Fst[15] redus 6,3 21 41 6,51 25 34
Lst[27] Solutie
Punct 2 Fst[ ] de
Lst[ ] control
Linearitate [1001% Nivel 123 1,5 3,0 12,74 14 19
Timp fara intarziere [NU] medi.u 12,2 1,3 3,2 12,43 1,8 24
oD min. OD max. solutie
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de Roche Modular P
control CV%
Nivel 255 1,5 25 26,13 0,9 1,8 Proba Medie in Total
ridicat 253 1,6 2,9 25,66 0,7 18 umol/L cursul CV%
Solutie zilei
de Panoul 1 6.4 3.3 68
control 6,4 27 6,6
339 1,7 2,8
Beckman Coulter AU680 Beckman Coulter AU5800 Panoul 2 39 21 29
. CV% in . CV% in : : ’
< Medie Total Medie Total 45,7 1,1 2,0
Probd | | mollL °;'i’|2=" CV% | pmollL °:i’|2‘i" CV% Panoul 3 456 10 2,0
Nivel redus 6,0 49 57
Panoul 1 10,76 2,8 3,0 10,53 1,5 33 Solutie de 6.2 40 5.0
10,65 30 36 10,53 26 32 control ' ' ’
Panoul2 2220 1.2 16 1 2858 08 1.8 Nivel mediu 118 19 31
28,67 1.5 25 28,42 1.0 1.7 solutie de 11,9 19 32
Panoul 3 3778 07 14 37,65 09 2,1 control
37,90 0.7 18 37,55 0.8 15 Nivel ridicat 243 12 1.9
Nivel 6,96 24 24 6,49 3,6 4,7 Solutie de 245 1,0 24
redus 6,79 23 3,1 6,70 22 27 control
Solutie
de Linearitate dilutie:
control Interval de
Nivel 13,03 1,0 1,5 12,52 1.8 18 Sistem instrument masurare Recau perar Recu_pir?re
mediu | 12,76 16 17 12,57 14 2,1 (umollL) o iz
solutie Beckman Coulter AU400 1-46 91 1a 104 100 + 11
de Beckman Coulter AU480 2-44 931a99 100+3
control Beckman Coulter AU680 2-44 981a 103 100 +3
Nivel | 26,38 0.9 16 2581 10 16 Beckman Coulter AU5800 2-44 97 1a 100 100 +3
ridicat | 26,19 1.2 15 2569 1.2 1.3 Cobas Integra 800 1-46 981a 102 100 + 13
Sohufie Roche Hitachi 917 2-46 100 /a 109 100 + 11
coi?rol Roche Modular P 2-46 931a 105 100 +10
alnterval procentual (%) al datelor de recuperare pentru probele diluate in cadrul
intervalului de masurare al sistemelor utilizate.
Cobas Integra 800 Roche Hitachi 917 bProcentul mediu de recuperare in afara intervalului in cazul diluarii in interval.
brobs | Medie i‘::/so:l\ Total | Medie %\::/;:Il Total Limita de detectie: Limita de detectie (LOD) a fiecarui sistem a fost determinata.
pmol/L Lk CcV% pmoliL Ll cV% conform documentului NCCLS EP17-A." Valorile LOD (umol/L) sunt prezentate in
z1e} 2lle} tabelul de mai jos
8,5 19 2,7 6,6 24 53 -
Panoul 1 d ; : . . . Beckman | Beckman | Beckman | Beckman Cobas Roche Roche
8,5 1.7 33 6,7 2,0 4.2 Coulter Coulter Coulter Coulter Integra Hitachi Modular
Panoul 2 |—388 0,9 16 34,1 0,9 2,6 AU400 AU480 AU680 AU5800 800 917 P
355 11 2.1 34,1 0,6 1.8 0,33 0,39 0,54 0,59 0,43 1,2 0,6
Panoul 3 :gg 83 ;3 33(1) 82 fg Stabilitatea reactivilor in instrument: Reactivii sunt stabili cand sunt depozitati
Nivel 6.0 26 29 55 23 55 in instrument conform detaliilor de mai jos (in zile):
redus 6,0 24 44 55 3,0 46 Beckman | Beckman | Beckman | Beckman Cobas Roche Roche
Solutie Coulter Coulter Coulter Coulter Integra Hitachi Modular
de AU400 AU480 AU680 AU5800 800 917 P
control 30z 30z 30z 30z 30z 7z 30z
n':lg:jilj 115 1*3 ;? 115 1'3 3; Stabilitatea curbei de calibrare: Curba de calibrare este stabila in sistemele
solutie ’ ' ’ ’ ’ ’ Beckman Coulter AU400, Cobas Integra 800, Roche Hitachi 917 si Roche Modular
de P pana la 30 de zile.
control Curba de calibrare este stabila in celelalte sisteme AU testate pana la 14
Nivel 234 11 17 241 14 33 zile, conform verificarii pe AU5800.
ridicat 234 1,2 2,0 242 09 24
Sodlitle Contaminare incrucisata: Contaminarea incrucisaté este sub limita de detectie
control in toate sistemele testate.
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Tipuri de specimene: Tuburile de colectare a specimenelor verificate pentru
utilizare sunt tuburi cu plasma cu EDTA si heparina cu litiu, ser si tuburi
separatoare de ser. Nu au fost testate alte tuburi de colectare a
specimenelor. Serul (colectat in tuburi de ser sau tuburi separatoare de ser)
si plasma (colectata in tuburi cu EDTA de potasiu sau heparina de litiu) pot fi
utilizate pentru masurarea homocisteinei. Verificarea utilizarii tuburilor
corecte este responsabilitatea utilizatorului. Cu toate acestea, nu se
recomanda utilizarea rezultatelor individuale ale pacientului din ser, plasma
heparinizata si plasma EDTA in mod interschimbabil.! Tn plus, au fost
raportate diferente de matrice intre tuburile de ser, tuburile separatoare de
ser si tuburile de plasma.’

Probele EDTA pot fi depozitate in instrument timp de 3 ore, nu au fost testate
altele.

Specificitate analitica: Specificitatea a fost evaluata pe Beckman Coulter
AU400 pe baza recomandérilor CLSI EP7-A2' pentru substantele
interferente din tabelul de mai jos:

Concentratia %

Substanta interferenta substantei I" <
b . nterferenta

interferente ’
Bilirubina 20 mg/dL <10
Hemoglobina 500 mg/dL <#10
Eritrocite 0,4% <+10
Trigliceride (solutie Intralipid) 500 mg/dL <#10
Glutation 1000 pmol/L <+10
Metioninad 800 pymol/L <+10
Cisteind 200 pmol/L <+10
Piruvat 1250 pmol/L <+10

Probele cu niveluri crescute de proteine prezinta o diferenta > 10% faté de
rezultatele obtinute cu probele normale si trebuie evitate. Niciuna dintre
aceste

substante nu a avut o interferenta semnificativa in test.
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Legenda simboluri
g A se utiliza pana la (AAAA-LL-ZZ) Cod lot si serie
Numér catalog sl producator

Dispozitiv medical pentru diagnostic in vitro /ﬂf Limita de temperatura

EE] Consultati instructiunile de utilizare
Rx Only: Numai pentru utilizare pe baza de prescriptie medicala

Componenta set: Reactiv 1 Componenta set: Reactiv 2

@ A se depozita la intuneric Components set: Solutie de calibrare
( € ‘ Marcaj CE Reprezentant autorizat in Comunitatea Europeana

Produs pentru HORIBA
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Reprezentant autorizat in Europa:

Obelis s.a. C €
Boulevard Général Wahis 53

1030 Bruxelles, BELGIA

Tel: (32)2.732.59.54 Fax:(32)2.732.60.03 email: mail@obelis.net

Certificat de performanta a reactivilor

Reactivii Pointe sunt certificati ca find fabricati conform parametrilor specificati.
Orice produs reactiv Pointe care nu indeplineste specificatiile pana la data de
expirare indicata va fi remediat imediat fara niciun cost suplimentar.
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