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Uso previsto
El reactivo liquido estable de homocisteina de 2 partes esta disefiado para la determinacion cuantitativa in vitro de la homocisteina total en suero y plasma humanos en el analizador Yumizen C560. El
dispositivo puede ayudar en el diagnstico y tratamiento de pacientes con sospecha de hiperhomocisteinemia y homocistinuria. Rx Only.

Importancia clinica

La homocisteina (HCY) es un aminoacido que contiene tiol producido por la desmetilacion intracelular de la metionina. La homocisteina se exporta al plasma donde circula, principalmente, en su forma
oxidada, unida a proteinas plasmaticas como un disulfuro mezclado de proteina-HCY con albumina (proteina-SS-HCY)." Estan presentes cantidades mas pequefias de homocisteina reducida y el disulfuro
de homocistina (HCY -SS-HCY). La homocisteina total (tHCY) representa la suma de todas las especies de HCY que se encuentran en el suero o el plasma (libre més unida a proteinas). La homocisteina se
metaboliza a cisteina o metionina. En la ruta de transsulfuracion de la vitamina B6, la homocisteina se cataboliza irreversiblemente a cisteina. Una parte importante de la homocisteina es remetilada a
metionina, principalmente, por la enzima metionina sintasa dependiente de folato y cobalamina. La homocisteina se acumula y se excreta en la sangre cuando se alteran estas reacciones.* Se encuentran
concentraciones muy elevadas de homocisteina total en sujetos con homocistinuria, un raro trastorno genético de las enzimas involucradas en el metabolismo de la homocisteina. Los pacientes con
homocistinuria presentan retraso mental, arteriosclerosis precoz y tromboembolismo arterial y venoso.26 También existen otros defectos genéticos menos graves que conducen a niveles moderadamente
elevados de homocisteina total.”*

Los estudios epidemioldgicos han investigado la relacion entre los niveles elevados de homocisteina y las enfermedades cardiovasculares (CVD). Un metandlisis de 27 de estos estudios, que incluyé a mas
de 4000 pacientes, estimé que un aumento de 5 pmoliL en la homocisteina total se asocid con un indice de probabilidad de enfermedad de las arterias coronarias (CAD) de 1,6 (intervalo de confianza [IC]
del 95%), 1,4 a 1,7 para los hombres y 1,8 (IC del 95%: 1,3 a 1,9) para las mujeres; el ratio de probabilidad para la enfermedad cerebrovascular fue de 1,5 (IC del 95%: 1,3 a 1,9). El riesgo asociado con un
aumento de 5 pmoliL en la homocisteina total fue el mismo que el asociado con un aumento de 0,5 mmol/L (20 mg/dL) en el colesterol. La enfermedad arterial periférica también mostré una fuerte
asociacion. 10

La hiperhomocisteinemia, niveles elevados de homocisteina, puede estar asociada con un mayor riesgo de CVD. También se han publicado muchos informes de estudios prospectivos sobre la relacion entre
la hiperhomocisteinemia y el riesgo de CVD en hombres y mujeres que, inicialmente, estaban sanos. Los criterios de valoracién se basaron en un evento cardiovascular como infarto agudo de miocardio,
accidente cerebrovascular, CAD o mortalidad. Los resultados de once de estos estudios de casos y controles anidados revisados por Cattaneo fueron equivocos, ya que cinco de los estudios respaldan la
asociacion con el riesgo y seis no. Mas recientemente, se determinaron los niveles de homocisteina en un estudio prospectivo de mujeres posmenopausicas que participaron en el Estudio de Salud de la
Mujer. Las muestras de 122 mujeres, que posteriormente desarrollaron eventos cardiovasculares, se analizaron para la homocisteina y se compararon con un grupo de control de 244 mujeres emparejadas
por edad y estatus de fumador. Las mujeres del grupo de control no padecieron enfermedad durante el periodo de seguimiento de tres afios. Los resultados demostraron que las mujeres posmenopausicas
que desarrollaron eventos cardiovasculares tenian niveles basales de homocisteina significativamente mas altos. Aquellas con niveles en el cuartil mas alto aumentaban en el doble el riesgo de cualquier
evento cardiovascular. Se demostrd que los niveles basales de homocisteina elevados son un factor de riesgo independiente.’2 Ademas, se determinaron los niveles de homocisteina en 1933 hombres y
mujeres de edad avanzada para la cohorte del Framingham Heart Study y se demostré que los niveles elevados de homocisteina se asocian de forma independiente con mayores tasas de todas las causas
y mortalidad por CVD.1?

Los pacientes con enfermedad renal crénica experimentan un exceso de morbilidad y mortalidad debido a la CVD arteriosclerética. La concentracion elevada de homocisteina es un hallazgo frecuentemente
observado en la sangre de estos pacientes.

Aunque estos pacientes carecen de algunas de las vitaminas implicadas en el metabolismo de la homocisteina, los niveles elevados de HCY se deben, principalmente, a una eliminacion deficiente de HCY
de la sangre por parte de los rifiones. 415

La evidencia reciente también ha relacionado niveles elevados de homocisteina en la sangre con abortos espontaneos y anomalias congénitas. '®
Féarmacos como el metotrexato, la carbamazepina, la fenitoina, el dxido nitroso y el triacetato de 6-azauridina interfieren con el metabolismo de HCY y pueden producir niveles elevados de HCY. "

Resumen y principio de la prueba

La homocisteina unida o dimerizada (forma oxidada) se reduce a homocisteina libre, que luego reacciona con la serina catalizada por la cistationina beta-sintasa (CBS) para formar cistationina. La
cistationina, a su vez, es descompuesta por la cistationina beta-liasa (CBL) para formar homocisteina, piruvato y amoniaco. A continuacion, el piruvato se convierte mediante la lactato deshidrogenasa (LDH)
en lactato con nicotinamida adenina dinucletido (NADH) como coenzima. La tasa de conversion de NADH a NAD+ es directamente proporcional a la concentracion de homocisteina (A A340 nm).

Reduccion: La homocisteina dimerizada, el disulfuro mixto y las formas de HCY unidas a proteinas en la muestra se reducen para formar HCY libre mediante el uso de tris [2-carboxietil] fosfina (TCEP).
TCEP

HCY-SS-HCY (homocisteina dimerizada) Serina

—_—
R1-SS-HCY (R1 = residuo de tiol) —) HCY \‘
Proteina-SS-HCY

Conversion enzimatica: El HCY libre se convierte en cistationina mediante el uso de
cistationina beta-sintasa y serina en exceso. Luego, la cistationina se descompone en
homocisteina, piruvato y amoniaco. El piruvato se convierte en lactato a través de la
lactato deshidrogenasa con NADH como coenzima. La tasa de conversion de NADH a
NAD* (A A340 nm) es directamente proporcional a la concentracion de homocisteina.

Reactivos

Reactivo R1: NADH (0,47 mM), LDH (38 KU/L), Serina (0,76 mM), Trizma Base 1-10%,
Clorhidrato de Trizma 1-10%, Azida sédica < 1%. Reductor (TCEP: 2,9 mM)
Reactivo R2: Enzimas ciclicas CBS (0,748 KUIL) y CBL (16,4 KUIL)

Azida sédica < 1%.

Calibrador 1: Blanco de homocisteina acuosa (0 umollL).

Calibrador 2: Solucion acuosa de homocisteina (28 pmol/L).

Cistationina [3-Sintasa
(CBS)

Homocisteina Cistationina

Cistationina [3-liasa
(CBL)

Conversion de

Preparacion de los reactivos NADHaNAD+ | Piruvato
Los R1y R2 estéan envasados listos para usar. Los reactivos son estables hasta la fecha de medida a 340 +
caducidad especificada en la etiqueta. nm Amoniaco

Indicaciones de deterioro
Los reactivos no deben contener material particulado. Deben desecharse si se vuelven turbios.

Preparacion y uso del calibrador
Los calibradores se preparan gravimétricamente y son identificables en el material de referencia estandar NIST SRM 1955, confirmado mediante un procedimiento de medicion designado (HPLC). Los calibradores se suministran en
el kity se entregan listos para usar. Los valores estan impresos en las etiquetas. Los estudios de estabilidad de calibracion han demostrado que la curva de calibracion sera estable durante, al menos, 14 dias.
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Precauciones y peligros

1. Respete estrictamente las instrucciones de este prospecto, especialmente, en lo que respecta a las condiciones de manipulacion y almacenamiento.

2. ElReactivo 1y el Reactivo 2 contienen azida sodica que puede reaccionar con tuberias de plomo o cobre, formando azidas metélicas altamente explosivas. Al desechar, vierta grandes cantidades de
agua para evitar la acumulacion de azida.

Peligros:

R1: Clasificacién de peligro Toxicidad aguda, oral (Categoria 4)

Indicaciones de peligro: H302: Nocivo por ingestion

Consejos de prudencia: Prevencion: P264: Lavar la piel a fondo después de la manipulacion. P270: No coma, beba ni fume cuando utilice este producto.

Respuesta: P330: Enjuagarse la boca. P301 + P312: EN CASO DE INGESTION: llame a un CENTRO DE INFORMACION TOXICOLOGICA o a un médico

Sl no se siente bien. Eliminacion: P501: Deseche el contenido en el sistema de alcantarillado después de diluirlo con grandes volimenes de

agua, si esta de acuerdo con las regulaciones locales. Palabra de advertencia:
R2: Clasificacion de peligro Toxicidad aguda, oral (Categoria 4) Advertencia

Indicaciones de peligro: H302: Nocivo por ingestion

Consejos de prudencia: Prevencion: P264: Lavar la piel a fondo después de la manipulacion. P270: No coma, beba ni fume cuando utilice este

producto. Respuesta: P330: Enjuagarse la boca. P301 + P312: EN CASO DE INGESTION: llame a un CENTRO DE INFORMACION TOXICOLOGICA 0 a

un médico Sl no se siente bien. Eliminacion: P501: Deseche el contenido en el sistema de alcantarillado después de diluirlo con grandes volumenes de
agua, si esta de acuerdo con las regulaciones locales.

Cal 1y Cal 2: Clasificacion de peligro: No es una sustancia o mezcla peligrosa.

Pictogramas vy palabras de advertencia: No se requieren.

Indicaciones de peligro: No es una sustancia o mezcla peligrosa. Palabra de advertencia:
Consejos de prudencia: No es una sustancia o mezcla peligrosa. Véase la ficha de datos de seguridad de este producto (SDS-H7575) Advertencia
disponible
llamando al (+1) 734-487-8300
xn__ Nocivo

x REAG |1

R22: Nocivo por ingestion.

R32: En contacto con &cidos libera gases muy toxicos.

$36/37/39: Usense indumentaria y guantes adecuados y proteccion para los ojos/la cara.
§29/35: No vacie en los desagies; deseche este material y su recipiente de forma segura.

S46: En caso de ingestion, acuda inmediatamente al médico y muéstrele la etiqueta o el envase.

Almacenamiento de reactivos

1. Almacene los componentes del kit a una temperatura de 2-8°C y utilicelos antes de la fecha de caducidad que figura en las etiquetas. No utilice reactivos caducados. Una vez colocado, el reactivo es
estable durante 30 dias.

2 Los reactivos se pueden utilizar en multiples ocasiones antes de la fecha de caducidad que figura en las etiquetas. Los reactivos deben volver a aimacenarse a una temperatura de 2-8°C entre usos.

3 No mezcle diferentes nimeros de lote de kits de reactivos.

4. NO CONGELE LOS REACTIVOS.

5. Noexponga el Reactivo 1y el Reactivo 2 a la luz durante el uso en el equipo.

6 Evite la contaminacién de los reactivos. Utilice una nueva punta de pipeta desechable para cada reactivo o manipulacion de muestra.

E

1

xtraccion y manipulacion de muestras
El suero (recogido en tubos de suero o separadores de suero) y el plasma (recogido en tubos con EDTA de potasio o heparina de litio) se pueden usar para medir la homocisteina.
Sin embargo, no se recomienda utilizar los resultados de pacientes individuales de suero, plasma heparinizado y plasma con EDTA de forma intercambiable.2” Ademas, se han notificado diferencias
de matriz entre el suero y los tubos separadores de suero y los tubos de plasma.
Para minimizar los aumentos en la concentracion de homocisteina a partir de la sintesis de glébulos rojos, procese las muestras de la siguiente manera:

- Cologue todas las muestras (suero y plasma) en hielo después de su extraccion y antes del procesamiento. El suero puede coagularse mas lentamente y el volumen puede reducirse. '
- Todas las muestras se pueden mantener en hielo hasta 6 horas antes de la separacion por centrifugacion.'”
- Separe los glébulos rojos del suero o plasma mediante centrifugacion y transfiéralos a un recipiente de muestras u otro recipiente limpio.
Nota: Las muestras que no se colocan en hielo inmediatamente pueden mostrar un aumento del 10-20% en la concentracion de homocisteina. '8
2. Siel ensayo se realiza dentro de las 2 semanas posteriores a la extraccion, la muestra debe almacenarse a una temperatura de 2-8°C. Si la prueba se retrasa més de 2 semanas, la muestra debe
almacenarse congelada a -20°C o menos. Se ha demostrado que las muestras son estables a -20°C durante 8 meses. "7.1¢
3. Esresponsabilidad del operador verificar que se utilice(n) el(los) tipo(s) de muestra correcto(s) en el reactivo liquido estable de homocisteina de 2 partes.
4. Inspeccione todas las muestras (especimenes, calibradores y controles) en busca de burbujas. Retire las burbujas antes del analisis.
5. Las muestras que contengan particulas (fibrina, globulos rojos u otras sustancias) y las muestras visiblemente lipémicas no deben utilizarse en el ensayo. Los resultados de estas muestras pueden
ser inexactos.
6. Mezcle bien las muestras después de descongelarlas mediante un vértex a baja velocidad o invirtiéndolas suavemente para garantizar la uniformidad de los resultados. Evite la congelacion y
descongelacion repetidas. Las muestras con particulas, eritrocitos o turbidez deben centrifugarse antes de la prueba.
7. Almacenamiento de instrumentos incorporados. Las muestras de plasma con EDTA se pueden almacenar durante 3 horas en el AU400. Los otros tubos de muestra recomendados para usar en el
ensayo no se han probado.

Materiales suministrados
Reactivo de homocisteina R1y R2, Calibradores

Material necesario no suministrado

1. Analizador Yumizen C560.

2. Manual de instrucciones de Yumizen C560.
3. Pipetas
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Limitaciones
1. El'rango lineal del reactivo liquido estable de homocisteina de 2 partes, cuando se realiza segun las instrucciones, es de 1-46 umol/L. Las muestras > 46 pmol/L deben diluirse 1 parte de muestra en

2 partes de Cal 0 pmollL o 1 parte de muestra en 9 partes de Cal 0 umol/L, segun corresponda.

2. Los reactivos deben ser claros. Deseche si estan turbios.

3. La cistationina se mide con homocisteina, pero en la poblacion general el nivel de cistationina (0,065 a 0,3 umoliL) tiene un efecto no significativo. En casos muy raros, enfermedad renal en etapa
terminal y pacientes con trastornos metabolicos graves, los niveles de cistationina pueden aumentar drasticamente y, en casos graves, causar mas del 20% de interferencia. 2.2

4 La hidroxilamina, presente en varios reactivos de hierro, puede acumularse (sonda de reactivo o cubeta de reaccion) y provocar falsos resultados bajos. En la mayoria de los casos, los
procedimientos de aclarado rutinarios no son adecuados para eliminar este problema. Las posibles soluciones incluirian protocolos de lavado especiales, cambiar a un ensayo de hierro que usara
acido ascorhico como reductor o realizar ensayos de hierro y homocisteina en instrumentos separados.

5. La carbamazepina, el metotrexato, la fenitoina, el dxido nitroso o el triacetato de 6-azauridina pueden afectar a la concentracion de homocisteina. '

6. Las muestras con niveles elevados de proteina muestran una diferencia > 10% en comparacion con los resultados obtenidos a partir de muestras normales y deben evitarse.

1. Nota: Las muestras de pacientes que estan en tratamiento farmacoldgico con S-adenosil-metionina pueden dar falsos niveles elevados de homocisteina. Los pacientes que toman metotrexato,
carbamazepina, fenitoina, 6xido nitroso, anticonvulsivos o triacetato de 6-azauridina pueden tener niveles elevados de homocisteina debido a su efecto sobre la via.

8. Las muestras que contengan particulas (fibrina, glébulos rojos u ofras sustancias) y las muestras visiblemente lipémicas no deben utilizarse en el ensayo. Los resultados de estas muestras pueden
ser inexactos.

Control de calidad

Aseglrese de que se realice el mantenimiento y la calibracion adecuados de conformidad con las instrucciones del fabricante.

Los materiales de control analizados con valores de homocisteina en los rangos normales y anormales deben probarse para validar el rendimiento del reactivo. Los usuarios deben asegurarse de estar
completamente familiarizados con las instrucciones del ensayo, en particular, con las secciones de Precauciones y Almacenamiento de reactivos. Los usuarios deben demostrar que obtienen
especificaciones de rendimiento para la precision y el rango notificable de los resultados de las pruebas comparables a las establecidas por el fabricante antes de informar de los resultados de las pruebas
de los pacientes.

Un kit de control de homocisteina de Pointe (H7575-CTL) que contiene controles bajo, medio y alto también esté disponible en HORIBA Medical para usar con el reactivo liquido estable de homocisteina de
2 partes.

Valores esperados

Valores de referencia: Cada laboratorio debe determinar el rango de referencia para confirmar las caracteristicas de la poblacion que se esta analizando. Como punto de referencia, se pueden utilizar los
siguientes datos hasta que el laboratorio haya analizado un nimero suficiente de muestras para determinar su propio rango de referencia. La concentracion de HCY en plasma o suero de individuos sanos
varia con la edad, el género, el area geografica y los factores genéticos. La literatura cientifica informa valores de referencia para hombres y mujeres adultos entre 5y 15 umollL, los hombres tienen valores
mas altos que las mujeres y las mujeres posmenopausicas tienen valores mas altos de homocisteina que las mujeres premenopausicas. 22! Los valores de HCY normalmente aumentaran con la edad,
dando un rango de referencia entre una poblacion anciana (> 60 afios) de 5-20 umol/L.22 En paises con programas de fortificacion con acido fdlico, se pueden observar niveles reducidos de HCY.z:24

Caracteristicas de rendimiento
1. Rango del ensayo: 1-46 pymol/L.

2. Correlacion: Se realizé un estudio entre el Yumizen C560 y un analizador similar, utilizando este método, que dio como resultado lo siguiente:

Método Homocisteina
N 86
Homocisteina media (umol/L) 11,88
Rango (umoliL) 1,5-43,8
Desviacion estandar 7,31
Andlisis de regresion y =0,967x + 0,50
Coeficiente de correlacion 0,9969

3. Precision: Los estudios de precision se realizaron, siguiendo una modificacion de las pautas del documento NCCLS EP5-T2.20

Intraserial Total
Muestra BAJO MEDIO ALTO Muestra BAJO MEDIO ALTO
N 20 20 20 N 40 40 40
Media 7,18 13,07 24,90 Media 5,88 11,05 23,08
Desviacion estandar 0,28 0,44 0,34 Desviacién estandar 0,29 0,62 1,18
Coeficiente de variacion (%) 4,0% 3,3% 1,4% Coeficiente de variacion (%) 4,9% 5,6% 5,1%

4. Sensibilidad: Limite de deteccion 2SD (95% de confianza) = 0,2 pmol/L
Establecido en el AU400®:

5. Linealidad de dilucién: La linealidad de dilucién del reactivo liquido estable de homocisteina de 2 partes proporciona un rango de recuperacion del 91-104% para todas las
muestras en el rango del ensayo (1-46 umol/L) en el OLYMPUS AU400.
Las muestras > 46 umol/L presentan una recuperacion media del 100% + 11% del resultado esperado cuando se diluyen en el rango del ensayo.
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6.

Especificidad analitica: La especificidad del reactivo liquido estable de homocisteina de 2 partes se evalud de acuerdo con las directrices del documento CLSI EP7-A23' en
relacion con las sustancias que interfieren enumeradas en la siguiente tabla:

SRR A NGO sugzwcceizti’::g:fzgzte inte:/'l"’e(r,:ncia
Bilirrubina 20 mg/dL <+10
Hemoglobina 500 mg/dL <+10
Eritrocitos 0,4% <+10
Triglicéridos (solucion intralipidica) 500 mg/dL <+10
Glutation 1000 pmol/L <+10
Metionina 800 pmol/L <+10
Cisteina 200 pmol/L <+10
Piruvato 1250 pmol/L <+10

Ninguna de estas sustancias interfirié de forma significativa en el ensayo.

Las muestras con niveles elevados de proteina muestran una diferencia > 10% en comparacion con los resultados obtenidos a partir de muestras normales y deben evitarse.

Véase la seccion Referencias del prospecto de este producto (ref. 17) para conocer las posibles interferencias causadas por farmacos, enfermedades o variables preanaliticas.
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HORIBA Instruments Incorporated
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HORIBA

Medica

PARAMETROS QUIMICOS
Quim: HCY N.C: 220 Tipo de muestra: Suero
Quimica: Homocisteina Imprimir nombre: HCY
Tipo de reaccion:  Criterios de valoracion Direccién de Negativo
reaccion:

Onda Pri: 340 Onda Sec: 380
Unidad: pmol/L Decimal 0,1
Tiempo de 47 49 Tiempo de 80 82
blanco: reaccion:

Vol. de la muestra Aspirado Diluyente Vol. del reactivo Diluyente
Estandar: 7,7 uL uL uL R1: 120 uL - uL
Reducido: — uL uL uL R2: 12 uL - uL
Aumentado: — uL uL uL R3: - uL - uL

[J Muestra en M Reproceso R4: — u - uL

blanco automatico

Ajuste de pendiente/compensacion
Pendiente: 1 Compensacion: 0
Rango de linealidad 1 46 Limite de linealidad:
(Estandar)
Rango de linealidad Agotamiento del
(Reducido) e — sustrato:
Rango de linealidad o o Abs de blanco mixto:
(aumentado)
Abs de blanco de R1: _ . Hora de destape
. Limite de alarma del

Respuesta de blanco: _ . reactivo:
Quimica idéntica: [ Extension lineal de enzimas
[0 Comprobacion de prozona o Verificacion de tasa o Adicién de antigeno
Qf1: Q2: Q3: Q4:
PC: ABS:

Explore the future Automotive | Process & Environmental | Medical | Semiconductor | Scientific HORIBA




Conjunto de reactivos
Homocisteina Pointe

PARAMETROS DE CALIBRACION

Definicion de calibrador
Calibrador: *

*

Fecha caduc:

Carrusel Pos
Carrusel de muestras 1
Carrusel de muestras 2
Carrusel de muestras 3
Reactivo/Calibracion

Calibrador Pos. N.° Lote Fecha caduc
Homocisteina Cal 1 * * %
Homocisteina Cal 2 * * %

Configuracion de calibracién
Quim: HCY

Configuracion de la calibracién
Modelo Mat:

Factor: Réplicas: 2

Lineal de dos puntos

Limites de aceptacion

Tiempo Cal: 336 Hora

Dif. Pendiente: SD:
Sensibilidad: Repetibilidad:
Coef. Deter:

Auto Calib.

[ Frasco cambiado

[ Lote cambiado [ Tiempo Cal

N.° de lote: *
Quim Conc Unidad
HCY * pmol/L
HCY * pmol/L

Se recomienda analizar diariamente dos niveles de material de control.

* Indica el parametro definido por el usuario.

14-H7575-144 || |I Fabricado para HORIBA
Instruments Incorporated — Pointe Brand

5449 Research Drive Canton, M| 48188

Representante Europeo Autorizado:

Fabricado por HORIBA Instruments Incorporated — Pointe Brand
Obelis s.a.
Boulevard Général Wahis 53

5449 Research Drive, Canton, M| 48188
1030 Brussels, BELGICA

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

Certificado para emplear reactivos
Los reactivos Pointe estan certificados para
ser fabricados de acuerdo con los parametros
especificados. Cualquier producto de reactivo
Pointe que no cumpla con las
especificaciones hasta la fecha de
vencimiento indicada se reparara de
inmediato sin cargo.

. /i/ &c

Clave de simbolo

% Usar antes de (AAAA-MM-DD) Lote y codigo de lote Ndmero

de catalogo

d Fabricante /ﬂ/ Limitacion de temperatura DE Consultar instrucciones de uso

Dispositivo médico para diagnéstico in vitro  Rx Only: Venta exclusiva con
receta médica

Rev. 11/23 P803-H7575-560-ES




