Homocisteina FS*

Reactivo para la determinacidon cuantitativa In Vitro de la homocisteina en suero o plasma en sistemas

fotométricos

Informacion de pedido

N° de pedido Tamafo del envase
134099910930 R14x125mL+R21x8mL+R31x6mL
1340099 10 041 3 x 1 mL TruCal Homocisteina

Resumen [1]

La homocisteina es un aminoacido sulfurado que interviene como
intermediario en el metabolismo de la metionina. Las
concentraciones elevadas de la homocisteina en suero o plasma
pueden estar asociadas con estados de deficiencia de folato y
cobalamina (vitamina B12). Los niveles elevados de la
homocisteina también se describen en diversos contextos
clinicos, entre ellos las enfermedades cardiovasculares, los
trastornos psiquiatricos y el deterioro cognitivo en personas
mayores.

Método

Método ciclico enziméatico

Principio

La homocisteina total oxidada se reduce a homocisteina libre
(Hcy). La Hcy libre reacciona con el cosustrato
S-adenosilmetionina (SAM), catalizada por una
Hcy-S-metiltransferasa, en metionina y S-adenosil-homocisteina
(SAH). La SAH se hidroliza mediante la SAH-hidrolasa en
adenosina y Hey. La Hcy generada se recicla mediante la Hey-S-
metiltransferasa, lo cual causa un aumento notable de la sefial
medida. La adenosina formada se hidroliza inmediatamente en
inosina y amoniaco. La glutamato deshidrogenasa transforma el
amoniaco formado, por lo cual la NADH se convierte en NAD*. La
reduccion de NADH se mide a 340 nm y es proporcional a la
concentracion de homocisteina presente en la muestra.

Hey + SAM Hey-metiltransferasa 5 petionina + SAH

sAH _SAH-hidrolasa > agenosina + Hcy I
Adenosina —Adenosindeaminasa s |nosina + NH3

NHs + NADH + 2-Oxoglutarato —~GLDH_> Glutamato + NAD* + H20

Hcy Homocisteina
SAM S-adenosilmetionina
SAH S-adenosilhomocisteina

GLDH  Glutamato deshidrogenasa

Reactivos

Componentes y concentraciones

S-adenosilmetionina (SAM) 0,1 mmol/L
NADH 0,2 mmol/L
TCEP 0,5 mmol/L
2-oxoglutarato 5,0 mmol/L
Glutamato deshidrogenasa 10 kU/L
SAH-hidrolasa 3,0 kU/L
Adenosindeaminasa 5,0 kU/L
Hcy-metiltransferasa 5,0 kU/L
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Conservacion y estabilidad de los reactivos

Los reactivos se pueden conservar a una temperatura de 2 a
8 °C hasta el final del mes de caducidad indicado en el envase,
siempre que se evite la contaminacién una vez abiertos los
frascos. Mantener el reactivo protegido de la luz. No se deben
congelar los reactivos.

Advertencias y medidas de precaucion

1.  Los reactivos contienen azida de sodio (<1g/L) como
conservante. No ingerir. Evitar el contacto con la piel y las
mucosas.

2. Excepcionalmente pueden obtenerse valores erréneos en
muestras de pacientes con gammapatias [6].

3. Observar todas las medidas de precaucion necesarias para
la manipulacién de reactivos de laboratorio. Para un
correcto diagnostico, se recomienda evaluar los resultados
segun la historia médica del paciente, los examenes
clinicos, asi como los resultados obtenidos con otros
parametros.

4.  No mezclar los reactivos de diferentes lotes.

5. Los reactivos deben ser transparentes. No deben utilizarse
si estan turbios o cuando la absorbancia de R1 es inferior a
0,5 (340 nm, paso 6ptico 0,6 cm).

6. jUnicamente para el empleo profesional!

Eliminacién de residuos
Obsérvese la normativa legal al respecto.

Preparacion de los reactivos

Sistema de 3 reactivos
Los reactivos son listos para usar.

Sistema de 2 reactivos

Afadir 2 mL de R2 a 12,5 mL de R1 y mezclar bien evitando la
formacion de espuma. La mezcla se mantiene estable durante
una semana de 2 a 8 °C si se mantiene protegido de la luz.

Equipo adicional necesario

Solucién de NaCl 9 g/L
Equipo usual de laboratorio

Muestras

Suero, plasma (heparina o EDTA)

Separar el plasma de los elementos celulares inmediatamente
después de la extraccion de sangre. No deben utilizarse
muestras lipidémicas o hemoliticas.

Estabilidad en suero y plasma [2]

4 dias de 20a25°C
4 semanas de 4a8°C
4 afios a -20°C

jCongelar s6lo una vez!
iDesechar las muestras contaminadas!

*Fluid Stable = liquido estable



Esquema de la prueba para equipos automaticos
de analisis

Hay disponibles, a peticion, aplicaciones para sistemas
automaticos.

Sistema de 3 reactivos

Parametros base en Hitachi 911

Longitud de onda 700/340 nm (bicromatico)

Temperatura 37°C

Método de medida Test en 2 puntos (tiempo fijo)
Muestra/calibrador 15 uL

Reactivo 1 200 pL

Reactivo 2 32 uL

Reactivo 3 20 uL

Adicion del reactivo 2
Adicion del reactivo 3
Absorbancia 1 Ciclo 23 (460 s)
Absorbancia 2 Ciclo 31 (590 s)
Calibracion Lineal

Ciclo 5 (80 s)
Ciclo 15 (276 s)

Sistema de 2 reactivos

Parametros base en Hitachi 911

Longitud de onda 700/340 nm (bicromatico)
Temperatura 37°C

Método de medida Test en 2 puntos (tiempo fijo)
Muestra/calibrador 15 uL

Reactivos 1+2

(mezclado previamente) 230 pL

Reactivo 3 20 uL

Adicion del reactivo 3 Ciclo 15 (276 s)
Absorbancia 1 Ciclo 23 (460 s)
Absorbancia 2 Ciclo 31 (590 s)
Calibracion Lineal

Nota: Para llevar a cabo la determinacién manual es preciso que
los volumenes de la muestra, del calibrador y de los reactivos
estén convenientemente calculados.

Calculo/Calibracion

La concentracion de homocisteina en pruebas desconocidas se
calcula mediante una calibracion lineal. La curva de calibracion
se establece con los niveles 1y 2 de TruCal Homocisteina. Con
el analizador Cobas Mira se utilizan los niveles 0 y 2 de TruCal
Homocisteina. Los valores de calibracion son trazables al
material de referencia NIST SRM 1955.

Con el sistema de 3 reactivos la calibracion se mantiene estable
al menos durante 5 dias. Cuando se utiliza el sistema de 2
reactivos, es preciso realizar la calibracion diariamente.

Controles

Para el control de calidad interno debe utilizarse el control TruLab
Homocisteina. Cada laboratorio deberia establecer medidas
correctoras en caso de obtener valores fuera del intervalo
preestablecido.

N° de pedido Tamafno del envase
TruLab Homocisteina Nivel 1 5977099 10 046 3x1mL
TruLab Homocisteina Nivel 2 5 9780 99 10 046 3x1mL

Caracteristicas

Rango de medida

El test tiene un rango de mediciéon de hasta 50 pmol/L. Si se
sobrepasan estos valores, es preciso diluir las muestras en una
proporcién 1+1 con solucién de NaCl (9 g/L) y multiplicar por 2 el
resultado.
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Especificidad/Interferencias

No se presentan interferencias con cistationina hasta 20 ymol/L,
adenosina hasta 100 ymol/L, L-cisteina hasta 1 mmol/L, glutation
hasta 500 pymol/L, hemoglobina hasta 1200 mg/dL, acido
ascorbinico hasta 10 mmol/L, bilirrubina hasta 20 mg/dL,
lipidemia hasta 2500 mg/dL de triglicéridos, fluoruro sédico hasta
1 mmol/L, fosfato soédico hasta 1 mmol/L y amonio hasta
500 pmol/L.

Para mas informacion sobre interferencias, véase Young DS [3].

Sensibilidad del test/Limite de prueba

El limite inferior de prueba es 1 pmol/L.

Precision

De acuerdo con el protocolo NCCLS EP-5 (National Commitee
for Clinical Laboratory Standards)

Precision n | Valor medio | Desviacion | Coeficiente de
en la serie [umol/L] estandar variacion (CV)
[umol/L] [%]
Muestra 1 40 7,2 0,16 2,2
Muestra 2 80 13,2 0,64 3,0
Muestra 3 80 29,1 0,81 1,8
Precision n | Valor medio | Desviacion | Coeficiente de
total [umol/L] estandar | variacion (CV)
[umol/L] [%]
Muestra 1 40 7,2 0,29 41
Muestra 2 80 13,2 0,72 59
Muestra 3 80 29,1 0,92 4,0

Comparacion de métodos

En la comparaciéon de DiaSys Homocisteina FS (y) con otro test
comercial (x) se obtuvieron los siguientes resultados para 72
muestras:

y =1,013 x = 0,162 pmol/L; r = 0,978.

Valores de referencia [4,5]

Muijeres:

< 30 arfios 6 — 14 [umol/L]
30 — 59 afos 5—13 [umol/L]
> 60 afios 7 — 14 [umol/L]
Hombres:

< 30 afios 6 — 14 [umol/L]
30 — 59 afos 6 — 16 [umol/L]
> 60 afios 6 — 17 [umol/L]
> 85 afios 15 — 30 [umol/L]

Cada laboratorio debe comprobar si los valores de referencia
indicados son adecuados para sus pacientes y si es necesario,
determinar sus propios valores de referencia.
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