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Homocysteine Enzymatic Assay
Informacion de pedido

cobas’

Substratos

REF Analizadores adecuados para el cobas ¢ pack
. . ID del COBAS INTEGRA 400 plus
05385415 190 Homocysteine Enzymatic Assay (100 pruebas) sistema 07 7487 1 COBAS INTEGRA 800
Material requerido adicionalmente (no suministrado):
05385504 190 HCYS Calibrator Kit (2 x 3 mL) ID del
sistema 07 7493 6
ID del sistema
HCYS Control Kit Control 1 (2 x 3 mL) 07 7490 1
05142423 190 HCYS Control Kit Control 2 (2 x 3 mL) ID del sistema
07 7492 8
20756350 322 NaCl Diluent 9 % (6 x 22 mL) ”.3 del
sistema 07 5635 0
Espafiol HMTase
Informacién del sistema Hey + SAM SAH + Met
Test HCYS, ID del test 0-006 ‘[
Uso previsto
Prueba in vitro para la determinacion cuantitativa de la L-homocisteina total SAHase
en suero y plasma humanos en los sistemas COBAS INTEGRA. El AH S Hev + Ad
presente test se emplea en el diagndstico de la hiperhomocisteinemia o de 5 Y .
la homocistinuria.
Caracteristicas'23 ADA )
La homocisteina (Hcy) es un aminodcido con un grupo tiol que se sintetiza ~ A4° > Inosina + NH,
por desmetilacion intracelular de la metionina. La homocisteina total (tHcy) GLDH

representa la totalidad de las formas de Hey incluyendo las formas
oxidadas, las fijadas a proteinas y las formas libres.

Se ha demostrado que niveles elevados de tHcy constituyen un importante
factor de riesgo en la evaluacion de las enfermedades cardiovasculares.'23
Un exceso de Hey en el torrente sanguineo puede causar lesiones
arteriales debido a su caracter irritante, provocando inflamaciones y la
formacién de plaquetas que lleguen a bloquear la circulacion de la sangre
al corazén.

El aumento de las concentraciones de tHcy se debe a cuatro factores
principales:

1. deficiencias genéticas de las enzimas involucradas en el metabolismo
de la Hey como la cistationina beta-sintetasa (CBS), la metionina
sintetasa (MS) y la metilenotetrahidrofolato reductasa (MTHFR);

2. las deficiencias nutricionales de la vitamina B (vitamina Bg, vitamina By,
y folato);

3. lainsuficiencia renal obstaculizando el aclaramiento de los amino&cidos
e

4. interacciones farmacoldgicas, por ejemplo con el dxido nitrico, el
metotrexato y la fenitoina interfiriendo en el metabolismo de la
homocisteina. Las concentraciones elevadas de tHey se encuentran
también vinculadas a la enfermedad de Alzheimer,* la enfermedad
neuropsiquidtrica® y la osteoporosis.® Recientemente se han establecido
normas7 ;BJara la determinacion de la homocisteina total en el laboratorio
clinico.”

Principio del test

El ensayo enzimatico de la homocisteina se basa en un novedoso principio
de test (enzyme cycling assay) en que se determina el producto de
conversion del cosubstrato y no directamente el cosubstrato o los
productos de conversion de la Hey. En el presente ensayo, la Hey oxidada
se reduce a Hey libre la cual, catalizada por una homocisteina S-
metiltransferasa, reacciona con un cosustrato, la S-adenosilmetionina
(SAM) para formar metionina (Met) y S-adenosilhomocisteina (SAH). La
SAH se determina por una serie de reacciones enzimaticas acopladas en
las cuales la SAH es hidrolizada para transformarse en adenosina (Ado) y
Hey en presencia de hidrolasa de SAH. En una reaccion de conversion, la
Hcy formada es reincorporada a un ciclo de reaccién que amplifica la sefial
de deteccion. La adenosina formada se hidroliza inmediatamente a inosina
y amoniaco. En el Ultimo paso, la enzima glutamato deshidrogenasa
(GLDH) cataliza la reaccion del amoniaco con el 2-oxoglutarato y NADH
para formar NAD*. La concentracion de Hcy de la muestra es directamente
proporcional a la cantidad de NADH convertida a NAD* (AAz4g nm)-

NH; + NADH + 2-oxoglutarato ——> Glutamato + NAD* + H,0

Reactivos - Soluciones de trabajo

R1 Reactivo de NADH
S-adenosilmetionina 0.1 mmol/L, TCEP# > 0.5 mmol/L,
2-oxoglutarato < 5.0 mmol/L, NADH > 0.2 mmol/L, tampén, pH 9.1
(25 °C), conservante, estabilizador

R2  Reactivo de enzima
Homocisteina S-metiltransferasa (HMTasa) 5.0 kU/L, glutamato
deshidrogenasa (GLDH) 10 kUL, caseina (bovina) < 0.2 %,
tampon, pH 7.2 (25 °C); conservante, detergente

SR  Reactivo iniciador
Adenosina desaminasa (bovina) 5.0 kU/L, S-adenosilhomocisteina
hidrolasa (SAHasa) 3.0 kU/L, caseina (bovina) < 0.2 %, tampon,
pH 7.2 (25 °C), conservante, estabilizador

a) Tris(2-carboxietil)fosfina
R1 estd en la posicion A, R2 en la posicidn B y SR en la posicidn C.

Medidas de precaucion y advertencias

Para el uso diagndstico in vitro por los profesionales de la salud. Observe
las medidas de precaucion usuales para la manipulacién de reactivos de
laboratorio.

Residuos infecciosos o microbioldgicos:

Advertencia: manipule los residuos como material bioldgico potencialmente
peligroso. Deseche los residuos de acuerdo con las instrucciones y
procedimientos de laboratorio aceptados.

Peligros ambientales:

Aplique todas las normas locales de eliminacion pertinentes para asegurar
una eliminacién segura.

Existe una ficha de datos de seguridad a disposicion del usuario
profesional que la solicite.

Preparacion de los reactivos
Los reactivos estan listos para el uso.
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Conservacion y estabilidad

Sin abrir, a 2-8 °C véase la fecha de
caducidad impresa en la
etiqueta del

cobas ¢ pack
Sistema COBAS INTEGRA 400 plus

en uso en el analizador, a 10-15 °C 4 semanas
Sistema COBAS INTEGRA 800
en uso en el analizador, a 8 °C 4 semanas

Obtencidn y preparacion de las muestras

Emplear Unicamente tubos o recipientes adecuados para recoger y
preparar las muestras.

Sélo se han analizado y considerado aptos los tipos de muestra aqui
indicados.

Suero

Plasma tratado con heparina de litio y EDTA di o tripotasico

Centrifugar las muestras de sangre inmediatamente después de recogerlas
para separar el plasma de las células sanguineas. Las muestras que no
pueden centrifugarse inmediatamente deben conservarse en hielo y
centrifugarse dentro de una hora. No se recomienda emplear muestras
hemolizadas, turbias o fuertemente lipémicas para el ensayo de
homocisteina.

Los tipos de muestra aqui indicados fueron analizados con tubos de
recogida de muestras seleccionados, comercializados en el momento de
efectuar el andlisis, lo cual significa que no fueron analizados todos los
tubos de todos los fabricantes. Los sistemas de recogida de muestras de
diversos fabricantes pueden contener diferentes materiales que, en ciertos
casos, pueden llegar a afectar los resultados de los andlisis. Si las
muestras se procesan en tubos primarios (sistemas de recogida de
muestras), seguir las instrucciones del fabricante de tubos.

Centrifugar las muestras que contienen precipitado antes de realizar el
ensayo.

Estabilidad:89.10 4 dias a 15-25 °C

4 semanas a 2-8 °C
10 meses a -20 °C

Material suministrado

Consultar la seccién "Reactivos - Soluciones de trabajo" en cuanto a los
reactivos suministrados.

Material requerido adicionalmente (no suministrado)

Diluyente NaCl al 9 %, Ref. No. 20756350 322, ID 07 5635 0 para la
dilucion automética de las muestras y las diluciones en serie de los
estandares. El diluyente NaCl al 9 % se coloca en la posicion predefinida
de la bandeja de los analizadores COBAS INTEGRA 400 plus/800 donde
es estable durante 4 semanas.

Realizacion del test

Para garantizar el funcionamiento 6ptimo del test, observe las instrucciones
de la presente metodica referentes al analizador empleado. Consulte el
manual del operador apropiado para obtener las instrucciones de ensayo
especificas del analizador.

Aplicacion para suero y plasma
Definicion del test para los analizadores COBAS INTEGRA 400 plus

cobas’

Substratos

Parametros de pipeteo
Diluyente (H,0)

R1 175 pL -
R2 27 L -
Muestra 14 L -
SR 18 uL -

Volumen total 234 L

Definicion del test para el analizador COBAS INTEGRA 800

Modo de medicion Absorbancia
Célculo de la absorbancia Cinética
Modo de reaccién R1/R2-S-SR
Direccién de reaccion Disminucién
Longitud de onda A/B 340/659 nm
Célc. primero/dltimo 73/95
Unidad umol/L
Parametros de pipeteo

Diluyente (H,0)
R1 175 L -
R2 27 L -
Muestra 14 L -
SR 18 L -
Volumen total 234 uL

Calibracion

HCYS Calibrator Kit

Proporcién de dilucion de la
calibracion:
1:1,1:2,1:4,1:8,1:18

realizada automaticamente por el
instrumento

Logit/log 5
Se recomienda por duplicado

Calibradores

Modo de calibracién
Réplica de la calibracion
Intervalo de calibraciones Calibracién completa

= cada7dias

= tras cambiar de lote de reactivos

= sifuera necesario segun los
procedimientos de control de
calidad

Trazabilidad: El presente método ha sido estandarizado frente al material
de referencia SRM 1955 del NIST.

Control de calidad

Para el control de calidad, emplear los controles indicados en la seccion
“Informacion de pedido”. Adicionalmente pueden emplearse otros controles
apropiados.

Modo de medicién Absorbancia Adaptar los intervalos y limites de control a los requisitos individuales del

] . e laboratorio. Los resultados obtenidos deben hallarse dentro de los limites
Calculo de la absorbancia Cinética definidos. Cada laboratorio deberia establecer medidas correctivas a sequir
Modo de reaccion R1/R2-S-SR en caso de obtener valores fuera del intervalo definido.

N g o Cumplir con las regulaciones gubernamentales y las normas locales de
Direccion de reaccion Disminucién control de calidad pertinentes.
Long|tu§ de onde.a AB 340/659 nm Calculo
Calc. primero/iltimo 50/62 El analizador COBAS INTEGRA 400 plus calcula automaticamente la
Unidad umollL concentracion de analito de cada muestra. Para mas detalles, consultar el

andlisis de datos de la ayuda on-line.
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Limitaciones del andlisis - interferencias

Criterio: Recuperacion dentro de + 1.5 pmol/L de los valores iniciales de las
muestras < 15 pmol/L y dentro de + 10 % para muestras > 15 pmol/L.

Ictericia:'" Sin interferencias significativas hasta un indice | de 20 para
bilirrubina conjugada y sin conjugar (concentracion de bilirrubina conjugada
y sin conjugar: aproximadamente 342 pmol/L o 20 mg/dL).

Hemdlisis:'" Sin interferencias significativas hasta un indice H de 100
(concentracién de hemoglobina: aproximadamente 62 pmol/L o
100 mg/dL).

Lipemia (Intralipid):'" Sin interferencias significativas hasta un indice L
de 250. No existe una correlacion satisfactoria entre el indice L (que
corresponde a la turbidez) y la concentracion de triglicéridos.

Farmacos: No se han registrado interferencias con paneles de farmacos de
uso comun en concentraciones terapéuticas. '3 Excepciones: la glutationa
(0.5 mmol/L), la cistationina (100 umol/L) y el piruvato (0.5 mmol/L).

Las concentraciones de homocisteina pueden ser elevadas en pacientes
que toman metotrexato, carbamacepina, fenitoina, éxido nitrico,
anticonvulsivos o triacetato de 6-azauridina debido a interferencias con el
metabolismo de la homocisteina.”10

La S-adenosilhomocisteina (SAH) produce una interferencia
significativamente positiva. Pero dado que la SAH sélo puede detectarse a
concentraciones subnanomolares en el plasma normal, no es motivo de
preocupacion. 4

Se ha propuesto afiadir 3-deazaadenosina para inhibir la produccién de
Hey en los eritrocitos. No obstante, en el presente test no pueden
emplearse muestras conteniendo 3-deazaadenosina por inhibir una de las
enzimas clave utilizadas en el ensayo.

En casos muy raros pueden obtenerse resultados falsos debidos a la
gammapatia, particularmente del tipo IgM (macroglobulinemia de
Waldenstrém).'s

Para el diagndstico, los resultados del test siempre deben interpretarse
teniendo en cuenta la anamnesis del paciente, la exploracion clinica asi
como los resultados de otros examenes.

ACCION REQUERIDA

Programacion de lavado especial: Los pasos de lavado especial se
aplican cuando ciertas pruebas se utilizan conjuntamente de forma
combinada en los analizadores COBAS INTEGRA. Para mas detalles y en
cuanto a la Ultima version de la lista de lavados adicionales, consulte la
metodica CLEAN.

En caso de que sea necesario, implemente el lavado especial para
evitar la contaminacion por arrastre antes de comunicar los
resultados del test.

Limites e intervalos

Intervalo de medicion

3-50 pmol/L

El limite superior y el inferior del intervalo de medicion depende del valor
del calibrador empleado.

Determinar las muestras con concentraciones superiores a través de la
funcion de repeticion. Con la funcién de repeticion, las muestras se diluyen
1:5. Los resultados de las muestras diluidas por la funcidn de repeticion del
ciclo se multiplican autométicamente por el factor 5.

Limites inferiores de medicion

Limite del Blanco, Limite de Deteccion y Limite de Cuantificacion

Limite del Blanco =3 uymol/L
Limite de Deteccion =3 pymol/L
Limite de Cuantificacion = 5.5 pmol/L

El Limite del Blanco, el Limite de Deteccion y el Limite de Cuantificacion
fueron determinados cumpliendo con los requerimientos EP17-A del
Instituto de Estandares Clinicos y de Laboratorio (CLSI - Clinical and
Laboratory Standards Institute).

El Limite de Blanco es el valor del percentil 95 obtenido a partir de

n > 60 mediciones de muestras libres de analito en varias series
independientes. El Limite de Blanco corresponde a la concentracion por
debajo de la cual se encuentran, con una probabilidad del 95 %, las
muestras sin analito.

El Limite de Deteccion se determina basandose en el Limite de Blanco y en
la desviacion estandar de muestras de baja concentracion.

cobas’

Substratos

El Limite de Deteccion corresponde a la menor concentracion de analito
detectable (valor superior al Limite de Blanco con una probabilidad del
95 %).

El Limite de Cuantificacién es la menor concentracion de analito cuya
medicién puede reproducirse con un error maximo del 30 %. Se ha
determinado empleando muestras con concentraciones bajas de
homocisteina.

Valores tedricos

En la mayoria de los laboratorios clinicos estadounidenses se emplea un
valor de corte de 15 umol/L para concentraciones normales de Hey en
adultos.

En los laboratorios europeos, se emplea un valor de corte de 12 ymol/L
para concentraciones normales de Hey en adultos.®

Tanto la edad como el embarazo y la funcion renal juegan un papel
importante. También debe considerarse la toma de acido félico, tanto en
forma de complemento como para el enriquecimiento de alimentos:

sin suplementacion
de &cido fdlico

Grupo con suplementacion
de &cido fdlico

tHcy en ayunas, pmol/L

Embarazo 8 10
Nifios (< 15 afios) 8 10
Adultos (15-65 afios) 12 15
Ancianos (> 65 afios) 16 20

Cada laboratorio deberia comprobar si los intervalos de referencia pueden
aplicarse a su grupo de pacientes y, en caso necesario, establecer sus
propios valores.

Datos especificos de funcionamiento del test

A continuacion, se indican los datos representativos de funcionamiento de
los analizadores. Los resultados de cada laboratorio en particular pueden
diferir de estos valores.

Precision

La precisién se determiné con muestras humanas y controles segun la
directiva EP5 del instituto para estandares clinicos y de laboratorio (Clinical
and Laboratory Standards Institute, CLSI) con repetibilidad (n=21) y
precision intermedia (2 alicuotas por ciclo, 2 ciclos por dia, 21 dias). Se
obtuvieron los siguientes resultados:

Repetibilidad Media DE cv
umol/L umol/L %
Homocysteine Control 1 12.2 0.1 1.0
Homocysteine Control 2 38.9 0.5 1.3
Suero humano 1 8.47 0.09 1.1
Suero humano 2 135 0.1 0.9
Suero humano 3 31.2 0.3 0.9
Suero humano 4 45.5 0.6 1.4
Precision intermedia Media DE cv
pmol/L pmol/L %
Homocysteine Control 1 12.2 0.2 1.4
Homocysteine Control 2 38.9 0.6 1.5
Suero humano 1 8.47 0.11 1.3
Suero humano 2 13.5 0.2 1.4
Suero humano 3 31.2 0.5 1.4
Suero humano 4 45.5 0.8 1.7

Comparacién de métodos

Se han comparado los valores de homocisteina en muestras de suero
humano obtenidos en un analizador COBAS INTEGRA 800 (y) con los
obtenidos con el mismo reactivo en un analizador COBAS

INTEGRA 400 (x).

Numero de muestras (n) = 56
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Passing/Bablok' Regresion lineal
y = 1.00x + 0.144 ymol/L y = 1.04x - 0.224 pmol/L
1=0.967 r=0.998

La concentracion de las muestras se situd entre 3.39 y 46.8 ymol/L.
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En la presente metddica se emplea como separador decimal un punto para
distinguir la parte entera de la parte fraccionaria de un nimero decimal. No
se utilizan separadores de millares.

Todo incidente grave que se haya producido en relacidn con el producto se
comunicara al fabricante y a la autoridad competente del Estado Miembro
en el que se encuentre el usuario y/o el paciente.

Para el resumen del informe de seguridad y funcionamiento, consulte:
https://ec.europa.eu/tools/eudamed

Simbolos

Roche Diagnostics utiliza los siguientes simbolos y signos adicionalmente a
los indicados en la norma ISO 15223-1 (para los EE.UU.: consulte
dialog.roche.com para la definicién de los simbolos usados):

[ CONTENT]

Contenido del estuche
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Volumen tras reconstitucion o mezcla

—
GTIN

Numero Global de Articulo Comercial

La barra del margen indica suplementos, eliminaciones o cambios.
© 2020, Roche Diagnostics
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M Roche Diagnostics GmbH, Sandhofer Strasse 116, D-68305 Mannheim
www.roche.com

R +800 5505 6606

HCYS

4/4 2022-02, V 4.0 Espariol



	Información del sistema
	Uso previsto
	Principio del test
	Reactivos - Soluciones de trabajo
	Medidas de precaución y advertencias
	Preparación de los reactivos
	Conservación y estabilidad
	Obtención y preparación de las muestras
	Material suministrado
	Material requerido adicionalmente (no suministrado)
	Realización del test
	Aplicación para suero y plasma
	Calibración
	Control de calidad
	Cálculo
	Limitaciones del análisis - interferencias
	Límites e intervalos
	Valores teóricos
	Datos específicos de funcionamiento del test
	Precisión
	Comparación de métodos
	Referencias bibliográficas
	Símbolos

