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Utilizag4o prevista

Composigao

Reagentes adicionais e plasmas de controlo

Imunoensaio em latex automatizado e melhorado para a determinagao quantitativa da

L-homocisteina total no plasma humano citratado nos sistemas de coagulagéo da IL.

NOTA: As amostras dos doentes que estdo medicados com farmacos com S-adenosil-
metionina podem apresentar niveis falsamente elevados de homocisteina. Os
doentes que estdo a tomar metotrexato, carbamazepina, fenitoina, éxido
nitroso, anticonvulsivantes, ou 6-azuridina triacetato, podem ter niveis elevados
de homocisteina devido ao seu efeito na via de actuacdo. Consulte a seccdo
de Limitagdes/Substancias interferentes neste folheto informativo.

Resumo e principio

A homocisteina é um aminodcido sulfidrico (Hcy) derivado da desmetilacéo intracelular

da metionina. A Hcy circula no plasma, maioritariamente na forma oxidada ligada a

proteinas plasmaticas (principalmente albumina).’2 Também estéo presentes,

quantidades menores de homocisteina reduzida e de dimeros dissulfidicos Hey

(homocistina). A adigao de todas as espécies de Hcy encontradas no plasma (livre e

ligada ao plasma) representam a Hcy total (tHcy).

A Hcy pode ser metabolizada a cisteina ou a metionina, através da acg¢ao de varias

enzimas, cofactores e substratos. Pode ocorrer um aumento do nivel sanguineo de Hcy

(hiperhomocisteinemia) quando ocorrem problemas nestas reacgdes.?

Em individuos com homocistinuria, encontram-se niveis gravemente elevados de Hcy.

Trata-se de uma doenga genética rara que provoca atraso mental, arterioesclerose

precoce e tromboembolismo venoso e arterial.’® Outros erros genéticos menos graves

podem causar, niveis moderadamente elevados de Hey .! A hiperhomocisteinemia,

mesmo que moderada, é um factor de risco bem estabelecido para o tromboembolismo

venoso/arterial.* O aumento dos niveis de Hcy também podem surgir secundariamente

a alguma doenca, tal como anemia e/ou astenia 56 e doenga renal cronica.”-8

Os niveis de Hcy no plasma dos doentes sdo medidos automaticamente nos sistemas

de coagulacao da IL, em trés fases:

1. Reducéo dos dissulfidos e formas de Hcy ligadas as proteinas misturados,
presentes nas amostras de plasma, a Hcy livre.

2. Conversao enzimatica da Hcy livre a S-adenosil-L-homocisteina (SAH) pela
hidrolase SAH (SAHH) na presenca de adenosina em excesso.

3. Reaccéo de aglutinagcdo competitiva entre anti-SAH e conjugado/SAH.

Passo de Reducao
Agente redutor

R1-SS-Hcy » Hcy
(R1 é qualquer residuo tiol)
Passo Enzimatico
SAHH
Hcy + Adenosina p» SAH

Passo de aglutinagao competitiva

Conjugado » Aglutinagcéo
Anti-SAH Latex +

SAH — P Inibigéo da aglutinagéo

O grau de aglutinacéo é inversamente proporcional a concentragao de tHcy na amostra
e é determinado pela medic@o do decréscimo da luz transmitida, causada pelos
agregados.
Os valores de homocisteina (Hcy) podem apoiar no diagndstico e tratamento de
doentes com suspeita de hiperhomocisteinemia ou homocistinuria.

O kit Hey consiste em:

Buffer (Cat. No. 0020007810): 2 frascos x 9 mL de PBS (solucé@o de tampao
fosfato) com conservante.
Reductant (Cat. No. 0020007820): 2 frascos x 2 mL de adenosina e solucgéo Tris
(2-carboxietil) fosfina (TCEP) em tampao Bis-Tris com conservante.

E Enzyme (Cat. No. 0020007830): 2 frascos x 2 mL de solugao S-adenosil-L-
homcisteina-hidrolase recombinante (SAHH) em tampéao fosfato com
estabilizante e conservante.

H Conjugate (Cat. No. 0020007840): 2 frascos x 2.5 mL de solucao de conjugado
em PBS (solucdo de tampao fosfato) com estabilizante e conservante.

a-SAH Latex Reagent (Cat. No. 0020007850): 2 frascos x 2 mL de uma
suspensao liofilizada de particulas de latex de poliestireno revestidas com um
anticorpo monoclonal anti S-adenosil-L-homocisteina (SAH) em tampao com
albumina sérica bovina e Bronidox(tm)0.02% como conservante.

@ Calibrator (Cat. No. 0020007860): 2 frascos x 1 mL de S-adenosil-L-homcisteina
(SAH) em PBS (solucéo de tampao fosfato) com conservante.

PRECAUGCOES E AVISOS:

O Buffer, o Conjugate e o Calibrator contém azida sédica em concentracéo inferior a
0.1%, que pode formar azidas explosivas em contacto com a canalizagdo de metal.
Utilize os procedimentos adequados de eliminagao. Evitar o contacto com a pele e os
olhos (S 24/25). Nao deitar os residuos no esgoto; ndo eliminar o produto e o seu
recipiente sem tomar as precaugdes de seguranca devidas (S 29/35). Usar vestuario de
proteccao, luvas e equipamento protector para os olhos/face adequados. (S 36/37/39).
Este produto destina-se a uso em diagnéstico in vitro.

Preparacéao

Os seguintes itens ndo sao fornecidos com o kit e tém de ser adquiridos
separadamente.

Américas, Regido do Pacifico e Europa

Cat. No.
Homocysteine Controls 0020007900
Cleaning solution 0009831700

Controlo de qualidade

Séao recomendados dois niveis de controlo para um programa completo de controlo de
qualidade.’ Os Homocysteine Controls foram concebidos para este programa. Cada
laboratdrio deve estabelecer a sua média e o seu desvio padrao e deve também
estabelecer um programa de controlo de qualidade para monitorizar as andlises do
laboratdrio. Os controlos devem ser analisados, pelo menos uma vez, em cada turno de
8 horas, de acordo com as boas praticas de laboratério. Consulte Westgard et al para
identificacéo e resolucéo de situagdes fora do controlo.'2

Rastreabilidade dos calibradores e materiais de controlo

O valor notificado do Hcy Calibrator foi determinado apds vérias andlises nos Sistemas
d e coagulagéo da IL utilizando lotes de reagentes especificos e contra um lote padrao
de Hcy Calibrator interno.

Como actualmente nao esta disponivel um Padrao internacional de Hcy, o lote padrao
interno de Hey Calibrator foi preparado pela diluicdo com um tampao dedicado, uma
solugao stock concentrada de S-adenosil-L-homcisteina (SAH) em tampao fosfato.3.14
O Hcy Calibrator, quando é utilizado para calibrar o ensaio Hcy nos Sistemas de
coagulacéo da IL, de acordo com as recomendagdes da IL, demonstra comutabilidade
com as amostras dos doentes.

Resultados

a-SAH Latex Reagent: Dissolva o contetido de cada frasco em 2 mL de agua CLSI tipo
Il (anteriormente NCCLS) ou equivalente.® volte a colocar a tampa e rode suavemente.
Assegure-se de que o produto foi completamente reconstituido. Mantenha o reagente
entre 15-25°C durante 30 minutos e inverta-o cuidadosamente para misturar, antes de
utilizar. Nao agite com forca.

Outros Reagentes e Calibrador: Inverta para misturar, antes de utilizar. Os reagentes/
calibrador estéo prontos a utilizar.

NOTA: Os reagentes nao sao intercambidveis entre lotes.
Conservacao e estabilidade dos reagentes

Os reagentes selados sdo estaveis até ao fim do prazo de validade impresso no frasco,
desde que conservados entre 2-8°C.

a-SAH Latex Reagent - Estabilidade pds-reconstituicdo: 2 meses entre 2-8°C no frasco
original, 8 horas a 15°C instalado nos Sistemas de coagulacédo da IL. Nao congele.
Outros Reagentes - Os reagentes abertos sdo estaveis: 2 meses entre 2-8°C no frasco
original, 8 horas a 15°C instalado nos Sistemas de coagulagédo da IL. Nao congele.
Para optimizacdo da estabilidade remova os reagentes do sistema e conserve-os entre
2-8°C no frasco original.

Procedimentos instrumento/teste

Consulte as aplicagdes adequadas do instrumento IL para conhecer os procedimentos
completos do ensaio.

Colheita e preparagao das amostras

Nove partes de sangue venoso recente sao adicionados a uma parte de citrato
trissodico. 10

Nota: Apds a colheita de sangue e antes da separacdo do plasma, hd um aumento
dependente do tempo e da temperatura na tHcy, que pode ser evitado, quer por
centrifugac@o a 1000 x g durante 10 minutos no espaco de uma 1 hora e removendo o
plasma das células ou mantendo as amostras de sangue em gelo até centrifuga-las (até
8 horas).

Apds a remocao dos eritrocitos, a tHcy é estavel no plasma durante pelo menos, 3 dias
entre 2-8°C ou 3 meses a -20°C. As amostras podem ser congeladas-descongeladas
até 3 vezes, sem qualquer efeito significativo sobre os resultados do ensaio. Apds
descongelar as amostras, devera mistura-las para assegurar a homgeneidade.!

Os resultados da Hey sao dados em umol/L.
Consulte o Manual do Operador do instrumento para obter informagao adicional.

Para formar um diagndstico, os resultados do ensaio devem ser utilizados com outra
informagao, incluindo o contexto clinico.

Limitagdes/substancias interferentes

As amostras de doentes que receberam preparacdes de anticorpo monoclonal de
ratinho para diagnéstico ou terapéutica, podem conter anticorpos humanos anti-ratinho
(HAMA). Os HAMA estao presentes nas amostras de plasma ou soro podem interferir
nos imunoensaios que utilizam anticorpos monoclonais de ratinho.'®16 Estas amostras
nao devem ser analisadas com o ensaio Hcy.

Os resultados da Hcy nos sistemas de coagulacédo da IL nao sao afectados pela
hemoglobina até 490 mg/dL, bilirubina até 18 mg/dL, triglicéridos 1325 mg/dL, factor
reumatoide até 480 IUI/mL e fluoreto de sédio até 4.0 g/L.

Nota importante : os farmacos seguintes- metotrexato, carbamazepina, fenitoina,
éxido nitrico e triacetato de 6-azauridina, podem causar niveis elevados de Hcy.!?
o mecanismo de accao afecta partes diferentes da via metabdlica da Hey.

Especificidade analitica

Néo foi encontrada reactividade cruzada com os compostos seguintes, cuja estrutura
quimica ou uso simultaneo possa interferir com ensaio da Hey:

Composto concentracao analisada % de reactividade cruzada
S-Adenosil-L-metionina 0.5 mmol/L 2.4%
L-Cisteina 5 mmol/L 0.0%
Adenosina 1 mmol/L 0.2%
L-Cistationina 2 mmol/L 0.1%
L-Metionina 0.4 mmol/L -0.2%
DL-Homcisteina-tiolactona 0.1 mmol/L 3.7%
Glutationa 100 mmol/L 0.0%
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Valores esperados Caracteristicas de desempenho
Realizou-se um estudo de intervalo normal com o kit Homocysteine. Precisao:
Sistema N tHey A preciséo intra-andlise e total (de andlise para andlise e de dia para dia) foi avaliada

136 dadores aparentemente saudaveis do banco de sangue espanhol foram
utilizados para determinar os seguintes intervalos normais:

ACL TOP 136 4.3 - 11.1 umol/L
ACL ELITE/ELITE PRO/8/9/10000 136 4.0 - 11.2 umol/L
ACL Futura/ACL Advance 136 4.1 -10.6 umol/L

Foi realizado um estudo adicional de intervalo normal nos EUA utilizando 126
amostras de indiv’duos aparentemente saudaveis:

ACL TOP 126 3.6 — 10.4 umol/L
Nota: A concentragé@o de Hcy no plasma de individuos saudaveis pode variar com a
idade, sexo, area geografica e factores genéticos. A literatura cientifica atribui aos
homens valores mais elevados do que nas mulheres, e as mulheres pos-
menopausicas tém valores de Hcy mais elevados do que, as pré-menopausicas.
Durante a gravidez, observa-se um decréscimo consideravel dos valores de Hcy. Os
valores de Hcy sao consideravelmente menores. Em paises com programas de
suplementag&o com &cido félico, podem observar-se niveis reduzidos de Hcy.!

O plasma citratado tem resultados mais baixos, em cerca de 14,6%, em relagédo ao
plasma heparinizado ou com EDTA, devido & diluigdo com o anticoagulante.®

Os intervalos foram calculados como recomendado pela International Federation of
Clinical Chemistry (IFCC).1?

Estes resultados foram obtidos utilizando um lote especifico de reagente. Devido a
muitas variaveis que podem afectar os resultados, cada laboratério devera
estabelecer o seu intervalo normal.

ao longo de multiplas analises.20

ACL TOP Média (umol/L)  CV% (intr alise) CV% (Total)
Hcy Control Level 1 1.4 2.0 4.8

Hcy Control Level 2 224 15 3.5
Amostra de plasma Hcy 8.1 2.9 5.5

ACL ELITE/ELITE PRO/ Média (umol/L) CV% (intra-andlise) CV% (Total)
8/9/10000

Hcy Control Level 1 12.3 2.3 5.1

Hcy Control Level 2 22.8 4.3 6.2
Amostra de plasma Hey 8.4 2.6 59

ACL Futura/ACL Advance Média (umol/L) CV% (intra-andlise) CV% (Total)
Hcy Control Level 1 10.5 3.5 6.0

Hcy Control Level 2 211 2.6 3.5
Amostra de plasma Hecy 7.9 3.5 5.6
Correlagao:

Sistema Declive Intercepcao r Método comparativo
ACL TOP 0.9780 0.2943 0.989 HemoslIL Hey no ACL 9000
ACL Futura/ 0.9459 0.0149 0.989 HemoslIL Hey no ACL 9000
ACL ELITE/ELITE 0.8292 0.3503 0.992 Fluorescéncia Hey
PRO /8/9/10000 Imunoensaio de olarizagao*

*NOTA: Este estudo utilizou um emparelhamento de citrato de sédio (IL Hcy) versus
EDTA (método comparativo) Amostras de plasma de doentes

A precisao e os resultados de correlagdo foram obtidos utilizando lotes especificos de
reagentes e controlos.

Limite de deteccao:

Sistema

Estabelecido pela andlise de 20 replicados do kit Buffer em mdltiplas plataformas de
instrumentos utilizando 2 lotes de reagentes diferentes. O valor obtido mais elevado
(média + 3DP) foi determinado como sendo o limite de detecgao:

2.4 umol/L

Sistemas de Coagulagéo da IL
Sensibilidade Funcional:

Estabelecido pela andlise de diluicdes do kit de calibragdo e uma amostra Hey baixa.
Cada diluicdo foi analisada 5 vezes em muiltiplas plataformas de instrumentos
utilizando 2 lotes de reagentes diferentes. O valor de Hcy mais elevado notificado
com inexactiddo CV <20% foi determinado como a sensibilidade funcional:

O valor mensuravel mais baixo de Hcy com inexactidao e CV < 20%: 4.5 umol/L

Linearidade:
Sistema

Sistemas de Coagulagéo da IL

4.5 - 30 umol/L

O ensaio nao demonstra efeito de prézona até 600 umol/L nos sistemas de
coagulagao da IL.

Os instrumentos com capacidade de “Auto Rerun” executam a diluicdo de 1:2 e a
correcgao automatica dos resultados, alarga o intervalo do teste para 60 umol/L. Se o
resultado continuar a exceder o intervalo alargado, ou seja, amostras com resultados
acima de 60 umol/L, entdo a amostra deve ser diluida manualmente de 1:10 com Hcy
Buffer (50 uL de amostra + 450 uL de Hcy Buffer) e reanalisada no ensaio padrao. O
resultado deve ser multiplicado por 10 para corrigir a dilui¢do.

Nota: Valor do Hcy Calibrator- consulte a ultima péagina, a seguir a bibliografia para
saber qual o valor atribuido.
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In vitro diagnostic medical Batch code Use by
dewlce . ) Chargen-Bezeichnung Verwendbar bis
In-vitro Diagnostikum Identificacién nimero Caducidad

De uso diagnéstico in vitro de lote

Dispositif médical de diagnostic
in vitro
Per uso diagnostico in vitro

Utilisable jusqu’a
Da utilizzare prima del
Data limite de

Désignation du lot
Numero del lotto

Numero de lote utilizacéo
Dispositivo médico para
utilizacdo em diagnéstico Batch nr. Anvendelse
in vitro Tillverkningskod Anvandning
“in vitro” diagnostisk udstyr Ap. MapTidag Xpnon £wg

In vitro diagnostisk medicinsk
produkt

I'Ippl()v yla SlayvVwaoTIKn
XPNon In vitro

e (11

Temperature limitation Consult instructions for use Control
Festgelegte Beilage beachten Kontrollen
Temperatur Consultar la metédica Control
Temperatura de f , . N
Almacenamiento \L/lrz le mode éemplml’ Controle
Températures limites edere istruzioni per I'uso Controllo
de conservation Consultar as instrugées de Controlo
Limiti di temperatura ;“"Za‘fa;’ f Kontrol
o e vejledning for
Limite de temperatura anvenjdelse 9 Kontroll
Temperatur Ta del av instruktionen fore Y))\‘!Ko ToloTikoy
begraensninger anvandning EAgYXOU
Temperatur gréns SUMBOUAEUTATE TIG 0dNYieg
TMepoptopoi XPNong
Beppokpaciag
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Biological risks
Biologisches Risiko
Riesgo bioldgico
Risque biologique
Rischio biologico
Risco biolégico
Miljg oplysninger
Biologiska risker
BloAoykoi kivouvol

]

Manufacturer
Hergestellt von
Fabricado por
Fabricant
Prodotto da
Fabricado por
Producent
Tillverkare
Kataokeuaotng

| ec | Ree |

Authorised representative
Bevollmachtigter
Representante autorizado
Mandataire
Rappresentanza autorizzata
Representante autorizado
Leverandor

Auktoriserad representant
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