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Homocysteine

Para la determinacién de homocisteina total en suero y plasma

SIGNIFICACION CLINICA

La homocisteina es un producto derivado del metabolismo
proteico, especificamente de la desmetilacion intracelular
del aminoacido esencial metionina.

La homocisteina es liberada al plasma donde circula princi-
palmente en su forma oxidada, unida a proteinas plasmati-
cas. La homocisteina total esta representada por todas las
especies de homocisteina encontradas en suero o plasma
(homocisteina libre mas homocisteina unida a proteinas).
En cantidades pequefias la homocisteina no es dafina para
el organismo o para los vasos sanguineos pero cuando se
acumulan grandes cantidades en circulacion, puede dafar
arterias y la inflamacién resultante causa eventualmente el
bloqueo de la circulacion sanguinea hacia el corazon.
Estudios recientes evidencian que niveles elevados de
homocisteina en sangre tiene un valor predictivo de
riesgo de enfermedad arteriocoronaria similar al efecto
que ocasiona un nivel elevado de colesterol. Evidencias
recientes también relacionan altos niveles de homocisteina
en sangre con el riesgo de abortos espontaneos y defectos
en el nacimiento.

FUNDAMENTOS DEL METODO

Las formas oxidadas de homocisteina son reducidas a
homocisteina libre que luego reacciona con serina en una
reaccion catalizada por la enzima cistationina p-sintetasa
(CBS) formando L-cistationina. El ciclo hace que la cistatio-
nina vuelva a homocisteina por la enzima cistationina p-liasa
(CBL) formando piruvato y amonio. Esta secuencia ciclica
aumenta la sensibilidad del método aproximadamente 10 ve-
ces. El piruvato es detectado usando lactato deshidrogenasa
(LDH) con NADH. El grado de conversion de NADH a NAD*
es directamente proporcional a la cantidad de homocisteina
en la muestra.

CBS
Serina + homocisteina ————> L-cistationina
CBL
L-cistationina —————= homocisteina + piruvato + NH,
LDH

Piruvato + NADH Lactato + NAD*

REACTIVOS PROVISTOS

A. Reactivo A: solucion conteniendo lactato deshidrogenasa
(musculo de conejo) > 35 kU/I, serina 0,76 mmol/l, NADH
0,47 mmol/l, en buffer Tris pH 8,5.

B. Reactivo B: solucion conteniendo cistationina pB-sintetasa
(microbiana) > 20 kU/, cistationina B-liasa (microbiana) > 10 kU/I,
pH75.

REACTIVOS NO PROVISTOS
- Solucion salina (0,9%)
- Homocysteine Calibrator de Wiener lab.

INSTRUCCIONES PARA SU USO
Reactivos Provistos: listos para usar.

PRECAUCIONES

Los reactivos son para uso diagndstico “in vitro”.

Utilizar los reactivos guardando las precauciones habituales
de trabajo en el laboratorio de analisis clinicos.

Todos los reactivos y las muestras deben descartarse de
acuerdo a la normativa local vigente.

ESTABILIDAD E INSTRUCCIONES DE
ALMACENAMIENTO

Los Reactivos Provistos son estables a 2-10°C hasta la fecha
de vencimiento indicada en la caja.

INDICIOS DE INESTABILIDAD O DETERIORO DE LOS
REACTIVOS

Los reactivos deben ser limpidos. Descartar en caso de
observar turbidez.

MUESTRA

Suero o plasma

a) Recoleccion: obtener suero de la manera usual.

b) Aditivos: en caso de usar plasma como muestra, debe
utilizarse EDTA o heparina para su obtencion.

c) Sustancias interferentes conocidas: no se observan
interferencias por bilirrubina hasta 20 mg/dl, triglicéridos
hasta 500 mg/dl y hemoglobina hasta 500 mg/dlI.

Referirse a la bibliografia de Young para los efectos de las
drogas en el presente método.

d) Estabilidad e instrucciones de almacenamiento: la
homocisteina total en suero o plasma es estable 4 dias a 20-
25°C, 4 semanas refrigerada entre 2-10°C y 4 afios a -20°C.

MATERIAL REQUERIDO (no provisto)

- Material volumétrico para medir los volumenes indicados
- Analizador automatico

- Cronémetro

PROCEDIMIENTO

(Analizador Automatico)

A continuacion se detalla un procedimiento general para
Homocysteine en un analizador automatico. Cuando se
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implemente la técnica para un analizador en particular,
seguir las instrucciones de trabajo del mismo.

Muestra o Calibrador 10 ul
Reactivo A 150 ul
Incubar durante 300 segundos a 37°C

Reactivo B 15 ul

Incubar durante 60 segundos a 37°C. Lectura de ab-
sorbancia inicial a 340 nm (A,). A los 300 segundos
exactamente medidos con cronémetro, se registra una
segunda lectura (A,).

Para obtener el resultado de homocisteina en umol/l,
se multiplica la diferencia de absorbancia (AA = A,-A))
por el factor.

CALIBRACION

Se recomienda el uso Homocysteine Calibrator de Wie-
ner lab. Los calibradores deben procesarse de la misma
manera que las muestras y a partir de €l se calcula el factor
correspondiente.

Ingresar el valor de concentracion del calibrador, cada vez
que se cambia el lote.

METODO DE CONTROL DE CALIDAD

Procesar con cada determinacion, 2 niveles de un material
de control de calidad (Homocysteine Control) con concen-
traciones conocidas de homocisteina.

El rango aceptable de control debera ser establecido por
cada laboratorio.

VALORES DE REFERENCIA
Embarazadas: < 10 umol/I
Nifos < 15 afios: < 10 umol/l
Adultos 15-65 afios: < 15 umol/I
Adultos > 65 afios: < 20 umol/l

Estos rangos deben ser considerados so6lo como guia para
los valores esperados.

Los niveles de homocisteina pueden variar con la edad,
sexo, area geografica y factores genéticos.

Se recomienda que cada laboratorio establezca sus propios
valores de referencia.

LIMITACIONES DEL PROCEDIMIENTO

Ver Sustancias interferentes conocidas en MUESTRA.

No pipetear con la boca.

Se recomienda el uso de Homocysteine Control de Wiener
lab. como material de control de calidad, ya que con controles
de otras marcas comerciales pueden obtenerse valores dife-
rentes al rango especificado dado que los mismos dependen
del método o sistema utilizado.

PERFORMANCE

a) Precision: basado en el protocolo EP15-A del CLSI, se
obtuvieron los siguientes coeficientes de variacion como
estimadores de la precision intraensayo (CV)) y total (CV)):

Precision intraensayo (n = 20)

Nivel D.S. C.V.
7,06 umol/l + 0,40 umol/l 5,6%
12,38 umol/l + 0,38 umol/l 3,1%
29,16 umol/l + 0,84 umol/l 2,9%

Precision total (n = 20)

Nivel D.S. C.V.
7,06 umol/l + 0,38 umol/l 5,4%
12,38 umol/l + 0,41 umol/l 3,3%
29,16 umol/l + 1,39 umol/l 4,8%

b) Linealidad: reaccién es lineal hasta una concentracion
de 60 umol/l de homocisteina.
c) Limite de deteccion: 0,274 umol/l.

PARAMETROS PARA ANALIZADORES AUTOMATICOS
Para las instrucciones de programacion consulte el manual
del usuario del analizador en uso.

PRESENTACION

33 ml: - 1 x 30 ml Reactivo A
-1 x 3 ml Reactivo B

(Cod. 1008151)

55 ml: - 1 x 50 ml Reactivo A
-1 x 5 ml Reactivo B
(Cod. 1009365)

55 ml: - 1 x 50 ml Reactivo A
-1 x 5 ml Reactivo B
(Cod. 1009623)

55 ml: - 1 x 50 ml Reactivo A
-1 x 5 ml Reactivo B
(Cod. 1009931)
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C€

Homocysteine

Para a determinacao de homocisteina total em soro e plasma

SIGNIFICADO CLINICO

A homocisteina € um produto derivado do metabolismo
protéico, especificamente da desmetilagéo intracelular do
aminoacido essencial metionina.

A homocisteina ¢ liberada ao plasma onde circula principal-
mente em forma oxidada, unida as proteinas plasmaticas.
Ahomocisteina total esta representada por todas as espécies
e homocisteina presentes em soro ou plasma (homocisteina
livre mais homocisteina unida a proteinas).

Em quantidades pequenas a homocisteina ndo € nociva
para 0 organismo ou para 0s vasos sanguineos, embora
quando se acumularem grandes quantidades na circulagao,
pode causar dano as artérias. A inflamagéao resultante pode
eventualmente, causar o blogueio da circulagdo sanguinea
ao coragao.

Estudos recentes demonstram que os niveis aumentados de
homocisteina no sangue tém um valor preditivo de risco de
aterosclerose coronaria semelhante aquele causado pelos
niveis aumentados de colesterol. Evidéncias recentes tam-
bém relacionam altos niveis de homocisteina no sangue com
o risco de abortos espontaneos e defeitos no nascimento.

FUNDAMENTOS DO METODO

As formas oxidadas de homocisteina s&o reduzidas a ho-
mocisteina livre que logo apos reage com serina em uma
reacao catalisada pela enzima cistationina 3-sintetase (CBS)
formando L-cistationina. O ciclo faz com que a cistationina
volte para homocisteina pela enzima cistationina p-liase
(CBL) formando piruvato e ambnia. Esta sequiéncia ciclica
aumenta a sensibilidade do método aproximadamente em
10 vezes. O piruvato é detectado utilizando lactato desidro-
genase (LDH) com NADH. O grau de conversado de NADH
a NAD* é diretamente proporcional a quantidade de homo-
cisteina na amostra.

CBS
Serina + homocisteina L-cistationina
CBL
L-cistationina ———= homocisteina + piruvato + NH,
LDH

Piruvato + NADH Lactato + NAD*

REAGENTES FORNECIDOS

A. Reagente A: solugdo contendo lactato desidrogenase
(musculo de coelho) > 35 kU/I, serina 0,76 mmol/l, NADH
0,47 mmol/l, em tampao Tris pH 8,5.

B. Reagente B: solucdo contendo cistationina -sintetase
(microbiana) > 20 kU/I, cistationina B-liase (microbiana)
> 10 kU/I, pH 7,5.

REAGENTES NAO FORNECIDOS
- Solugéo salina (0,9%)
- Homocysteine Calibrator da Wiener lab.

INSTRUGOES DE USO
Reagentes Fornecidos: prontos para uso.

PRECAUGOES

Os reagentes sdo para uso diagndstico "in vitro".

Utilizar os reagentes observando as precaugdes habituais
de trabalho no laboratério de analises clinicas.

Todos os reagentes e as amostras devem ser descartados
conforme a regulagao local vigente.

ESTABILIDADE E INSTRUGOES DE
ARMAZENAMENTO

Os Reagentes Fornecidos séo estaveis a 2-10°C até a data
de vencimento indicada na embalagem.

INDICIOS DE INSTABILIDADE OU DETERIORAGAO
DOS REAGENTES

Os reagentes devem ser limpidos. Descartar em caso de
observar turbidez.

AMOSTRA

Soro ou plasma

a) Coleta: obter soro da maneira habitual.

b) Aditivos: se a amostra utilizada for plasma, coletar a
amostra com EDTA ou heparina.

c) Substancias interferentes conhecidas: ndo sdo obser-
vadas interferéncias por bilirrubina até 20 mg/dl, triglicerideos
até 500 mg/dl nem hemoglobina até 500 mg/dl.

Referéncia bibliografica de Young para efeitos de drogas
neste método.

d) Estabilidade e instrugées de armazenamento: a homo-
cisteina total em soro ou plasma é estavel 4 dias a 20-25°C,
4 semanas refrigerada a 2-10°C e 4 anos a -20°C.

MATERIAL NECESSARIO (nao fornecido)

- Material volumétrico para medir os volumes indicados.
- Analisador automatico.

- Crondmetro.

PROCEDIMENTO

(Analisador automatico)

A seguir, & detalhado um procedimento geral para Ho-
mocysteine em um analisador automatico. Quando for
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utilizada a técnica para um analisador em particular, as
instrugdes de trabalho do mesmo devem ser seguidas.

Amostra ou Calibrador 10 ul
Reagente A 150 ul
Incubar durante 300 segundos a 37°C.

Reagente B 15 ul

Incubar durante 60 segundos a 37°C. Leitura da absor-
bancia inicial a 340 nm (A, ). Transcorridos 300 segundos
exatamente medidos com crondmetro, registrar a segunda
leitura (A,).

Para obter o resultado de homocisteina em umol/l, deve-
se multiplicar a diferenca de absorbancia (AA = A, - A))
pelo fator.

CALIBRAGAO

E recomendavel utilizar Homocysteine Calibrator de Wie-
ner lab. Os calibradores devem ser processados da mesma
maneira que as amostras e a partir dele, deve ser calculado
o fator correspondente.

Ingressar o valor de concentragéo do calibrador cada vez
que seja mudado o lote.

METODO DE CONTROLE DE QUALIDADE

Processar com cada determinagédo, 2 niveis de um material
de controle de qualidade (Homocysteine Control) com
concentragdes conhecidas de homocisteina.

O faixa aceitavel de controle devera ser estabelecida por
cada laboratério.

VALORES DE REFERENCIA
Gravidas: < 10 umol/l

Criangas < 15 anos: < 10 umol/l
Adultos 15-65 anos: < 15 umol/I
Adultos > 65 anos: < 20 umol/l

Estas faixas devem ser consideradas somente como guia
para os valores esperados.

Os niveis de homocisteina podem variar com a idade, sexo,
area geografica e fatores genéticos.

E recomendavel que cada laboratério estabelega os seus
proprios valores de referéncia.

LIMITAGOES DO PROCEDIMENTO

Vide Substancias interferentes conhecidas em AMOSTRA.
Nao pipetar com a boca.

E recomendavel o uso de Homocysteine Control de Wie-
ner lab. como material de controle de qualidade, visto que
com outros controles comerciais podem ser obtidos valores
diferentes a faixa estabelecida porque os mesmos sao de-
pendentes do método ou sistema utilizado.

DESEMPENHO

a) Precisao: baseado no protocolo EP15-A do CLSI, foram
obtidos os seguintes coeficientes de variagdo como estima-
dores da preciséo intra-ensaio (CV,) e total (CV,):

Precisao intra-ensaio (n = 20)

Nivel D.P. C.V.
7,06 umol/l + 0,40 umol/l 5,6%
12,38 umol/l + 0,38 umol/l 3,1%
29,16 umol/l + 0,84 umol/l 2,9%

Precisao total (n = 20)

Nivel D.P. C.v.
7,06 umol/l + 0,38 umol/l 5,4%
12,38 umol/l + 0,41 umol/l 3,3%
29,16 umol/l + 1,39 umol/l 4,8%

b) Linearidade: a reacéo € linear até uma concentracéo de
60 umol/l de homocisteina.
c) Limite de detecgao: 0,274 umol/l.

PARAMETROS PARA ANALISADORES AUTOMATICOS
Para a programacéao consultar o manual de uso do analisador
a ser utilizado.

APRESENTAGAO

33 ml: - 1 x 30 ml Reagente A
- 1 x 3 ml Reagente B

(Cod. 1008151)

55 ml: - 1 x 50 ml Reagente A
- 1 x5 ml Reagente B
(Cod. 1009365)

55 ml: - 1 x 50 ml Reagente A
- 1 x5 ml Reagente B
(Cod. 1009623)

55 ml: - 1 x 50 ml Reagente A
- 1 x5 ml Reagente B
(Cod. 1009931)

REFERENCIA
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- Rosenquist TH, Ratashak SA, Selhub J. - Proc. Natl. Acad.
Sci. USA 93:15227-15232; 1996.
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ed., AACC Press, Washington, DC, p 3-441; 2000.
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- CLSI EP9 A2: Method Comparison and Bias Estimation
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Ed., CLSI, 2002.
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and Trueness; Approved Guideline - Second Ed., CLSI, 2005.

- CLSI EP6 A: Evaluation of the Linearity of Quantitative Me-
asurement Procedures: A Statistical Approach; Approved
Guideline, CLSI, 2003.
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C€

Homocysteine

For total homocysteine determination in serum and plasma

SUMMARY

Homocysteine is a by-product of protein metabolism, specifi-
cally the intracellular demethylation of the essential amino
acid, methionine. Homocysteine is exported into plasma
where it circulates, mostly in its oxidized form, bound to
plasma proteins.

Total homocysteine represents the sum of all homocysteine
species found in serum or plasma (free plus protein bound).
In small amounts, homocysteine is not harmful to the body
or blood vessels, but when excess amounts accumulate
in the blood stream, arterial vessels may be damaged and
the resulting inflammation may eventually cause blockage
of blood to the heart. Recent studies are yielding evidence
that elevated blood levels of homocysteine have a predic-
tive value for risk of coronary artery disease similar to that
of elevated cholesterol levels. Recent evidence has also
related elevated blood levels of homocysteine to the risk of
miscarriages and birth defects.

PRINCIPLE

Oxidized forms of homocysteine are reduced to free homo-
cysteine which then reacts with serine catalyzed by cystathio-
nine B-synthase (CBS) to form L-cystathionine. Cystathionine
is cycled back to homocysteine by cystathionine B-lyase
(CBL) forming in the process pyruvate and ammonia. This
cycling sequence increases the sensitivity of the method by
about 10-fold. Pyruvate is detected using lactate dehydroge-
nase (LDH) with NADH. The rate of conversion of NADH to
NAD is directly proportional to the amount of homocysteine
in the sample or calibrator.

CBS
Serine + homocysteine ———= L-cystathionine
CBL
L-cystathionine ————= homocysteine + pyruvate + NH,
LDH

Pyruvate + NADH* lactate + NAD

PROVIDED REAGENTS

A. Reagent A: > 35 kU/I lactate dehydrogenase (rabbit
muscle), serine 0.76 mmol/l, NADH 0.47 mmol/l, Tris buffer
pH 8.5.

B. Reagent B: > 20 kU/I cystathionine B-synthase (microbial),
> 10 kU/I cystathionine B-lyase (microbial), pH 7.5.

NON-PROVIDED REAGENTS
- Saline Solution (0.9%)
- Wiener lab’s Homocysteine Calibrator

INSTRUCTIONS FOR USE
Provided Reagents: ready to use.

WARNINGS

The reagents are for “in vitro” diagnostic use.

Use the reagents according to the working procedures for
clinical laboratories.

The reagents and samples should be discarded according
to the local regulations in force.

STABILITY AND STORAGE INSTRUCTIONS
Provided Reagents: stable at 2-10°C until the expiration
date stated on the box.

INSTABILITY OR DETERIORATION OF REAGENTS
Reagents are limpid solutions. Discard in case of turbidity.

SAMPLE

Serum or plasma

a) Collection: obtain serum in the usual way.

b) Additives: in case plasma is used as sample, use EDTA
or heparin for its collection.

c) Known interfering substances: no interference is observed
by bilirubin up to 20 mg/dIl, hemoglobin up to 500 mg/dl and
triglycerides up to 500 mg/dl.

Refer to Young bibliography for effects of drugs on this
method.

d) Stability and storage instructions: homocysteine in
serum or plasma is stable for up to 4 days at 20-25°C, for up
to 4 weeks at 2-10°C and for up to 4 years at -20°C.

REQUIRED MATERIAL (non-provided)
- Volumetric material for measuring stated volumes.
- Automated analyzer.

PROCEDURE

(Automated analyzer)

The general testing procedure for Homocysteine in an
automated analyzer is detailed below. For programming
instructions check the user’'s manual of the automated
analyzer in use.

Sample or Calibrator 10 ul
Reagent A 150 ul

Incubate for 300 seconds at 37°C.
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Reagent B 15 ul

Incubate for 60 seconds at 37°C. Measure initial absor-
bance at 340 nm (A,). At exactly 300 seconds measured
(using stopwatch) the absorbance again (A,).

To obtain homocysteine result in umol/l, multiply the ab-
sorbance difference (AA=A, - A,) by the factor.

CALIBRATION

Wiener lab’s Homocysteine Calibrator is recommended.
Calibrator should be processed as a sample and the corre-
sponding factor is calculated based on it. Insert the calibra-
tor’s concentration value every time a lot is changed.

QUALITY CONTROL METHOD

For each determination, process 2 levels of a quality control
material (Homocysteine Control) with known homocysteine
concentrations.

Each laboratory should establish its own acceptable control
range.

REFERENCE VALUES
Pregnant: < 10 mmol/l

Children < 15 years: < 10 mmol/l
Adults 15-65 years: < 15 mmol/l
Adults > 65 years: < 20 mmol/l

Consider these limits as guidelines only.

Homocysteine levels can vary with age, gender, geographical
area and genetic factors, therefore it is important for labora-
tories to establish their own reference ranges.

PROCEDURE LIMITATIONS

See Known Interfering Substances under SAMPLE.

Do not pipette by mouth.

It is recommended to use Wiener lab’s Homocysteine
Control as quality control material. The use of controls from
other manufacturers may yield different values for certain
ranges because they are dependent from the method or
system used.

PERFORMANCE

a) Reproducibility: the following coefficients of variations
were obtained as an estimation of the intra-assay (CV,) and
total (CV,) precision studies, according to the guidelines
contained in CLSI EP15-A document:

Intraassay precision (n = 20)

Level S.D. C.V.
7.06 mmol/l + 0.40 mmol/l 5.6%
12.38 mmol/l +0.38 mmol/l 3.1%
29.16 mmol/I +0.84 mmol/l 2.9%

Total precision (n = 20)

Level S.D. C.V.
7.06 mmol/l + 0.38 mmol/l 5.4%
12.38 mmol/l + 0.41 mmol/l 3.3%
29.16 mmol/l +1.39 mmol/l 4.8%

b) Linearity: reactién es linear up to homocysteine concen-
tration of 60 mmol/l.
c) Detection Limit: 0.274 mmol/I.

PARAMETERS FOR AUTOMATIC ANALYZERS
For programming instructions check the user’s manual of the
automated analyzer in use.

WIENER LAB. PROVIDES
33 ml: - 1 x 30 ml Reagent A

- 1x 3 ml Reagent B
(Cat. N°1008151)

55 ml: - 1 x 50 ml Reagent A
-1 x5 ml Reagent B
(Cat. N° 1009365)

55 ml: - 1 x 50 ml Reagent A
- 1 x5 ml Reagent B
(Cat. N° 1009623)

55 ml: - 1 x 50 ml Reagent A
- 1 x5 ml Reagent B
(Cat. N° 1009931)
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Nr kat. 1009365
Nr kat. 1009623
Nr kat. 1009931
Nr kat. 1008151

Homocysteine

Do oznaczania catkowitej Homocysteiny

WSTEP

Homocysteina jest produktem przemiany biatek, gtéwnie
wewnatrzkomoérkowej demetylacji aminokwasu metioniny.
Homocysteina jest transportowana do surowicy, gdzie jest
transportowana gtéwnie w formie utlenionej, zwigzanej z
biatkami surowicy.

Catkowita zawarto$¢ homocysteiny w organizmie jest
suma obu form homocysteiny jakie wystepujg w surowicy
(wolna i zwigzana z biatkami). W niewielkich ilosciach
homocysteina nie wywiera szkodliwego wptywu na
organizm a zwtaszcza na funkcje naczyn krwionos$nych
ale w nadmiarze homocysteina akumuluje sie w krazeniu,
Scianki naczyn mogg ulec uszkodzeniu i powstajgcy stan
zapalny moze spowodowac zablokowanie doptywu krwi
do serca. Ostatnie badania dowodzg predykcyjnej wartosci
podwyzszonego poziomu homocysteiny w stosunku do
ryzyka wystgpienia choroby niedokrwiennej serca podobnie
jak podwyzszony poziom cholesterolu. Ostatnie doniesienia
taczag rowniez podwyzszone poziomy homocysteiny we
krwi ze zwiekszonym ryzykiem poronien i nieprawidtowosci
podczas porodu.

ZASADA DZIALANIA
Utleniona forma homocysteiny jest redukowana do
wolnej homocysteiny, ktéra nastepnie reaguje z seryng
w reakcji t katalizowanej przez B-syntetaze cystationiny
(B-SC) i powstaje forma L-cystationiny. Cystationina jest
przeksztatcana powtérnie do homocysteiny przez B-liaze
cystationiny (B-LC), jednoczes$nie powstaje amoniak i
pirogronian. Ta cykliczna reakcja podwyzsza czuto$¢ metody
okoto 10 razy. Pirogronian jest wykrywany przy pomocy LDH
i NADH. Szybkos$¢ konwersji NADH do NAD jest wprost
proporcjonalna do zawarto$ci homocysteiny w probce lub
materiale kalibracyjnym.
B-SC

Seryna + homocysteina ————————> L- cystationina

B-LC
L- cystationina ————= homocysteina + pirogronian + NH,

LDH

Pirogronian + NADH ——— = mleczan + NAD*

DOSTARCZANE ODCZYNNIKI

A. Odczynnik A: > 35 KU/L dehydrogenazy mleczanowej
(miesnie krolika), seryna 0.76 mmol/l, NADH 0.47 mmol/l,
Bufor Tris (pH 8.5)

B. Odczynnik B: > 20 kUI/I g-syntetaza cystationiny
(bakteryjna), > 10kUl/I p-liaza cystationiny (bakteryjna),
pH 7.5.

NIEDOSTARCZANE ODCZYNNIKI
- Sodl fizjologiczna (0,9%)
- Wiener lab. Homocysteine Calibrator

INSTRUKCJA UZYCIA
Dostarczane odczynniki: gotowe do uzycia.

OSTRZEZENIA

Odczynniki tylko do diagnostyki “in vitro”.

Przy pracy z odczynnikiem stosowaé srodki ostroznosci
typowe dla rutynowych procedur w laboratoriach klinicznych.
Odpady nalezy utylizowaé zgodnie z obowigzujgcymi
przepisami.

TRWALOSC | WARUNKI PRZECHOWYWANIA
Dostarczane odczynniki sg trwate do konca daty waznosci
umieszczonej na opakowaniu, jesli sg przechowywany w
temperaturze 2-10°C.

NIESTABILNOSC LUB ROZKLAD ODCZYNNIKA
Odczynniki powinny by¢ klarowne, jesli wystapi zmetnienie
odczynnik nalezy wymienié.

MATERIAL

Swieza surowica krwi lub osocze

a) Pobranie: pobra¢ krew w klasyczny sposob.

b) Substancje dodatkowe: w przypadku osocza zaleca sie
heparyne lub EDTA jako antykoagulant.

c) Znane interakcje: bilirubina do 20 mg/dl, hemoglobina
do poziomu 500 mg/d|, triglicerydy do 500 mg/dl nie majg
wptywu na wynik badania.

Woptyw lekéw: patrz dane zrédtowe Young D.S,pozycja w
j. polskim

d) Trwatos¢ i warunki przechowywania: homocysteina w
surowicy lub osoczu jest stabilna do 4 dni w temperaturze
pokojowej (20-25°C), do 4 tygodni w temperaturze 2-10°C,
do 4 lat. w temperaturze -20°C.

WYMAGANE MATERIALY | SPRZET (nie dostarczone)
- Mikropipety i pipety do pomiaru objetosci
- Analizator biochemiczny

PROCEDURA

(Analizator automatyczny)

Podstawowa procedura oznaczania homocysteiny na
analizatorze automatycznym zostata przedstawiona ponize;.
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Nalezy zapoznac sie z instrukcjg obstugi celem
programowania analizatoréw automatycznych.

W probéwkach oznaczonych prébka badana (badana/
kalibrator/kontrola), umiescic:

Probka badanalkalibrator/kontrola 10 pl
Odczynnik A 150 pl
Inkubowaé przez 300 sekund w 37°C.

Odczynnik B 15 pl

Inkubowac¢ przez 60 sekund w 37°C.

Odczyta¢ wyjsciowg absorbancje prébki wzorcowej i
probki badanej przy dtugosci fali 340 nm (A,).

Po doktadnie 300 sekundach odczytac (stoper) odczytaé
ponownie absorbancje (A,).

Aby obliczy¢ stezenie homocysteiny w umol/l, nalezy
pomnozy¢ réznice absorbancji (AA = A, - A)) przez
wspotczynnik (faktor).

KALIBRACJA

Do kalibracji zaleca sig uzycie Wiener lab. Homocysteine
Calibrator.

Materiat kalibracyjny nalezy traktowac tak jak prébke badang
poniewaz jest z nim zwigzany, wyliczany na tej podstawie
wspotczynnik (faktor). Nalezy wprowadzi¢ wartos¢ materiatu
kalibracyjnego (stezenie) za kazdym razem gdy zmienia sie
seria odczynnika.

METODA KONTROLI JAKOSCI

Do kazdego oznaczenia nalezy dotgcza¢ dwa poziomy
materiatu kontrolnego (Homocysteine Control) z
mianowanymi wartosciami homocysteiny.

Kazde laboratorium powinno ustali¢ wtasne zakresy wartosci
dopuszczalnych dla materiatu kontrolnego .

ZAKRES WARTOSCI REFERENCYJNYCH
Kobiety w cigzy:< 10 mmol/l

Dzieci< 15 lat:< 10 mmol/l

Dorosli 15-65 lat: < 15 mmol/l

Podane zakresy sg jedynie orientacyjne.

Poziom Homocysteiny zmienia sie z wiekiem, picig, pochodzeniem
geograficznym i czynnikami genetycznymi dlatego.
Zgodnie z zaleceniami IFCC, kazde Laboratorium powinno
ustali¢ wtasne zakresy wartosci referencyjny.

OGRANICZENIA PROCEDURY

Patrz znane interakcje z innymi substancjami w rozdziale
MATERIAL.

Nie pipetowac¢ przy pomocy ust.

Zaleca sie stosowanie Wiener lab. Homocysteine Control
jako materiat kontroli jakosci. Uzycie materiatu kontrolnego
innej firmy moze spowodowac réznice w wartosciach dla
poszczegdlnych zakreséw poniewaz sg one zalezne od
zastosowanej metody.

CHARAKTERYSTYKA TESTU
a) Powtarzalnosé¢: nastepujgce wspétczynniki zmiennosci

otrzymano podczas badania precyzji zgodnie z wytycznymi
zawartymi w dokumencie EP15-A NCCLS

Precyzja w trakcie badania (n = 20)

Pozium S.D. C.V.
7,06 umol/l + 0,40 umol/l 5,6%
12,38 umol/l + 0,38 umol/l 3,1%
29,16 umol/l + 0,84 umol/l 2,9%
Precyzja catkowita (n = 20)
Pozium S.D. C.V.
7,06 umol/l + 0,38 umol/l 5,4%
12,38 umol/l + 0,41 umol/l 3,3%
29,16 umol/l + 1,39 umol/l 4,8%
b) Zakres pomiarowy: reakcja jest liniowa do poziomu 60 mmol/l
homocysteiny.

c) Graniczna wykrywalnosé: 0.274 mmol/l

PARAMETRY DLA ANALIZATOROW AUTOMATYCZNYCH
Nalezy zapoznac¢ sie z instrukcjg obstugi celem
programowania automatycznych analizatorow.

WIENERLAB DOSTARCZA
33 ml (Nr kat. 1008151): - 1 x 30 ml odczynnika A
- 1 x 3 ml odczynnika B

55 ml (Nr kat. 1009365): - 1 x 50 ml odczynnika A
-1 x 5 ml odczynnika B

55 ml (Nr kat. 1009623): - 1 x 50 ml odczynnika A
-1 x 5 ml odczynnika B

55 ml (Nr kat. 1009931): - 1 x 50 ml odczynnika A
- 1 x5 ml odczynnika B
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SIMBOLOS // SIMBOLOS // SYMBOLS // OZNACZENIA

Los siguientes simbolos se utilizan en todos los kits de reactivos para diagndstico de Wiener lab. // Os seguintes simbolos

sao utilizados nos kits de reagentes para diagndstico da Wiener lab. // The following symbols are used in the packaging for

Wiener lab. diagnostic reagents kits. // Nastepujagce symbole sg zastosowane na opakowaniach zestawéw odczynnikéw

diagnostycznych.

c € Este producto cumple con los requerimientos previstos por la Directiva Europea 98/79 CE de productos sanitarios para el diagnéstico
"in vitro"// Este produto preenche os requisitos da Diretiva Europeia 98/79 CE para dispositivos médicos de diagndstico "in vitro"//
This product fulfills the requirements of the European Directive 98/79 EC for "in vitro" diagnostic medical devices// Ten produkt spetnia
wymagania Dyrektywy Europejskiej 98/79 EC dla wyrobéw medycznych uzywanych do diagnozy "in vitro"

Representante autorizado en la Comunidad Europea// Representante autorizado na Comunidade Europeia// Authorized representative
in the European Community// Autoryzowany przedstawiciel we Wspdlnocie Europejskiej

Uso diagndstico "in vitro"// Uso médico-diagndstico "in vitro"// "In vitro" diagnostic medical device// Wyrdb do diagnostyki "in vitro"

E
o

Contenido suficiente para <n> ensayos// Conteudo suficiente para <n> testes// Contains sufficient for <n> tests// Zawarto$¢ wystar-
czajgca dla <n> badan

<

E Fecha de caducidad// Data de validade// Use by// Uzy¢ przed
Limite de temperatura (conservar a)// Limite de temperatura (conservar a)// Temperature limitation (store at)// Ograniczenie dopusz-
¢ czalnych temperatur
ﬁ{ No congelar// N&o congelar// Do not freeze// Nie zamraza¢
& Riesgo bioldgico// Risco biolégico// Biological risks// Ryzyko biologiczne
—_— Volumen después de la reconstitucion// Volume apds a reconstituicdo// Volume after reconstitution// Objeto$¢ po rozpuszczeniu
Contenido// Contetdo// Contents// Zawartosé
Numero de lote// Nimero de lote// Batch code// numer serii
d Elaborado por:// Elaborado por:// Manufactured by:// Wytwoérca

&

> Nocivo// Nocivo// Harmful// Substancja szkodliwa

>

Corrosivo / Caustico // Corrosivo / Caustico // Corrosive / Caustic// Substancja zrace

< g‘; Irritante// Irritante// Irritant// Substancja draznigca

E Consultar instrucciones de uso// Consultar as instru¢des de uso// Consult instructions for use// Przed uzyciem zapoznac¢ sie z instrukcjg
[Cabr.] | Calibrador// Calibrador// Calibrator// Kalibrator

Control// Controle// Control// Préba kontrolna

Control Positivo// Controle Positivo// Positive Control// Préba kontrolna dodatnia

foonROL[ -] Control Negativo// Controle Negativo// Negative Control// Préba kontrolna ujemna

Numero de catalogo// Numero de catalogo// Catalog number// Numer katalogowy
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