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Uso Previsto

El propésito de Axis®Homocysteine Enzyme Immunoassay (EIA) es determinar cuantitativamente el
total de L-homocisteina en el suero o en el plasma humano. La herramienta puede ayudar a
diagnosticar y tratar a los pacientes con sospecha de hiperhomocisteinemia u homocistinuria.

Resumen y Explicacion de la Prueba

La homocisteina (Hcy) es un aminodacido que contiene un grupo tiol producido por la demetilacién
intracelular de metionina. Se exporta la Hcy en el plasma donde circula mayormente en sus formas
oxidadas asociada a las proteinas del plasma.*2**También estan presentes cantidades mas
pequefias de homocisteina reducida y disulfuro de homocisteina (Hcy-SS-Hey). La homocisteina
total representa la suma de todas las especies de Hcy que se encuentran en el plasma y en el suero
(las libres mas las asociadas a proteinas).

La Hcy se metaboliza en cisteina o en metionina. En la via de transulfuracion de vitamina B,
dependiente, la Hcy se cataboliza irreversiblemente en cisteina. La mayor parte de Hcy es remeti-
lada a metionina, principalmente por la enzima metionina sintetasa folato y cobalamina dependi-
entes. La Hey se acumula y se excreta a la sangre cuando estas reacciones estan dafadas.?*

Se observan concentraciones muy elevadas de Hcy en individuos con homocistinuria, un desor-
den genético de las enzimas involucradas en el metabolismo de la Hcy poco frecuente. Los pacien-
tes con homocistinuria presentan retraso mental, arteriosclerosis temprana y tromboembolias
venosas y arteriales."* La terapia de reduccién de Hcy mejora el pronéstico de esta enfermedad.®
También existen otros defectos genéticos menos severos que conducen a niveles moderadamente
elevados de Hcy.5"®

Estudios epidemiolégicos han investigado la relacion entre los niveles de Hcy en sangre y las
enfermedades cardiovasculares (ECV). A partir de un meta andlisis de 27 estudios epidemiol6-
gicos, que incluia a mas de 4.000 pacientes, se estimé que un aumento en la Hey de 5 pmol/L
estaba vinculado a una proporcion dispar de 1,6 en hombres y de 1,8 en mujeres de padecer
enfermedades arteriales o coronarias (EAC) o igualmente asociado con un aumento del

0,5 mmol/L (20 mg/dL) en el colesterol. También presentaron una fuerte vinculacion las enferme-
dades de arterias periféricas °.

Ciertos grupos de pacientes con anemia y/o astenia también presentan niveles aumentados de
plasma — o Hcy en suero.”®

Los pacientes con afecciones renales crénicas padecen de un exceso de morbilidad y mortalidad
debido ala ECV arteriosclerdtica. Frecuentemente, se observan concentraciones elevadas de Hcy
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en la sangre de estos pacientes. Aunque algunos de estos pacientes puedan carecer de algunas de
las vitaminas que participan en el metabolismo de la Hcy, los niveles aumentados de Hcy se deben
principalmente a la eliminacion deficiente de Hcy de la sangre a través del rifion.*»

Las drogas como metotrexato, carbamazepina, fenitoina, éxido nitroso y penicilamina interfieren
con el metabolismo de la Hey y pueden dar niveles elevados de Hcy.*

Principio de Ensayo

Axis®Homocysteine EIA es un inmunoensayo enzimatico para la determinacién de Hcy en sangre.*®
La Hcy asociada a las proteinas se reduce a Hcy libre y se convierte enzimaticamente en S-adenosil-
L-homocisteina (SAH) en un procedimiento aparte previo al inmunoensayo.”” La enzima es
especifica para la forma L de la homocisteina, que es la Ginica forma presente en la sangre.

Reduccion
La Hcy, en sus formas de disulfuro mixto y asociada a proteinas en la muestra, es reducida a Hcy
libre por el uso de ditiotreitol (DTT).

Prot-SS-Hcy DTT

*R1-SS-Hcy ————» Hcy
Hcy-SS-Hey

*R1 es cualquier residuo del grupo tiol.

Conversion enzimatica
En la prueba de muestra, la Hcy se convierte en S-adenosil-L-homocisteina por el uso de la SAH
hidrolasa y el exceso de adenosina (Ad).

Hey + Ad SAH-hidrolasa SAH + H,0

La siguiente fase sélida del inmunoensayo enzimético se basa en la competencia entre la SAH en
la muestra y la SAH inmovilizada en las paredes de la placa por la unién a un anticuerpo mono-
clonal anti-SAH. Después de la eliminacion de los anticuerpos anti-SAH no unidos, se afiade un
anticuerpo secundario de conejo anti-ratén etiquetado con la enzima peroxidasa de rabano (HRP).
La actividad de la peroxidasa se mide espectrofotométricamente después de la afiadidura del sub-
strato, y la absorcion es inversamente relativa a la concentracion de Hey en la muestra.

Advertencias y Precauciones

1. El Para Uso de Diagnéstico In Vitro Solamente.

2. El Reactivo D contiene 0,15% de mertiolate (< 0,074% de mercurio) y se clasifica como
“Nocivo”. Trate y elimine apropiadamente (Ver seccién “Informacion de Seguridad del
Producto”).

3. 0,01% del mertiolate se utiliza como conservante de algunos reactivos. Cada equipo contiene
menos del 0,028% de mercurio. Trate y elimine apropiadamente.

4. El Reactivo F contiene anticuerpos de ratén y el reactivo G contiene anticuerpos de conejo.

5. El Reactivo S contiene 0,8M de 4cido sulftrico y se clasifica como “Agente Irritante”. Trate y
elimine apropiadamente (Ver seccién “Informacién de Seguridad del Producto”).

6. Los Calibradores, Controles, Reactivo A y Reactivo E contienen menos del 10% de &cido sédico
como conservante. El acido sédico puede reaccionar en contacto con el plomo o el cobre de las
cafierias y formar acidos metalicos potencialmente explosivos. Para su eliminacién, enjuagar
con grandes cantidades de agua para evitar la formacién del &cido.

7. 4. Los Controles contienen sueros de origen humano. Los materiales de origen han sido
<+ " analizados y resultaron negativos para el Antigeno de Superficie de Hepatitis B (HBSAG),
el Antigeno de VIH-1 (HIVAg), anticuerpo contra el VHC, anticuerpo VIH-1/2, anticuerpo anti-
HTLV-I/Il'y anticuerpos anti-core de la Hepatitis B (HBc). Sin embargo, el manejo de los
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derivados de la sangre debe llevarse a cabo de acuerdo con los procedimientos recomendados
de tratamiento de material infeccioso. Debe tomarse como referencia la publicacién nimero

(CDC) 93-8395*de HHS o las normas nacionales o locales sobre procedimientos de seguridad

en el laboratorio.
8. No se deben intercambiar los Reactivos con nimeros de lote diferentes.

9. No emplee el equipo después de la fecha de vencimiento especificada en el exterior de la caja.

Componentes del Equipo
FHCY 100 Axis® Homooysigine ELA Kil, 8 cavidades.
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[FES] FHC w050 Axis™ Homocysieine E1A Tampan de Lavada

Companenics I .
del Equipo Descripcitn del Compenente ¥elumen
Tamgedn e Fos s, mertiolane, Tween 10, BSA 100H] il

-ﬁlu gemeenrado ¥ debe dilinrse (1+9) ¢n agas penhickda antes de usarse

Los materiales necesarios que no se proveen en el equipo son:

= Controles de homocisteina (Ver seccion “Controles de Calidad” para méas informacion)

« Tubos plasticos o de vidrio para el tratamiento previo de las muestras

« Pipetas/multipipetas 25 pL, 100 pL, 200 pL y 500 pL o multipipeta de 8 canales para 100 pL y
200 pL

= Frascos volumétricos de 50 mL y 600 mL

* Incubadoraa 37 °C

« Lavadoray lectora (450 nm) de tiras microtiter

Preparacion y Almacenamiento de los Componentes del Equipo

1. Los componentes deben almacenarse en frio (2 a 8 °C). Guarde todas las botellas en posicién
vertical y bien tapadas. Los componentes se mantienen estables hasta la fecha de vencimiento
si se los trata y almacena segUn las indicaciones. Una vez abiertos los componentes del ensayo
Axis®Homocisteina EIA, se mantendréan estables durante 12 semanas si se almacenan de 2 a 8 °C.

2. Lasolucion para el tratamiento previo de las muestras debe realizarse mezclando los Reactivos
A, By C (Ver seccion “Procedimiento”). La solucién se mantendra estable durante una hora y
debe ser mezclada nuevamente por cada aplicacion.

3. El Tampon de Lavado debe diluirse (1+9) en agua destilada antes de emplearse. Una vez
preparado, se mantendra estable por 4 semanas si se almacena a temperatura ambiente (18 a
25°C).

4. Los Reactivos D y H se almacenan en botellas oscuras para evitar la exposicion a la luz.

5. Es importante que las tiras microtiter se mantengan secas, es decir, en la bolsa sellada con
capsulas secantes, y refrigeradas. Se necesita estabilizacién por un minimo de dos horas para
alcanzar la temperatura ambiente (18 a 25 °C) Deje las tiras en la bolsa mientras se estabiliza la
temperatura.

6. Durante la aplicacion, sélo se debe mantener la cantidad necesaria de tiras microtiter en el
marco. Las tiras sin utilizar deben mantenerse dentro de la bolsa sellada con las capsulas
secantes.

7. Evite la exposicion del equipo a temperaturas que excedan los 37 °C ya que esto podria alterar
la naturaleza de las enzimas.

Recoleccion y Preparacion de Muestras
Con el ensayo Axis® Homocysteine EIA se pueden utilizar el plasma o el suero EDTA.

Dado que la sintesis de Hcy continda en los glébulos rojos, es muy importante que las muestras se
preparen de la siguiente manera:

= Las muestras de suero deben dejarse coagular no mas de 30 minutos antes de la centrifugacion
y separacion del suero. Las muestras de suero deben mantenerse en hielo antes de la separa-
cion.

+ Las muestras de plasma EDTA deben ser centrifugadas o puestas en hielo inmediatamente des-
pués de extraidas. Las muestras de plasma EDTA pueden mantenerse en hielo hasta 6 horas
antes de la separacion por centrifugacion.
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El consumo de alimentos puede afectar los niveles de homocisteina circulante. Las comidas ricas
en proteinas suministran valores mas altos de homocisteina y deben evitarse al final del dia
anterior a la extraccion de la muestra.**

Los procedimientos estandarizados de extraccién de muestras son cruciales debido a los factores
intervinientes mencionados anteriormente. Es necesario que las muestras descongeladas sean
completamente mezcladas antes de utilizarse.

Las muestras de plasma o suero pueden almacenarse hasta 12 semanas a temperaturas de entre 2
a 8° C, hasta 3 semanas a temperatura ambiente (18 a 25° C) y si se congelan a menos de 20 °C,
se comprob6 que se mantienen estables como minimo 8 meses.

Limitaciones

= Sise utiliza una pipeta automatica, puede ser necesario un lavado profundo de los tubos
después de agregar la Reactivo G de color azul — preferentemente con &cido diluido seguido de
agua. Cualquier solucién que quede en el tubo interferira con el siguiente paso del ensayo, es
decir, agregar el Reactivo H.

= El procedimiento de lavado es crucial para obtener buena precision. Si se requiere lavado
manual, utilice cuatro veces 350 pL en vez de 3 veces 400 pL. Después del lavado, vacie las
cavidades en toallas de papel.

= Evite la exposicion del equipo a temperaturas mayores de 37 °C ya que esto podria alterar la
naturaleza de las enzimas.

= Las muestras de pacientes que estan en tratamiento con medicamentos incluyendo S-adenosil-
metionina puede presentar niveles elevados de homocisteina falsos.

= Las muestras de pacientes que hayan recibido preparaciones con anticuerpos monoclonales de
ratones para el diagndstico o el tratamiento pueden tener anticuerpos humanos anti-ratén
(HAMA). Los HAMA, presentes en las muestras de suero o plasma, pueden interferir en los
inmunoensayos que empleen anticuerpos monoclonales de raton. Estas muestras no deben
participar del ensayo con Axis® Homocysteine EIA assay.

= Las muestras de pacientes que estén tomando metotrexato, carbamazepina, fenitoina, 6xido
nitroso, anticonvulsivos o triacetato 6-azauridina pueden presentar niveles elevados de homo-
cisteina debido a la interferencia metabdlica con el metabolismo de la homocisteina.

ESPANOL

Procedimiento

AsegUrese de que todas las soluciones y tiras microtiter estén estabilizadas a temperatura ambien-
te antes de ser utilizadas. Se recomienda dejar el equipo a temperatura ambiente durante toda la
noche. Se aconseja poner en funcionamiento los calibradores por duplicado y llevar a cabo una
nueva curva de calibracién para cada puesta en funcionamiento, para evitar asf variaciones en las
puestas en funcionamiento utilizando placas de cultivo revestidas.

Procedimiento para el Tratamiento Previo de las Muestras

1. La solucion para el tratamiento previo de las muestras debe realizarse dentro de la hora previa
al comienzo del ensayo. Volumen necesario para 10 muestras (no se calcula volumen muerto):

45 mL [REAGA
025 mL [REAGIB
025 mL REAG[C

Mezclar.

2. Diluir los calibradores y las muestras/controles en los tubos de plastico o de vidrio de la
siguiente manera:
25 L calibrador/muestra/control
+ 500 pL solucién para el tratamiento previo de las muestras
Mezclar bien.
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Incubar 30 minutos a 37 °C (Tapar los tubos o cubrirlos con papel film durante la incubacién).
Importante: Continde con el paso 3 antes de que las muestras se hayan enfriado.

3. Agregar 500 uL [REAGD]
Mezclar bien.
Incubar 15 minutos entre 18y 25 °C.

4. Agregar 500 pL [REAG [E]
Mezclar bien.
Incubar 5 minutos de 18 a 25 °C.

Procedimiento con Placas de Cultivo

5. Pipeta 25 pL con calibrador/muestra/control diluidos del paso 4 en las cavidades de las tiras
microtiter revestidas con SAH.

6. Agregar 200 pL [REAGJF] a cada cavidad.
Incubar 30 minutos de 18 a 25 °C.
Utilice la tapa que se adjunta durante todas las incubaciones.

7. Lavar con Tampén de Lavado diluido ([BUFfWASH] + agua purificada).
Use 3 x 400 pL. Si se requiere lavado manual, use 4 veces 350 uL en lugar de 3 veces 400 pL.
Después del lavado, vacie las cavidades en toallas de papel.

8. Agregar 100 L [REAGIG] a cada cavidad.
Incubar 20 minutos entre 18y 25 °C.

9. Lavar con Tampén de Lavado diluido ( [BUFf WASH] + agua purificada).
Use 3 x 400 pL. Si se requiere lavado manual, use 4 veces 350 pL en vez de 3 veces 400 pL.
Después del lavado, vacie las cavidades en toallas de papel.

10.Agregar 100 uL [REAG]H] a cada cavidad.
Incubar 10 minutos entre 18y 25 °C.

11.Agregar 100 pL [REAGIS] a cada cavidad.

12.Agitar y leer a 450 nm dentro de los 15 minutos (Se prefiere una placa de agitacion automatica
para asegurar una mezcla correcta).

Interpretacion de los Resultados

Los resultados deben interpretarse considerando todos los demas resultados de pruebas y el
estado clinico del paciente.

Se recomienda utilizar un ajuste de curva logistica de cuatro parametros para preparar la curva de
calibracion y el calculo de las muestras desconocidas.

Controles de Calidad

Se recomienda a cada laboratorio que utilice un control de homocisteina con valor conocido.
Axis-Shield brinda una serie de controles bajos, medianos y altos. ( [REF] FHCY200).

Los controles contienen L-homocisteina en suero humano procesado en las siguientes concentraci-
ones:
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Control Media de Hcy Rango de Hcy

(umol/L) (umol/L)
CONTROLIL| 7.0 56-84
[CONTROL[M| 125 10,0-15,0
CONTROL [H 25,0 20,0-30,0

Rango de Referencia

Cada laboratorio debe determinar el rango de referencia para estar acorde con las caracteristicas
de la poblacién que se esta analizando. Como punto de referencia, los datos a continuacion
pueden emplearse hasta que el laboratorio haya analizado una cantidad suficiente de muestras
como para determinar su propio rango de referencia.

La concentracion de Hcy en el plasma o suero de individuos sanos varia segln la edad, el sexo, el
area geogréfica y los factores genéticos. Informes cientificos suministraron valores de referencia
para adultos masculinos y femeninos entre 5y 15 pmol/L, los hombres con valores mas altos que
las mujeres, y las mujeres posmenopausicas presentan valores de homocisteina mas altos que las
mujeres premenopausicas.? % Los valores de Hcy aumentaran normalmente con la edad, lo que
daré un rango de referencia entre los mayores (> 60 afios) de 5 a 20 pmol/L. # En paises que tie-
nen implementados programas de fortificacién con acido félico se pueden observar niveles
reducidos de Hcy.**

Con Axis® Homocysteine EIA, se analizaron muestras de 382 hombres y mujeres (100 escandi-
navos; 54 hombres de entre 30 y 60 afios de edad, 46 mujeres de entre 29 y 70 afios de edad,
185 hispanos, mayoritariamente hombres de entre 20 y 65 afios, 97 norteamericanos; 54 hombres
de entre 16 y 74 afios y 43 mujeres de entre 15y 79 afios de edad), aparentemente sanos, sin
informacién acerca de medicamentos que toman en la actualidad, estados de enfermedades o
condiciones de riesgos conocidas debido a homocisteina elevada. La media de la concentracién de
homocisteina entre los escandinavos fue de 8,4 umol/L, entre los hispanos de 8,9 pmol/L y entre
los norteamericanos de 9,3 umol/L. El rango de referencia de homocisteina se establecié con una
base del 95% del limite de confianza como 5 a 15 pmol/L para la poblacién escandinava, 3,6 a
15,0 pmol/L para la poblacién norteamericanay 2,9 a 16,0 pmol/L para a poblacién hispana.

ESPANOL

Rango de Medicion
Elrango del calibrador va de 2 a 50 umol/L.

Datos del Desempeio

Precision del Ensayo

La precision de los andlisis Axis®Homocysteine EIA fue evaluada de acuerdo con el Protocolo
NCCLS EP-5 T2. Se analizaron tres niveles de controles durante 20 dias con cuatro réplicas por
funcionamiento en cada nivel. La informacion sobre la precision del andlisis se encuentra resumida
en la Tabla 1.

Tabla 1: Precision

Muestras Promedio de Hcy Precision

pmol/L Intraensayo Precision Total
Control Bajo 6,1 8% 10 %
Control Mediano 10,5 7 % 9 %
Control Alto 20,6 8 % 10 %

Limite de cuantificacion
El limite de cuantificacion (CV < 20%) es de 1,0 pmol/L.
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Linealidad de muestras de plasma diluido
Si la concentracion de homocisteina en una muestra excede el rango de la curva de calibracién, la
muestra debera ser diluida con el Reactivo Ay reanalizada.

Se evalud la linealidad diluyendo cuatro muestras altas de pacientes con cantidades diferentes de
Reactivo A como diluyente.

El andlisis lineal de regresion dio:
Pendiente: 0,98

Interseccion: -0,4 umol/L
Coeficiente de correlacion rz: 0,99

Método de Comparacion

Se compar6 la Axis® Homocysteine EIA con el método HPLC de la Universidad de Bergen.?

Una comparacién de muestras de 164 pacientes en un rango de entre 3y 37 3 - 37 umol/L homo-
cisteina di6 como resultado la regresion lineal en la Figura 1.

HFLC de la

T P PP

ruidlisl de Bergen
04

2+

Als™Homooysteine E1A
Cpmesl/L Hes)
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Figura 1: Método de Comparacién

Substancias que interfieren

Se introdujeron en muestras de plasmas la bilirrubina, la hemoglobina, los lipidos, los glébulos
rojos, las proteinas y el fluoruro de sodio y Axis®Homocysteine EIA los analiz6 para evaluar su
interferencia.

El ensayo demostré menos del 10% de interferencia en presencia de:

bilirrubina (0,5 g/L), hemoglobina (10 g/L), triglicéridos (10 g/L), glébulos rojos (5,0% v/v), proteina
(80 g/L) y Fluoruro de Na (10 g/L).
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Reactividad Cruzada

Se analiz6 la reactividad cruzada con compuestos que pueden interferir con el ensayo Axis®
Homocysteine EIA. El ensayo demostré 16% de reactividad cruzada en presencia de S-adenosil-L-
metionina (0,5 mmol/L) y menos del 1% de reactividad cruzada en presencia de adenosina (5,0
mmol/L), cistationina (0,5 mmol/L), L-cisteina (100 mmol/L), glutatién (100 mmol/L) y tiolactona
(0,5 mmol/L).

Informacion de Seguridad del Producto

REAG D]

e
R-20/21/22 Nocivo si se inhala, si entra en contacto con la piel o si se ingiere.
R-33 Peligro de efectos acumulativos.
S-24 Evite el contacto con la piel.
S-28 Si entré en contacto con la piel, lave inmediatamente con abundante agua.
S-36/37/39 Utilice ropa protectora apropiada, guantes y proteccién para 0jos/rostro.

REAGIS]

[5¢]

R-36/38 Irritante para los ojos y para la piel.

S-25 Evite el contacto con los o0jos.

S-26 En caso de contacto con los ojos, enjuagar inmediatamente con abundante agua y busque
asistencia médica.

S-37/39 Utilice guantes y proteccion para ojos/rostro apropiados.
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