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INFORMACIÓN DE PEDIDO

	Nº de pedido
	Presentación

	2150024K
	R1 1 x 19mL + R2 1 x 5mL


FINALIDAD
El ensayo enzimático Homocisteína Kovalent se concibió para la determinación cuantitativa in vitro de la cantidad total de L-homocisteína en el suero sanguíneo o en el plasma. El ensayo puede ayudar en el diagnóstico y tratamiento de pacientes con indicios de hiperhomocisteinemia y de homocistinuria.

Los pacientes que están tomando metotrexato, carbamazepina, fenitoína, óxido nitroso, anticonvulsivos, o triacetato de 6-azuridina pueden presentar niveles elevados de homocisteína debido a la interferencia metabólica de estos medicamentos con el metabolismo de la homocisteína.
SUMARIO
La homocisteína (Hcy) es un aminoácido que contiene un grupo sulfhidrilo (tiol) producido por la desmetilación intracelular de la metionina. La homocisteína total (tHcy) representa la suma de todas las formas de Hcy (incluyendo formas oxidadas, enlazadas con proteínas y libres). 
Los niveles elevados de tHcy han surgido como un importante factor de riesgo en la evaluación de enfermedades cardiovasculares1-3. El exceso de tHcy en la sangre puede provocar lesiones a los vasos arteriales debido a su naturaleza irritante y puede producir inflamación y formación de placas, lo que finalmente podría causar un bloqueo del flujo sanguíneo hacia el corazón. 
Los niveles elevados de tHcy se producen por cuatro factores principales, que incluyen: a) deficiencias genéticas de las enzimas involucradas en el metabolismo de la Hcy como la cistationina beta-sintasa (CBS), metionina sintasa (MS) y metilentetrahidro-folato reductasa (MTHFR); b) deficiencia nutricional en vitaminas del grupo B tales como B6, B12 y folato; c) insuficiencia renal para el aclaramiento eficaz de los aminoácidos y d) interacción de medicamentos como óxido nítrico, metotrexato y fenitoína que interfieren con el metabolismo de la Hcy. 
Los niveles elevados de tHcy se han vinculado también a la enfermedad de Alzheimer4 y a la osteoporosis5. Recientemente se han establecido las pautas para la determinación de tHcy en laboratorios clínicos6. 
PRINCIPIO DEL ENSAYO
El ensayo enzimático Homocisteína Kovalent se basa en un novedoso principio que evalúa el producto de conversión del co-sustrato (una molécula que no es un sustrato de la enzima de conversión de la Hcy y no contiene ningún elemento de la muestra de Hcy) en lugar de evaluar el co-sustrato o los productos de conversión de la Hcy como se describen en la literatura. En este ensayo, la Hcy oxidada se reduce en primer lugar a Hcy libre, la cual luego reacciona con un co-sustrato, S-adenosilmetionina (SAM) catalizada por una Hcy S-metiltransferasa para formar metionina (el producto de conversión de la Hcy) y S-adenosilhomocisteína (SAH, el producto de conversión del co-sustrato). Se evalúa el SAH mediante reacciones enzimáticas acopladas que incluyen SAH hidrolasa, adenosina (Ado) deaminasa y glutamato deshidrogenasa, donde la SAH es hidrolizada a adenosina (Ado) y Hcy por la SAH hidrolasa. La Hcy que se forma a partir del co-sustrato SAM se integra en una reacción de conversión de Hcy por la Hcy S-metiltransferasa. Esto da lugar a un producto de conversión del co-sustrato basado en la reacción enzimática cíclica que amplifica considerablemente las señales de detección. 
El Ado producido se hidroliza inmediatamente en inosina y amoníaco. En un paso final, la enzima glutamato deshidrogenasa (GLDH) cataliza la reacción del amoníaco con 2-oxoglutarato y NADH para formar NAD+. La concentración de Hcy en la muestra es directamente proporcional a la cantidad de NADH convertida en NAD+.(ΔOD340nm).
MATERIALES REQUERIDOS, PERO NO SUMINISTRADOS
1.	Un analizador capaz de dispensar 2 reactivos y medir la absorbancia a 340 nm con control de temperatura (37˚C);
2.	Conjunto de calibradores Topkal Homocisteína (5 níveis) Kovalent;
3.	Conjunto de controles Topkon Homocisteína (4 níveis) Kovalent.





COMPOSICIÓN DE LOS REACTIVOS 
	Ingredientes activos
	Concentración

	S-adenosilmetionina (SAM)
	0.1 mM

	NADH
	>0.2 mM

	TCEP
	>0.5 mM

	2-Oxoglutarato
	5.0 mM

	Glutamato deshidrogenasa
	10 KU/L

	SAH hidrolasa
	3.0 KU/L

	Adenosina deaminasa
	5.0 KU/L

	Hcy metiltransferasa
	5.0 KU/L


PREPARACIÓN DE LOS REACTIVOS
Los reactivos del ensayo enzimático Homocisteína Kovalent son líquidos, estables y listos para usar. 
ALMACENAMIENTO Y ESTABILIDAD DE LOS REACTIVOS
Los reactivos del ensayo enzimático Homocisteína Kovalent deben almacenarse entre 2 y 8 °C. NO CONGELAR. Los reactivos son estables cuando se almacenan según las instrucciones, hasta la fecha de vencimiento indicada en rótulo. No mezcle reactivos de diferentes lotes.
TOMA Y MANIPULACIÓN DE MUESTRAS
En el ensayo Homocisteína Kovalent se puede usar suero fresco, plasma de heparina y plasma de EDTA. Es importante centrifugar las muestras de sangre inmediatamente después de tomarlas para separar el plasma de las células sanguíneas. Si no es posible la centrifugación inmediata, las muestras de sangre deben mantenerse sobre hielo y centrifugarse en menos de una hora. Las muestras hemolizadas, turbias o altamente lipémicas no se recomiendan para realizar el ensayo enzimático Homocisteína Kovalent. Después de la separación del plasma de las células, la Hcy es estable por lo menos por 4 días a temperatura ambiente, por varias semanas a 0-8˚C y por varios meses o años a –20˚C.7
CUIDADOS Y PRECAUCIONES
1. Sólo para uso diagnóstico in vitro.
2. NO INGERIR. Evite el contacto con la piel y los ojos.
3. Contiene azida de sodio, que puede reaccionar con las tuberías de plomo o cobre formando compuestos explosivos. Para eliminar este reactivo deséchelo con gran cantidad de agua.
4. Los reactivos contienen glicerol como estabilizador.
5. Los analizadores químicos automatizados utilizan pasos de lavado de rutina integrados para evitar el arrastre de reactivos. Sin embargo, la eficiencia del lavado de rutina varía y pueden ser necesarios pasos de lavado adicionales. Consulte el manual del operador del instrumento.
6. Las muestras que contengan material de origen humano deberán manipularse en el laboratorio como potencialmente infecciosas, utilizando procedimientos de seguridad.
7. Información de seguridad adicional sobre el almacenamiento y manipulación de este producto se encuentra en su hoja de datos de seguridad. Para obtener la Hoja de Datos de Seguridad (SDS), póngase en contacto con Kovalent do Brasil Ltda.
PROCEDIMIENTO MANUAL
Antes de tomar la muestra, agitar levemente varias veces la ampolla del calibrador y el control para asegurar su homogeneidad. Después de cada uso, reponer la tapa rápidamente y volver a almacenar a 2-8˚C.

[image: Tela de celular

Descrição gerada automaticamente com confiança média]

Las solicitudes para sistemas automáticos están disponibles previa solicitud o en nuestro sitio web: www.kovalent.com.br

CALIBRACIÓN
Para los analizadores, usar los calibradores Topkal Homocisteína (5 níveis) Kovalent. La curva de calibración se mantiene estable por hasta 5 días.
CONTROL DE CALIDAD
Recomendamos utilizar controles Topkon Homocisteína (4 níveis) Kovalent para validar el rendimiento de los reactivos del ensayo enzimático Homocisteína Kovalent. El rango de valores normales y anormales para el control Topkon Homocisteína (4 níveis) Kovalent está disponible en tabla de valores de referencia del producto. Los rangos de límites de control aceptables deben ser establecidos individualmente por los laboratorios.
RESULTADOS
Los resultados se imprimen en μmol/L. 

Nota: Las muestras con valores superiores a 50 μmol/L deben diluirse con agua destilada 1:1 y analizarse nuevamente. El resultado debe multiplicarse por 2.
RANGO DE REFERENCIA
En la mayoría de los laboratorios clínicos de los Estados Unidos, se usa 15 μmol/L como valor cut-off de los niveles normales de Hcy para adultos. En Europa, se usa 12 μmol/L como valor cut-off. Sin embargo, se recomienda que cada laboratorio establezca un rango de valores normales para la población de su región en particular.
LIMITACIONES
· El rango de medición del ensayo es de 3 a 50 μmol/L. Las muestras con valores de homocisteína superiores a 50 μmol/L se deben diluir con agua destilada 1:1. 
· Los reactivos deben ser transparentes. Si se ponen turbios o la absorbancia inicial es menor que 0.5 a 340 nm (trayectoria óptica 0.6 cm), se debe descartar. 
· La S-adenosilhomocisteína (SAH) causará una interferencia positiva importante. Sin embargo, la SAH no es detectable o está presente en concentraciones inferiores a nmole/L en plasma normal, por lo que no debería ser motivo de preocupación. 
· Los pacientes que están tomando metotrexato, carbamazepina, fenitoína, óxido nitroso, anticonvulsivos, o triacetato de 6-azuridina pueden presentar niveles elevados de homocisteína debido a la interferencia metabólica de estos medicamentos con el metabolismo de la homocisteína. 
· Se ha sugerido la adición de 3-deazaadenosina para inhibir la producción de homocisteína en los glóbulos rojos. Sin embargo, el ensayo de Homocisteína Kovalent no puede utilizar muestras que contengan 3-deazaadenosina porque ésta inhibe una de las enzimas clave que se usan en el ensayo. 
ESTUDIOS DE DESEMPEÑO
Límite de Detección
Para demostrar el límite de detección (LOD) en el ensayo enzimático Homocisteína Kovalent, el calibrador cero se probó en 12 réplicas. El LOD se definió como la media +3SD
	Calibrador cero

	N
	12

	Medio
	0.05

	DE
	0.117

	Medio + 3DE
	0.40

	LOD = 0.4 µM HCY
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Se realizaron estudios de correlación analizando 40 muestras de suero en comparación con un método de ensayo de Hcy comercial existente.
La regresión lineal proporcionó un coeficiente de correlación r2 de 0.99, una pendiente de 0.94 y una intersección con el eje y de 1.05.
Precisión
Los estudios de precisión se realizaron según el protocolo NCCLS EP-5, con las siguientes modificaciones. 
Para precisión en lo ensayo, se analizaron cuatro muestras de suero que contenían 7.0, 12.0, 15.6 y 29.0 μM de Hcy con el ensayo enzimático Homocisteína Kovalent en el equipo OLYMPUS AU400 con 20 réplicas en un día. Las imprecisiones del ensayo (CV%) para los cuatro niveles de muestras de suero de Homocisteína son de 4.5% para 7.0 μmol/L de Hcy, 1.87% para 12.0 μmol/L de Hcy, 3.04% para 15.6 μmol/L de Hcy y 2.4% para 29.0 μmol/L de Hcy. 
Para la precisión entre ensayos, se analizaron cuatro muestras de suero que contenían 7.0, 12.0, 15.6 y 29.0 μM de Hcy fueran probadas en 2 corridas diarias, por triplicado, en 5 días. Las imprecisiones entre ensayos (CV%) de tres niveles de control de Homocisteína son de 5.87% para 7.0 μmol/L de Hcy, 4.88% para 12.0 μmol/L de Hcy, 5.51% para 15.6 μmol/L de Hcy y 2.57% para 29.0 μM de Hcy.
Linealidad
La prueba es lineal hasta 50 µmol/L.
Interferencia
Un estudio de interferencias se efectuó probando una muestra de suero adulterada con diferentes concentraciones de sustancias endógenas. Las siguientes sustancias, normalmente presentes en el suero, produjeron una desviación menor del 10% al medirse en estas concentraciones: 40 mg/dL de bilirrubina, 1000 mg/dL de triglicéridos, 500 mg/dL de hemoglobina, 40 mg/dL de conjugado de bilirrubina, 10 mM de ácido ascórbico y 100 μM* de Cistationina. 
*Las concentraciones utilizadas en la prueba son aproximadamente 5-10 veces más altas que el rango normal del nivel presente en el suero.
MANEJO DE RESIDUOS
Seguir lo dispuesto en la resolución vigente que establece normas técnicas para el manejo de residuos de los servicios de salud, así como otras prácticas de bioseguridad equivalentes.
GARANTÍA
Estas instrucciones de uso deben leerse detenidamente antes de usar el producto y la información contenida en ellas debe cumplirse estrictamente. La confiabilidad de los resultados de la prueba no se puede garantizar en caso de desviación de las instrucciones.
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FABRICANTE
Kovalent do Brasil Ltda.
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