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Pruebas bioquimicas para el diagndstico de anemia megaloblastica*
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Lasanemias macrociticas se pueden
clasificar en dos subtipos: las megaloblasticas
y las no megaloblasticas. Entre las causas
comunes de la anemia macrocitica
megaloblastica se encuentra la deficiencia de
Vitamina B12 y Folato, mientras que para la
anemia macrocitica no megaloblastica, la
causa mas frecuente es la presencia de
cuadros hemoliticos, hemorragias
abundantes o el consumo crénico de alcohol.
A continuacién le presentamos una revisién
con las nuevas determinaciones de
laboratorio y cuales son los estudios
necesarios para un correcto diagndstico del
paciente con anemia macrocitica.
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Resumen

Es intencién de este trabajo hacer un
breve repaso sobre el metabolismo de la
Vitamina B,, y del Folato o Vitamina B9. Estas
dos vitaminas hidrosolubles juegan un papel
importante en el metabolismo celular. Son
cofactores de reacciones metabdlicas de
transferencia de grupos monocarbonados,
esenciales para el mantenimiento de la vida.
Ademas se describen las nuevas deter-
minaciones de laboratorio, se evalGan cuales
son los estudios necesarios para arribar a un
correcto diagndstico del paciente con Anemia
Macrocitica (AM), su etiologia y cdmo muchas
drogas de uso frecuente en medicina
producen AM. Se realiza también la
evaluacién del conjunto de metodologias que
se pueden efectuar como rutina en el
laboratorio especializado en hematologia y se
propone un algoritmo para el diagndstico del
pacientecon AM.

Palabras clave: Anemia megaloblastica;
Deficiencia de vitamina B,,; Deficiencia folato;
Algoritmo de anemia macrocitica; Pruebas de
laboratorio.

Introduccién
TRANSPORTE DE FOLATOS
El acido fdlico o vitamina B9 es una

vitamina hidrosoluble que resulta de la unién
del acido pteroico y de una o mas moléculas

de acido L-glutdmico; su forma activa es el
tetrahidrofolato (THF). Se encuentra en
alimentos de origen vegetal (frutas, verduras,
legumbres) o animal (higado, rifidn).

Los folatos y el acido félico (AF) se
absorben en el duodeno y yeyuno; los
poliglutamatos son hidrolizados por la
glutamato carboxipeptidasa Il del ribete
estriado. Su absorcién (mecanismo de trans-
porte activo, saturable y pH dependiente) es
mediada por el portador de folatos reducido
(RFC) que funciona a pH neutro (codificado
por el cromosoma 21) y el transportador de
folato acoplado a protones (PCFT) que actlia a
pH acido (codificado por el cromosoma 17).

Una vez dentro de la célula la folil
poliglutamato sintetasa adiciona residuos
glutamato al C-terminal, aumenta sutamanfoy
evita su salida por las bombas exportadoras de
folato. Luego es reducido y metilado a 5-metil-
tetrahidrofolato (5-MTHF) que cruza la
membrana basolateral del enterocito por un
mecanismo de intercambio anidnico activo y
entraalacirculacion portal.

La membrana basolateral del higado
muestra también la caracteristica de un
proceso mediado dependiente del sodio; en el
hepatocito es convertido en poliglutamato
por accién de folilpoli-g-glutamato sintetasa
que puede adicionar hasta 8 residuos
glutamato.

La folilpoli-g-glutamato carboxi-
peptidasa los transformara en monogluta-
matos secretados en la bilis y reabsorbidos en
elintestino delgado.

El rindn participa de la homeostasis

dado que el folatofiltrado es reabsorbido en el
nefrén, que contiene receptores de folato (FR)
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en las células del tubulo proximal.

Los FR son una familia de receptores
de alta afinidad codificados por 3 genes alfa,
beta y gamma localizados en el cromosoma
11. Las alfa y las beta son glicosilfosfati-
dilinositol proteinas de anclaje y la gamma es
secretoria.

La absorcién de folato en el citosol por
los FR implicaria un proceso de endocitosis

(1).
TRANSPORTE DE VITAMINA B12

La vitamina B12 o Cobalamina,
también hidrosoluble, resulta de la union
asimétrica de cuatro anillos pirrélicos (anillo
de corrina) en torno a un atomo central de
cobalto sobre el que se efectuaran procesos
de dxido-reduccion que conduciran del Co
(3+)aCo(1+)(2) (Figura2).

.

Figura 1. Acido fdlico.
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Figura 2. Férmula quimica de la Vitamina B12.
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Minimas dosis son necesarias para el
organismo. La cadena nutricional comienza
con la produccion por las bacterias en el tracto
intestinal de los herbivoros, la acumulacion en
sus tejidos y el consumo de productos de
origen animal dado que el hombre no puede
sintetizarla. La hidroxicobalamina y la
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cianocobalamina proveniente de los
alimentos seran transformadas en metil- y
desoxiadenosilcobalamina.

La vitamina B12 es captada por la
Haptocorrina, de origen salival, que la protege
de la hidrdlisis en medio 4cido. En el duodeno
la Haptocorrina es degradada por las enzimas
pancredticas y la B12 es captada por el Factor
Intrinseco (Fl) producido por las células
parietales; este complejo es absorbido por
endocitosis mediada por el receptor
Cubilina—AMN.

La cubilina es una proteina de
membrana que se une a FI-B12 y AMN es una
proteina transmembrana con actividad
endocitica.

El FI es degradado por proteasas
lisosomales y la B12 retorna al citoplasma por
medio de la proteina LMBD, puede
permanecer dentro de la célula o ser
exportada por el MRP1, transportador
basolateral dela célulaileal.

Unaveztransportadaal plasmacircula
unida a la Transcobalamina Il, la cual puede
ser captada por el receptor CD320 en el
higadoy demds 6rganos.

En rifidn la recaptura de
holotranscobalamina se produce por el
receptor Megalina (3).

LaB12 es cofactor parados enzimas: la
metionina sintetasa (citoplasmatica) y la
metilmalonilCoA mutasa (mitocondrial) que
cataliza el pasaje de metilmalonilCoA a
succinilCoA, metabolito del ciclo de los acidos
tricarboxilicos.

El déficit de B12 reduce la actividad de
la metilmalonilCoA mutasa produciendo la
acumulacién de metilmalonilCoA y acido
metilmaldnico (MMA).

La B12 es cofactor de la metionina
sintetasa que cataliza la remetilacién de la
homocisteina a metionina, precursor de la S-
adenosilmetionina (SAM), donador de grupos
metilo necesarios para la metilacion de
fosfolipidos, neurotransmisores, aminas,
ADN, ARN y proteinas basicas de mielina; en
la deplecién de B12 se inactiva la metionina
sintetasa con importante reduccién de las
reacciones de metilacion, y la homocisteina
aumenta (4,5).

La deficiencia de B12 o de folatos se
traduce en una anemia megaloblastica
resultante en una sintesis alterada de ADN.
Ambas vitaminas estan intrinsecamente
ligadas a la via de la metionin sintetasa que es
la Unica enzima que usa al 5-metiltetrahidro-
folato (5-MTHF) y lo convierte en su forma
metabdlicamente activa, el tetrahidrofolato
(THF) necesario en el metabolismo de un
atomo de carbono.

En la deficiencia de B12 la actividad de
la metionin sintetasa se reduce y se bloquea la
formacién de THF; el folato queda atrapado
como 5-MTHF, que es una forma que no
puede utilizarse, dado que el pasaje de 5,10-
MTHF a 5-MTHF catalizado por la 5,10-
metilentetrahidrofolato reductasa (MTHFR)
esirreversible.

TRAMPA DE FOLATOS

La SAM es inhibidor alostérico de la
MTHFR; en el déficit de B12 la SAM
disminuye, por lo que se elimina la inhibicion
de MTHFR promoviendo lareduccién de 5,10-
MTHF a 5-MTHF de modo que se utilice para
resintetizar metionina y se produce mas
acumulacién de folatos como 5-MTHF.

Las células sufren de una pseudo-
deficiencia de folatos dado que no esta en su
forma activa, de manera que se interrumpe la
produccion de purinas y pirimidinas
necesarias parala sintesisde ADN.

El 5-MTHF no es sustrato de eleccidon
para la folilglutamato sintetasa, enzima
responsable de la retencion celular de folato.
Se han reportado bajas concentraciones de
folato intraeritrocitario en deficiencia de B12

(5).

El 5-MTHF puede atravesar la barrera
hematoencefalica, lo que permite el
mantenimiento de la mielina.

El defecto en la sintesis de ADN
compromete a todas las células del organismo
con capacidad proliferativa.

La anemia megalobldastica es la
manifestacion de esta anomalia en la sintesis
de ADN; se activa la apoptosis que causara
una eritropoyesis ineficaz y se acorta la
sobrevida de los glébulos rojos (Figura 3).
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Figura 3. Ciclo metabdlico de Folatos y Vitamina B12
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EVALUACION DE LAS ANEMIAS MACROCITICAS EN EL

LABORATORIO

Las anemias macrociticas (AM) generalmente definidas por un
Volumen Corpuscular Medio (VCM) >100 fL, se pueden clasificar en
dos subtipos: las megaloblasticas (AM-Me) y las no megaloblasticas

(AM-NoMe).

Dentro de las causas comunes de anemia macrocitica
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megaloblastica se encuentra la deficiencia de Vitamina B12 (B12) y
Folato (Fol), mientras que para la anemia macrocitica no
megaloblastica, la causa mds frecuente es un aumento de los
reticulocitos (Ret) o el consumo crénico de alcohol (6,7). Se debe tener
en cuenta también la edad de los pacientes, ya que los valores de B12 y
Fol estan disminuidos, y los del Acido Metilmalénico (AMM) y de la
Homocisteina total (HCT) estan aumentados en adultos mayores de 60
afios (7).

CAUSAS DE ANEMIA MEGALOBLASTICA

Fuera de las deficiencias de B12 y Fol, existen varias causas de
AM-Me, entre las que se encuentran la inadecuada secrecion de
Factor Intrinseco (Fl), alteraciones enla liberacion de B12 del complejo
B12—Receptor, malabsorcién por anormalidades del ileo terminal
(para B12) o del yeyuno (para Fol) y anormalidades hereditarias o
adquiridas en los metabolismos de B12y Fol (7).

Ademas, existe una gran cantidad de drogas de uso frecuente
en medicina que interfieren con la absorcién o distribucién de Fol,
como agentes anticonvulsivantes (fenobarbital, fenitoina, etc.),
anticonceptivos (estrégenos), antimaldricos (quinina, etc.) y
antibidticos (ampicilina, tetraciclinas, etc.) (8). Hay drogas que
interfieren con el metabolismo de Fol, conocidas generalmente como
andlogos de folato, que se utilizan en el tratamiento de enfermedades
oncoldgicas, ya sea de tumores sélidos o leucemias (metotrexato,
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hidroxiurea, mercaptopurina, etc.) (8).
También hay drogas que disminuyen la
absorcion de B12: antituberculosos vy
antibidticos (4acido aminosalicilico, isoniacida,
neomicina, etc.), hipoglucemiantes orales
(metformina); drogas que aumentan la
excreciéon de B12: antihipertensivos
(nitroprusiato de sodio) y las que destruyen
B12: antihipertensivos (6xido nitrico) (8).
Algunos de estos compuestos son conocidos
también como antivitaminas, su uso estd muy
difundido en medicina sobre todo con
antagonistas de Fol como el metotrexato y
vitamina K (anticoagulantes orales), sin
embargo, esta aun en las primeras fases de
investigacion para antagonistas de B12 (9).

OTRAS CAUSAS DE ANEMIA MACROCITICA
NO MEGALOBLASTICA

Como se menciond mas arriba, las
causas mas frecuentes de AM-NoMe son el
abuso crénico de alcohol (con o sin
enfermedad hepatica) y los cuadros
hemoliticos o pérdidas abundantes de sangre,
que producen reticulocitosis, como asi
también la enfermedad pulmonar obstructiva
crénica (EPOC). Dentro de otras causas se
pueden distinguir la enfermedad hepatica
(cirrosis y patologia hepatica aguda), el
hipotiroidismo, mielodisplasias como el
sindrome 5q-, anemia diseritropoyética
congénita tipo | (CDA 1), anemia aplastica,
sindrome de Diamond-Blackfand y anemia de
Fanconi (6). Existen también, al igual que en el
caso de las AM-Me, drogas que producen por
distintos mecanismos una anemia macrocitica,
como ser las que interfieren en el metabolismo
de purinas y/o pirimidinas, con la consiguiente
disminucion en la sintesis de ADN, por lo
general utilizadas en el tratamiento de
patologias oncoldgicas (mercaptopurina,
fludarabina, etc.), antigotosos (allopurinol),
inmunomoduladores usados en trasplante de
drganos y procesos inflamatorios como artritis
reumatoidea y artritis psoriasica (azatioprina,
leflunomida, etc.) (8). Existen, ademas, drogas
que producen macrocitosis por mecanismos
complejos o desconocidos, como algunos
antineopldsicos (asparaginasa, arsénico, etc.)
(8) y antirretrovirales de uso frecuente en el
tratamiento de pacientes HIV positivos (7).

ESTUDIOS BIOQUIMICOS PARA EL
DIAGNOSTICO DE ANEMIAS MACROCITICAS

Lo primero es realizar una observacion
minuciosa de un buen extendido de sangre
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periférica, ya que de observar policromatofilia,
generalmente asociada a presencia de un
numero aumentado de Ret, estaria indicando
un aumento en la actividad eritroide de la
médulay orientaria a pensarenunaumento de
la produccién debido a pérdida de sangre o
anemia hemolitica. Por otro lado, la presencia
de neutréfilos hipersegmentados, definida
generalmente como la presencia de >5% de
neutrdfilos con cinco o mas Iébulos, ya sea con
o sin la presencia de macro ovalocitos,
orientaria a una megaloblastosis (6,10).

DETERMINACION DEL ESTADO DE
VITAMINAB12

Los métodos actuales para determinar
la concentracion de B12 en suero brindan,
segun los fabricantes, una sensibilidad del
95-97%, pero los valores normales de B12 no
excluyen una deficiencia. Por este motivo, es
importante realizar también la determinacion
los metabolitos relacionados como 4&cido
metilmalénico (AMM) y homocisteina total
(HCT) los cuales estan aumentados,
tempranamente, en la deficiencia de B12
(6,7,10).

La determinacion de AMM tiene varias
desventajas, ya que se trata de un estudio caro,
por lo que no esta muy difundido y ademas,
por lo general, tiene una demora importante
en la devolucidn de resultados (7,10). Esto se
debe a que el método de determinacién
comprende técnicas de separacidén por
Cromatografia Gaseosa y cuantificacion por
Espectrometria de Masa (CG-EM) (10-12). Se
puede utilizar ademas una técnica de
Cromatografia Liquida y cuantificacién por
espectrometria de masa en tandem (CL-
EM/EM), la cual segun sus desarrolladores,
tiene muy buena correlacion con la CG-EM en
cuanto a los resultados obtenidos, con CV%
intra e inter ensayo menores, de 3,8-8,5% para
CG-EM vy 1,3-3,4% para CL-EM/EM, pero a
diferencia de ésta, tiene una reduccién
importante en los costos (59% menos) y en el
tiempo de procesamiento (75% menor), ya que
tiene un tiempo de corrida de 7,5 h contra las
30 h de la CG-EM. Por este motivo sus
desarrolladores consideran que puede ser
automatizable para més de 100 muestras/dia
(13).

Con respecto a la determinaciéon de
HCT, tiene la desventaja de estar aumentada
tanto en la deficiencia de B12 como en la de
Fol, porlo que pierde especificidad (7,10).

En los ultimos afios se ha estado
investigando la incorporacién de la
determinacién de B12 intra-eritrocitaria, que
junto con el Fol intra-eritrocitario, evaltan los
depdsitos de dichas vitaminas, ya que éstas se
incorporan al glébulo rojo durante su
formacién en los precursores de médula dseay
mantienen su concentraciéon durante los 120
dias de vida media del eritrocito,
disminuyendo por consiguiente a los pocos
meses de deficiencia de estos compuestos
(14). Esta técnica no estd muy difundida, ya que
se trata de una técnica experimental de
radioensayo de inhibicion competitiva (15) y
actualmente existe un reactivo comercial de
ICN Pharmaceuticals Inc. para la
determinacion cuantitativa simultdnea de
Vitamina B12 [57Co] y Folato [125I] en sueroy
plasma. Este reactivo sirve ademads para la
determinacion de Fol intra-eritrocitario, pero
no se describe en el inserto del mismo la
determinacion de B12 intra-eritrocitaria (16).

La Holotranscobalamina (HoloTC) es la
fraccion activa de B12 y puede ser mas
especifica que los niveles de B12 sérica para
determinar el estado de deficiencia de B12.
Existe en la actualidad un test inmunologico
comercial para su determinacion, el cual fue
planteado como un probable gold-standard
frente a la determinacién de AMM, ya que no
se necesita ninguna preparacion previa de la
muestra (10). Esta técnica se basa en un ensayo
inmunoldgico de captura por anticuerpos
monoclonales (17). Sin embargo, el uso de este
kit comercial esta cuestionado, ya que segun
algunos autores se basa en modelos erréneos.
Ellos plantean principalmente que el modelo
de Herbert, en el cual se basa la afirmacion que
la HoloTC seria un indicador precoz de la
deficiencia de B12, no considera como el
reciclado entero-hepdtico de B12, regula la
concentracion de HoloTC. En funcidn de esto,
la HoloTC sélo seria un indicador temprano de
deficiencia de B12 en los casos en que dicha
deficiencia se debiera a una interrupcion del
ciclo entero-hepatico. De otra manera, existiria
un periodo de “deplecion” en el cual la B12
total caeria, mientras que la HoloTC
permaneceria dentro de valores normales
hasta que los depdsitos hepaticos se agoten
(18).

En este punto es importante destacar
que ante la ausencia de un VCM elevado y la
presencia de patologia neurolégica, no se
puede excluir la evaluacion de una deficiencia
de B12 ya que se ha observado que
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Inmunoensayo Magnético Quimiolumi-
niscente de Microparticulas (CMIA) de Abbott
Diagnostic-Architect y el Enzimo Inmunoen-
sayo Quimioluminiscente competitivo de
Siemens HealthCare-Immulite.

Vitamina B12
Architect: Las muestras no necesitan pre-
paracion previa y las muestras hemolizadas

deben ser descartadas. El tiempo de reaccion
es de aproximadamente 40 min.

.

Precisiony Exactitud

El fabricante realizé estudios de
imprecision durante 20 dias basados en el
protocolo EP5-A2 del CLSI. Se trabajé con 3
lotes de reactivo, 2 lotes de calibradores y 1
panel de sueros, en 2 equipos diferentes. En
este estudio se obtuvieron los resultados que
semuestranenlaTablal.

Para determinar exactitud, se realizd
un estudio respecto al patrén internacional de
OMS 03/178, obteniendo una diferencia de -
3,6% respecto al valor esperado.

Tabla I. Datos del estudio de imprecisién para la determinacién de Vitamina B12

Las concentraciones maximas de inter-
ferentes que mostraron una interferencia
menoral 10% son las siguientes:

Bilirrubina hasta 25,1 mg/dL
Proteinas hasta 12 g/dL
Triglicéridos hasta 3.325 mg/dL

Immulite: En este caso se trata de un ensayo
competitivo en fase solida.

Las muestras se deben desnaturalizar
calentando a 100 °C durante 15 a 20 min y
luego un enfriamiento de 5 min antes de ser
procesadas. El analisis se completa con una
corrida de 2 ciclos de 30 min cada uno.
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aproximadamente el 25% de los casos presentan VCM normal (10).

ESTUDIOS PARA DETERMINAR LA ETIOLOGIA DE LA DEFICIENCIA
DE COBALAMINA

Una vez certificada la deficiencia de B12 esimportante realizar
estudios para determinar la etiologia de la anemia. Esto se debe a que
se hace imprescindible el diagndstico de Anemia Perniciosa (AP).

La AP es una enfermedad autoinmune, que puede coexistir
con otras como la enfermedad de Hashimoto, la diabetes tipo |, el
vitiligoy el hipoadrenalismo.

Es comun encontrar en estudios de autoinmunidad para varias
endocrinopatias, anticuerpos asociados a AP (10).

ANTICUERPOS ANTI FACTOR INTRINSECO

La AP se caracteriza por la presencia de Anticuerpos Anti
Factor Intrinseco (AcFl).

Este estudio tiene un alto valor predictivo positivo, ya que
estan presentes en el 95% de los pacientes con AP, mientras que
presenta un bajo nivel de falsos positivos de entre 1-2%, sin embargo
tiene una baja sensibilidad ya que estan presentes solo en el 40-60%
de los pacientes con AP; por lo tanto, este estudio, de ser negativo, no
permite descartar el diagnostico.

Se debe tener en cuenta, ademas, que la tasa de positividad
aumenta con la edad y también en determinados grupos raciales,
como los latinoamericanos y los afroamericanos y que, ademas altos
titulos de AcFl pueden interferir dando resultados normalesde B12 en
suero, por lo cual este estudio esta absolutamente indicado en
aquellos pacientes con resultados de B12 normal, con presencia de
AM vy sintomas neuroldgicos. Asimismo, con técnicas de quimio-
luminiscencia, se pueden dar falsos positivos en pacientes que hayan
recibido recientemente tratamiento con cobalaminainyectable (10).

ANTICUERPOS ANTI CELULAS PARIETALES GASTRICAS

Si bien los Anticuerpos anti Células Parietales Gastricas
(AcCPG) tienen una baja especificidad para AP, con el progreso de la
enfermedad pueden hacerse positivos en el 80% de los pacientes;
ademas, presentan una baja tasa de falsos positivos que se reporta en
un 10% de personas normales. Estos anticuerpos son los responsables
de causar Aclorhidria Gastrica y los pacientes pueden progresar a AP
(10).

DETERMINACION DEL ESTADO DE FOLATO

El término Folato se refiere tanto a las diferentes formas
biolégicamente activas de la vitamina, como al Acido Félico, que es |a
forma sintética usada en la suplementacién de alimentos y para el
tratamiento médico.

Ambos tipos son absorbidos en la zona proximal del intestino
delgado (yeyuno) y, aproximadamente el 50% del Fol corporal se
encuentra en el higado.
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Si bien la biodisponibilidad de ambas formas es buena, la
absorcion del Fol dietario esta influenciada por varios factores en el
lumen intestinal, como asi también es vulnerable a degradacion por el
proceso de coccion de los alimentos. Existe consenso en que la
biodisponibilidad del Fol alimentario es 50% menor que la del acido
folico.

Una baja ingesta de Fol lleva a bajos niveles de Fol en sangre lo
que conduce a bajas concentraciones en los tejidos. Sabiendo que el
Fol es esencial para la sintesis de ADN, la deficiencia temprana se ve
reflejada en los tejidos de rapida proliferacién, como la médula dseay
el tracto gastro-intestinal, mientras que la deficiencia severa, puede
llevar a pancitopeniay AM (10).

Las técnicas para evaluar el estado deficitario de Fol deberian
incluir las determinaciones de Fol sérico e intra-eritrocitario. Los
resultados obtenidos van a depender del método de determinacién
utilizado y pueden surgir de las diferencias en las técnicas de
preparacion de los hemolizados. La especificidad de resultados bajos
de Fol intra-eritrocitario estd discutida, ya que mas del 60% de
pacientes con deficiencia de B12 presentan valores disminuidos de Fol
intra-eritrocitario, de modo que se hace indispensable realizar la
determinacion de B12 sérica junto con Fol sérico e intra-eritrocitario,
por lo que la deficiencia de Fol se asume sdlo cuando se encuentran
valores normales de B12 sérica (6,7). Se debe tener en cuenta ademas,
que el resultado de Fol sérico se ve influenciado por laingesta reciente
de acido félico, por lo que pueden verse resultados falsamente
negativos en pacientes con deficiencia de Fol.

En funcidén de lo expresado hasta aqui, puede proponerse un
algoritmo para el estudio de pacientes con AM, de acuerdo con el
propuesto por Green et al que se muestra en la Figura 4.

®

Figura 4. Algoritmo para la evaluacidn de pacientes con AM. Adaptado
de Green Ry Dwyre DM.Sem Hem 2015 Oct; 52 (4): 279-86
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EVALUACION DE LOS METODOS DE DETERMINACION UTILIZADOS
ENELLABORATORIO

Las dos metodologias mas utilizadas en nuestro medio son:
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Tabla Il. Resultados de los estudios de
precision intra-ensayo.

Sauisn am“J e oV

1 159 1B 1.3

2 204 21 10,3
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Tabla Il1l. Resultados de los estudios de

precision inter-ensayo.
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Tabla IV. Datos del estudio de imprecisién para la determinacién de Folato sérico.

Se realiza ademas un estudio de
exactitud como recuperacién con 4
soluciones de distinta concentracién dando
porcentajes de recuperacion entre 93-115%
expresado en % de observado/esperado.

Las concentraciones maximas de
interferentes que mostraron una interfe-
renciamenoral 10% son:

Bilirrubina hasta 20 mg/dL
Hemoglobina hasta 3,81 g/dL
Triglicéridos hasta 3000 mg/dL

Folato sérico y folato intra eritrocitario

Architect: Las muestras para determinar Fol
sérico no necesitan ninguna preparacion
previa y las muestras hemolizadas deben ser
descartadas. El tiempo de reaccion es de
aproximadamente 40 min.

Precisiony Exactitud

El fabricante realiza un estudio de
imprecision con el siguiente esquema: usa 3
paneles de suero (S1, S2, S3) en un
instrumento, 3 replicados en dos tiempos
diferentes durante 20 dias con 2 lotes de
reactivo. De este estudio se obtuvieron los
resultados que se muestran en la Tabla IV.

Las concentraciones maximas de
interferentes que mostraron una inter-
ferenciamenoral 10% son las siguientes:

Bilirrubina hasta 20 mg/dL
Proteinas hasta 12 g/dL
Triglicéridos hasta 3.000 mg/dL

Vomie | lede | e e e o
Reactivo (mgml) DE (ngiml) CV% DE (ngfml) CV%
81 1 a5 012 is 0,14 R
2 a8 0,14 EX] 0.17 47
&3 1 10,8 018 1.7 041 aa
2 1.2 021 1.8 0.44 4.0
as 1 188 027 1.8 0,53 31
2 17.0 024 1.4 0,61 ie
Tabla V. Resultados de los estudios de precision intra e inter-ensayo.
Muesira Lnrm:.k Maatia Intrs-enssys Tostai
Reactivo {mgfmL) DE (ngimL) CVE DE (ng/mL} V%
1 13,2 a.1o 54 8,82 Ta
H1 2 1181 489 40 £.40 55
1 2220 .04 a2 13,20 &0
H2 2 2718 5,50 25 12,19 55
1 3ar.2 787 21 21,80 59
H3 2 3581 890 25 2297 64

Las muestras para determinar Fol
intra-eritrocitario requieren 90 min de
incubacion del hemolizado a temperatura
ambiente.

Precisiony Exactitud

El fabricante realizé el mismo
esquema que para el Fol sérico, pero con 3
hemolizados (H1, H2, H3) obteniéndose los
resultados mostrados en laTabla V.

Realizan también un estudio de
exactitud con estandar internacional de OMS
03/178, obteniendo un porcentaje de
diferencia entre -0,6—1,3% en un intervalo de
confianza de 95% vy realizan estudio de
reactividad cruzada con 3 sustancias
interferentes, obteniéndose resultados de
reactividad cruzada entre-0,6—2,1%.

Immulite: Se trata de un ensayo competitivo
enfaseliquida.

Las muestras para la determinacion
en suero se deben desnaturalizar calentando
a 100 °C entre 15 a 20 min y luego un
enfriamiento por 5 min.

El ensayo se completa con 2 ciclos de
30min cada uno.

Precisiony Exactitud

El fabricante realiza estudios de
precisidn intra-ensayo haciendo 20 replicados
de 3 soluciones de diferente concentracion en
una sola tanda y precisién inter-ensayo de 20
tomas distintas de 3 soluciones. Los
resultados obtenidos pueden verse en las
TablasVIy VII.

Q.

Tabla VI. Resultados del estudio de precisién
intra-ensayo para la determinacién de Folato
sérico.

Solucicn Uediz DE OV
1 21 0,19 a0
2 52 02z 42
El 12 a7 L%

Tabla VII. Resultados del estudio de precisién
inter-ensayo para la determinacion de Folato
sérico

Soluris Mg = 3 [=%: 3
1 18 0,16 B9
2 53 021 a0
3 13 0,96 T4

Se realiza ademas un estudio de
exactitud como recuperacion con 3
soluciones de distinta concentraciéon dando
porcentajes de recuperacién entre 96-119%
expresado en % de observado/esperado. La
Unica interferencia es la bilirrubina y la
concentracion maxima que mostré una
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interferencia menor al 10% es la siguiente: ®
Bilirrubina hasta 20 mg/dL. -

Tabla VIII. Resultados del estudio de precisidn intra-ensayo para la determinacién de homocis-
Para la determinacién de Fol intra- teina sérica.

eritrocitario se debe incubar el hemolizado

. . Lole Medla InFr3-gnsaye Tatal
90 min atemperatura ambiente. Musstra Analirador N
P o, fimodd ) DE [ DE [
[ A
El fabricante no informa el estudio Contral Eajo ! ! il 740 0.% 3.5 043 5.9
de precisidn para esta determinacion. . T _ 115!: o 24 D‘Ei a4
Control Medio 1 80 a2 0,26 20 0, A
1 1 B0 w37 0,63 2.3 1,00 4.1
Cantral Alto
Architect: Las muestras para la determi- 2 ¢ a0 2573 047 18 0.73 33
naciéon de HCT no necesitan ninguna Muesira 1 1 1 A 4.78 019 aa 0.34a 63
preparacion previa. 2 2 80 4.71 0,13 2.8 0.18 3a
1 1 BD 11,03 0,22 2.0 0,48 a3
. o, Muesirs 2
El tiempo de reaccion es de 2 2 B0 10,89 0,13 12 0,23 21
aproximadamente 30 min. 1 1 an 17,60 m43 ’4 077 a4
Muestra 3
2 2 80 17,29 0,27 16 0,46 25
Precisiony Exactitud 1 1 BD 35,40 0,79 22 1.19 3a
Muesira 4
2 2 B0 3483 0,71 20 087 25
El fabricante realiza un estudio N . 1 1 B0 4184 0,71 1.7 1.35 3z
basado en el protocolo descrito en la guia iesstra 3 3 B0 4148 0,68 16 L1z 27

EP5-A2 por el CLSI. Se analizaron por

duplicado 3 controles y 5 muestras de
plasma humano utilizando 2 lotes de
reactivos, 2 veces al dia durante 20 dias, con
2 analizadores. Se generd una curva de
calibracion nueva para cada lote de reactivos
cada dia del analisis, Los resultados
obtenidos se muestran enla Tabla VIII.

Las concentraciones maximas de
interferentes que mostraron una inter-
ferencia menoral 10% son:

Bilirrubina hasta 20 mg/dL
Hemoglobina hastalg/dL

Proteinas menores de 3 g/dLy mayores de
12g/dL
Triglicéridos hasta 6000 mg/dL

Immulite: Se trata de un ensayo competitivo
defasesolida.

El pretratamiento lo realiza el
instrumento y dura 30 min. El ensayo se
completa con un ciclode 30 min.

Precisiony Exactitud

Elfabricante realiza estudios de pre-

cision intra-ensayos procesando 4 muestras
por cuadruplicado en 20 tandas, obteniendo
los resultados mostrados enla Tabla IX.

Se realiza ademas un estudio de
exactitud como recuperaciéon con 3
soluciones de distinta concentracidon dando
porcentajes de recuperacién entre 85-108%
expresado en % de observado/esperado.

Las concentraciones maximas de
interferentes que mostraron una interferen-
ciamenoral 10% son:
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Bilirrubina hasta 20 mg/dL
Hemoglobina hasta 5,12 g/dL
Triglicéridos hasta 3000 mg/dL

Holotranscobalamina

Como ya se menciond, la HoloTC es la fraccion
metabdlicamente activa de la B12 y reflejaria mejor y en forma mas
temprana la deficiencia de esta vitamina. En la actualidad existe un
reactivo comercial para su determinacion con el sistema Archi-
tect—Abbott.

Las muestras para este ensayo no requieren preparacion
previay el tiempo de reaccién es de 30 min.

Precisiony Exactitud

El fabricante realiza un estudio basado en el protocolo descrito
en la guia EP5-A2 por el NCCLS. Se analizaron 2 controles de diferente
concentracion y 5 muestras de suero humano, utilizando 2 lotes de
reactivos, calibradores y controles, 2 replicados, 2 veces al dia durante
20 dias, con 2 analizadores. Se utilizd una curva de calibracion Unica
para cada lote de reactivos durante todo el estudio, Los resultados
obtenidos se muestran enla Tabla X.

.

Tabla IX. Resultados del estudio de precision intra-ensayo para la
determinacién de homocisteina sérica.

infre-=ysayn Tofal
Solocor Mecin B e BE
1 ER:L [ ] 74 N4 nd
2 988 0.47 18 0,75 [
3 1,1 0,38 14 0,45 41
4 .9 1,05 al 1,31 51

Tabla X. Resultados del estudio de precision intra-ensayo para la
determinaciénde HoloTC ensuero.
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Loie Medim
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¥ F a0 15,56 05 3B 0Ee3 4,1
1 1 - i 49 842 LEr 3B 265 5,3
sttt ? 2 7] 47,76 180 1R 713 | 456
1 1 ] 18 5 036 19 | o047 57

Muesira 1
- 3 aa 16481 045 B [1F.71 5,1
1 1 ) 24 62 085 23 102 | 42

Whurim 2
] F] E 7240 051 23 0,74 3.3
1 1 a0 52.95 086 [ 201 3.8

Weegira 3
z z a8 43 38 1,33 23 207 4.3
4 1 1 50 =1.34 1.E3 23 3za &7
el 2 2 80 72,15 217 10 3ar | a7
1 1 a0 113,04 207 1.6 485 | L3

Whosira 5
z I an 100,08 A5 ad A3 T8

Las concentraciones maximas de los interferentes que
mostraron una interferen-cia menoral 10% son:

Bilirrubina: 20 mg/dL
Hemoglobina: 200 mg/dL
Proteinas Totales: 10 g/dL
Triglcéridos: 850 mg/dL
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Factor Reumatoideo: 70 Ul/mL

Immulite: Esta plataforma no cuenta con reactivos para la
determinacion de este analito.

Conclusiones

Como se puede observar, en los andlisis de precision y
exactitud realizados por los fabricantes, no se ven grandes diferencias
entre las dos metodologias utilizadas. La mayor dificultad radica en
que los ensayos en plataforma Immulite requieren mds trabajo manual
y eventualmente, son de mas larga duracién. Por lo tanto, la eleccion
de la metodologia a utilizar dependera solo de las posibilidades de
adquisicidon de equipamiento y reactivos por parte de lainstitucién ala
que pertenezca cada usuario.

En lo que se refiere al kit de ICN Diagnostic (Kit de
RadioensayoSimulTRAC-S) para la determinacidn simultanea de B12y
Folato, cabe destacar que ninguno de los autores tiene experiencia en
el uso del mismo, pero por lo que se deduce del inserto, resulta una
técnica muy laboriosa, larga (tiempos de preparacion de las muestras),
con muchoy minucioso trabajo manual.
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