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Resumen

En diversas condiciones, la medicion de hierro sérico es fundamental para estudiar el
“estado del hierro del paciente”. Este estudio comprende una serie de determinaciones
basicas que permite conocer, en primera instancia, si el paciente presenta un déficit o
un exceso de este analito.

La carencia de hierro es la deficiencia nutricional de mayor prevalencia en todo el
mundo, y su evaluacion temprana, especialmente en nifios y embarazadas, evita
retrasos en el desarrollo intelectual del recién nacido como también riesgos en el
momento del parto; la anemia producida por esta deficiencia puede a su vez afectar el
sistema inmunitario, la capacidad de trabajo muscular y originar trastornos cognitivos.
Por otra parte, la sobrecarga de hierro cominmente conocida como hemocromatosis es
una patologia cuyos sintomas iniciales son inespecificos, pues incluyen fatiga,
artralgias, disfuncion eréctil e incremento paulatino de la pigmentacion de la piel. El
diagnostico bioguimico precoz definido en términos fenotipicos muestra las
alteraciones genéticas que permiten clasificarla, y su seguimiento y control por el
laboratorio clinico puede realizarse por los parametros bésicos del estado del hierro,
que comprende la medicion de: hemograma completo, ferremia, capacidad total de

fijacién de hierro (CTFH), transferrina y saturacién de transferrina.

Habiendo descripto la relevancia de las alteraciones fisiopatologicas del metabolismo
del hierro, el objetivo general de este trabajo, fue examinar el comportamiento de los
métodos utilizados en equipos comerciales de reactivos en uso en nuestro medio, que
miden hierro sérico directamente por métodos manuales y automatizados, en relacién
al método recomendado (MR) por el estandar H17-A del Clinical and Laboratory
Standards Institute (CLSI), que utiliza desproteinizacion previa a la colorimetria y
transferir las recomendaciones surgidas de este estudio a la red de laboratorios publicos
y privados, para el mejoramiento de la calidad analitica de la determinacion de
ferremia. Es conocido que la precision y la exactitud de los métodos de rutina para la
determinacion de hierro son bajas, debido no solo a errores técnicos sino a la elevada

variabilidad bioldgica del analito entre individuos.
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Con respecto a la puesta a punto del MR por el CLSI, la misma se realizo utilizando
soluciones estandares de trabajo preparadas a partir de hierro SRM 937 del NIST,
pooles de sueros preparados en la Céatedra (pool madre) y materiales comerciales
diversos. Los coeficientes de correlacion obtenidos en las calibraciones efectuadas
mostraron valores proximos a la unidad indicando que el rango de concentraciones
empleadas es lo suficientemente amplio como para proporcionar estimaciones
confiables de la pendiente y la ordenada al origen.

Asimismo, otro aspecto que aporta a la mejora de la calidad analitica fue la utilizacion
del MR (CLSI) para asignar valores a sueros del PEEC-FBA. También se efectuaron
ensayos con sueros provistos por programas internacionales de evaluacion externa de
calidad (UK NEQAS y WCDHNY), en los cuales, los rangos de inexactitud hallados,
en ambos casos, se encontraron por debajo de los descriptos en la literatura, mientras
qgue en las comparaciones efectuadas con sueros provenientes del PEEC-FBA se
obtuvo un rango mayor de inexactitud (-14,2 a 46,5%).

Paralelamente, se procesaron las muestras de los pooles de sueros de tres niveles de
concentracion (bajo = 0,53 mg/L, mediano = 1,09 mg/L, alto = 2,02 mg/L) por el MR
(CLSI) y por los métodos manual y automatizado con los equipos comerciales de BS y
de W, incorporando también la modificacion semiautomatizada del MR (CLSI) en la
bateria de pruebas. La evaluacion estadistica de las comparaciones demostrd una
relacién relativamente fuerte entre las variables, con un p-valor inferior a 0,01 para un
nivel de confianza del 99% y en general se obtuvieron CV% menores (0,57 a 3,74) en
los especimenes con mayor concentracion de hierro, con la excepcién de la

modificacion semiautomatizada del MR que arroj6 un CVV% entre 3,16 a 6,58.

A partir de los gréaficos de Bland-Altman se encontré una buena concordancia entre
los valores obtenidos con los métodos de los equipos comerciales y los obtenidos con
el MR (CLSI) para niveles bajos de concentracion de hierro sérico, tanto para técnicas
manuales (BS Ma y W Ma) como para el método de BS Au, mientras que el método
de W Au presentd valores ligeramente inferiores a los del MR (CLSI). Para los niveles
medios de concentracion de hierro sérico, los valores obtenidos con los métodos
manuales y los automatizados de los equipos comerciales, en general, fueron inferiores
a los valores obtenidos con el MR (CLSI) y, para los niveles altos de concentracion de
hierro sérico, si bien hubo coincidencia en las comparaciones del MR (CLSI) con el W

Ma, en todas las comparaciones se observd una marcada dispersion de valores.
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Finalmente nos propusimos estudiar si la modificacion de la técnica manual del MR
(CLSI) podria ser de utilidad para ser incorporada en la bateria diaria de pruebas de un
laboratorio automatizado. La modificacion consistio en el uso del sobrenadante
obtenido por desproteinizacion en un procedimiento directo y automatizado. En este
caso se obtuvieron CV% superiores a los hallados con el MR (CLSI) mientras que en
los anélisis estadisticos de comparacion se obtuvieron valores inferiores a los del MR
(CLSI) para los tres niveles de concentracion de hierro y un considerable aumento de
dispersion para concentraciones altas (2,02 mg/L + 2DE).

Se concluy6 que en este estudio de correlacion entre el MR(CLSI) y los métodos
comerciales estudiados, especialmente los métodos automatizados de ambos equipos,
teniendo en cuenta la diversidad de las caracteristicas metodolodgicas y considerando la
optimizacion de todo el procedimiento analitico, las diferencias de las Medias (Xmedia)
obtenidas se encuentran dentro de los rangos aceptables para el propdsito del
diagnostico clinico, enfatizando una vez més la importancia de utilizar la medida de

hierro sérico como parametro inicial en el diagnostico del metabolismo del hierro.

A su vez, siguiendo el protocolo del documento de la IFCC (1995), parte 1, se realiz
el examen de la presentacion de los equipos comerciales de reactivos utilizados en este
trabajo, en el que se observaron minimas diferencias de ambos en relacién con la
reglamentacion solicitada por el ANMAT y con los requerimientos previstos por la
Direccion Europea 98/79 CE.

En diversos trabajos se hace mencion a la importancia relativa de la medida del hierro
sérico utilizado como unico parametro de evaluacién de un déficit o de un exceso de
hierro sino que sea parte integrante de un conjunto de pruebas en el estudio del estado
del hierro. En algunas publicaciones mas recientes encontramos la preferencia por el
empleo, entre otros marcadores, de la ferritina y el receptor de transferrina con la
omision de la medida del hierro sérico para el estudio y seguimiento de una anemia. Es
real que estos marcadores de Ultima generacion, a los que en estos momentos se podria
sumar el dosaje de hepcidina, son pardmetros muy sensibles para diagnosticar un
desbalance en el metabolismo de hierro, pero requieren de un equipamiento que
muchas veces no se encuentra en todos los laboratorios, en los cuales, el estudio basico

del estado del hierro puede ser el paso inicial para establecer dicho diagnostico.
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En nuestro caso particular, para la medicion de la ferremia en el laboratorio, es
importante profundizar, en primer término, en las medidas de descontaminacion del
material utilizado en las fases pre-analitica y analitica y utilizar estandares o
calibradores de reconocida trazabilidad, ajustando el procedimiento de medida con un
procedimiento de control interno sistematico de manera que los posibles errores sean
minimos. A su vez, si bien es importante contar con un método definitivo o de
referencia para la evaluacion de este analito, en estos momentos, la participacion de
todo laboratorio en programas de evaluacion externa de la calidad conjuntamente con
la mejor seleccion de reactivos, instrumento de medicion y recurso humano nos
permitirdn detectar errores analiticos y evitar que los mismos se trasladen a los
resultados. La calidad de nuestros resultados estara asegurada por todas las razones
esgrimidas anteriormente, pero la mas importante es nuestra responsabilidad
profesional de realizar el mayor esfuerzo posible para garantizar la confiabilidad de los
resultados que emitimos, siempre en beneficio del paciente pues es la manera de
colaborar en la toma de decision para el tratamiento adecuado de una alteracion en el

metabolismo del hierro.

Palabras clave: Hierro, método recomendado (CLSI), métodos directos.



Abreviaturas y Siglas utilizadas en la presente tesis

ANMAT = Administracion Nacional de Medicamentos, Alimentos y Tecnologia

Meédica.

ATC = Acido tricloroacético

AU = Adenina-Uracilo

BS = BioSystems Reactivos e Instrumentos.
Cad = Concentracion adicionada

CDC = Centro para el Control y la Prevencion de Enfermedades de Estados

Unidos

Ci = Concentracioén inicial

CLSI = Instituto de Estandarizacion para el Laboratorio Clinico de Estados

Unidos

Cob = Concentracion obtenida

CitbD = Citocromo b duodenal

CTFH = Capacidad total de fijacion de hierro

CV = Coeficiente de variacion

CYPBRD1 = Reductasa féerrica

DE = Desviacion estandar

DMT1 = Transportador de metales divalentes

ENNyS = Encuesta Nacional de Nutricion y Salud

EP5-A = Guia aprobada para Evaluacion de Precision en Quimica Clinica-NCCLS
EP9-A2 = Guia aprobada para Comparacion de métodos y estimacién del sesgo-

NCCLS

EP10-A = Guia aprobada para Evaluacion preliminar de métodos del Laboratorio

Clinico-NCCLS.

Fnp = Ferroportina

HFE = Proteina reguladora del hierro en hemocromatosis

HJV = Hemojuvelina

ICSH = Comité Internacional de Estandarizacion en Hematologia - OMS
IFCC = Federacion Internacional de Quimica Clinica y Laboratorio Clinico
IL; = Interleuquina 1

ILgs = Interleuquina 6



» |RE = Elemento de respuesta al hierro

= |RE-BP = Proteina fijadora del elemento de respuesta al hierro

= VD = Uso diagndstico in vitro

= LARESBIC = Laboratorio de Referencia y Estandarizacion en Biogquimica Clinica
de la Fundacién Bioquimica Argentina

MR = Método Recomendado

» MRT = Método Recomendado calculado por la calibracion con Titrisol

= NCCLS = Comité Nacional de Estandarizacion en el Laboratorio Clinico de
Estados Unidos (actualmente CLSI)

= NIST = Instituto Nacional de Estandarizacion y Tecnologia de Estados Unidos
= OMS = Organizacion Mundial de la Salud

= PEEC-FBA = Programa de Evaluacion Externa de Calidad de la Fundacién
Bioquimica Argentina

= PTT = Tiempo parcial de tromboplastina

» TfR = Receptor de Transferrina

» TfR,= Receptor de Transferrina 2

» TfRs = Receptor soluble de Transferrina

= Transferrina = Tf

= TNF = Factor de necrosis tumoral

» TPTZ = 2,4,6-tripiridil-triazina

= UK NEQAS = Programa de Evaluacion Externa de Calidad del Reino Unido

* VR = Valor de referencia

= W = Wiener Lab

= WCDHNY = Centro Wadsworth, Departamento de Salud del Estado de Nueva
York

Xl



Indice de Contenidos

Pagina
Agradecimientos 1
Resumen Vi
Abreviaturas y Siglas utilizadas en la presente tesis X
indice de Contenidos XII
1 INtrOAUCCION. ..., 1
1.1. E1 hierro como €lemento. . .........o.uiiniiiit i e e e e 2
1.1.1. Metabolismo del hierro ... 3
1.1.2. Conceptos actuales del metabolismo del hierro.................coooiiii . 7
1.2. Importancia del estudio del estado del hierro..................cooiiiii i, 11
1.3. Parametros minimos del diagndstico diferencial...................cccccoiiiiii i 13
1.4. Evolucién de la metodologia empleada para medir hierro S€rico.....................ocoeenens 15
1.5. Interferencias en la medicidn de hierro SEriCo ............oooviiiiiiiiiii i 21
1.6. Antecedentes relacionados con los objetivos de este trabajo ................cooeeiiiiinnn L. 22
2. ODJBLIVOS. ... i 27
2.0 GBNBIALES. .. et 28
W ] oo o1 ¥ i 010 1 S S 28
3. Esquema de TrabajO........coooviieii e 29
Primera @apa. ... ..oouiniitiit i 30
SEEUNAA CTAPA. ...t eet ittt ettt e e e 31
4. MaterialeS y MEtOdOS. ..........cooviiii e, 32
AL MAEEITAIES. . ..ot e s 33
O O AV 1= 1 L 33
4.1.1.1. Materiales de Control comerciales. .............cooiiiiiiiiiiiii e, 33
4.1.1.1.1. Soluciones estandares de hierro............oooeviiiiiiiiiii e, 33
4.1.1.1.2. Titrisol® Patron de hierro 1000 mg Fe - MercK..............coovueueeeeeeil 33

4.1.1.2. Materiales de Control de preparacién propia — Pool de sueros...............c....... . 33
4.1.1.3. Materiales de Control de Programas de Evaluacion Externa..................... 35

4.1.1.3.1. Sueros control del UK NEQAS. ... 35
4.1.1.3.2. Sueros control del WCDHNY ..., 35
4.1.1.3.3. Sueros control del PEEC —FBA........coiiiiiii e 35
4.1.2. Drogas y equipos de reactivos COmerciales. ...........ccoviviviininiriiiiiiiieiieneies 35
4.1.3. Material de VIArO. ......o.oine i e 37
404, INSrUMENTAl. . ... e 38



4.2, MEtOAOS. . ooe i
4.2.1. Método recomendado (CLSI)..........oooiiiiiiiiiii
4.2.1.1. Preparacion de reactivoS...........coevviiiniiiiiiiiiiieanenns.

4.2.1.2.Preparacion de Soluciones Estandares............................

LR RS T OF:1 1) ¢: 163 [6) s DT

A. Prueba preliminar de la técnica manual a utilizar en este trabajo.................

B. Empleo de material de referencia proveniente del NIST......
C. Empleo de materiales comerciales...............................
4.2.1.4. Ensayos de prevalidacion.................oooviiiiiiiiiiinnn.

B. Recuperacion...........oooiviiiiiiiiiiii e
C. Imprecision intraenSayo............c.ccovieirieriieiiiiinannens.
D. InexXactitud. ........cooviiiiiiii i
4.2.1.5. Procedimiento con las diferentes muestras......................

4.2.2. Métodos COmerciales. ......oooveeiiiieiii

4.2.2.1. Determinacion de hierro con el equipo Hierro-Ferrozina, marca BioSystems SA

A.Linealidad. ... ..o

4.2.2.2. Determinacién de hierro con el equipo Fer-color, marca Wiener lab...............

4.2.3. Método semiautomatiZado. . ........uueeeeeee e

4.2.4. MEtodos EStadiStiCOS. . ....onneeeee e e

5. RESUNAUOS. ...

5.1 Controles de las condiciones de trabajo............couieiiiniiiiiiiiii e

5.1.1 Control de lavado y de descontaminacion del material de vidrio......

5.1.2. Calibracion de PIPetas. .. ......o.eeeueinirrintiniiiiieiieiee e

5.1.3. Control de calidad del instrumental empleado...........................

5.1.3.1. Control de calidad del espectrofotometro Shimadzu.....................c.ooeeennl.
5.1.3.2. Control de calidad del Analizador automatico Random Access BioSystems.....
5.2 Puesta a punto del Método Recomendado - MR (CLSI).........ccoiiiiiiiiiiiiiiiiiien,

5.2.1 Calibracion utilizando hierro marca Anedra..............cccovvvvvenn....
5.2.2 Calibracién con hierro patron del NIST.............coooiiiiiiinn.n.
5.2.3 Calibracién con solucion concentrada Merck Titrisol®................
5.2.4 Ensayos de prevalidacion del MR (CLSI).............cccoeviiininnnn..

5.2.4.1 Linealidad. ... ...

5.2.4.2 RECUPLIACION. ....uuintintitiit it

5.2.4.3 IMprecision iNtraenSayo............euvuereuirineniaiieiienenen.

5244 Inexactitud...........ccoiiiiiiiiiiii i
5.3 Aplicacion del Método Recomendado para la asignacion de valores de h

materiales: comerciales, de evaluacion externa y de preparacion propia. .
5.3.1 Estandares comerciales de hierro.................ooiiiiiiiiiiinnn.n.

ierro en diferentes

5.3.2. Estudio comparativo de la medida de hierro en Sueros del UK NEQAS..................
5.3.3. Estudio comparativo de la medida de hierro en Sueros del WCDHNY ....................

5.3.4 Estudio comparativo de la medida de hierro en Sueros del PEEC-FBA....................
5.3.5 Comparacion de los valores de las medias, desviacion estandar y coeficientes de

variacion obtenidos con el MR, utilizando la calibracion con Titrisol
X111

39
39

40

41
41
41
42
42
43
43

43
43
44
44
45

46

47
47

48
49
49
49
49
49
51
51
51
53
54
56
56
57
57
59

61
61
62
64
66

68



5.3.6 Ensayos con POOl de SUETOS ......eeuuiiiniiiite ittt et eee e eaeeeae e
5.3.6.1 A - Medicion de hierrocon el MR (CLSI) ..o
5.3.6.1 B - Medicion de hierro por el método semiautomatizado (CLSI Se Au)...........
5.3.6.2 Medicidn de hierro con el método comercial de BS manual y automatizado.....

A - CalibraCiOn. .. ..o
B - Procedimiento. .........coouiinii i
5.3.6.3 Medicién de hierro con el método comercial de W manual y automatizado......
A - CalibraciOn. .. ...

B - Procedimiento. .. .covvnnee ettt e e e e

5.4 Analisis Estadistico de los datos obtenidos en pooles de sueros con el MR (CLSI) y con
EQUIPOS COMETCIALES . ...\ttt ettt e et e ee e et e et e et e aeeaeens

5.4.1 Comparacion de Medias. ... .....oouuiiuiitiiti ettt e
5.4.2 Correlacion de los datos obtenidos por: andlisis de regresion lineal, histogramas de
distribucion y graficos de Blan-Altman..................ocoiiiiiiiiii
5.5 Evaluacion de la presentacion de los equipos de reactivos comerciales utilizados en este
L1 0 T PR
A - Examen de la rotulacion del equipo: TABLA ..o

B - Examen del inserto: TABLA IL.......c.ooiiiiiiii e
6. DISCUSION Y CONCIUSIONES. ...... oo
7.Bibliografia....... ..o

8. GlOSANIO. .o

XV

71
71
73
74
74
75
76
76
77

78
78

81

92
93
94

95



1. Introduccion

1. Introduccion




1. Introduccion

1.1 El hierro como elemento

El hierro, considerado un elemento de importancia vital en el metabolismo humano,
desempefia un papel basico en la eritropoyesis y también esta implicado en muchos
procesos intracelulares de todos los tejidos del cuerpo, pues se encuentra presente en
una amplia variedad de sistemas moleculares (Beutler E. et al., 2005).

Entre todos los micronutrientes, el hierro posee la historia mas larga y mejor descripta.
Este micronutriente esencial, que interviene en numerosos procesos bioquimicos y
fisiologicos abarca aproximadamente el 4,7% de la corteza terrestre, en la forma de los
minerales hematita, magnetita y siderita. Compuestos de hierro primordial fueron
probablemente responsables de la generacion catalitica de parte del oxigeno atmosférico
del que dependen las formas modernas de vida (de Duve C., 1990; Beard J.L. et al.,
1997).

A principios del siglo XVIII el hierro fue identificado como un componente del higado
y la sangre animal (McCay C.M., 1973), y el contenido de hierro en la hemoglobina fue
estimado en 0,35 % en 1825, un valor extremadamente cercano a 0,347% (Bennington
J. L., 1991) el valor calculado por métodos modernos.

Es el metal mas abundante de nuestro planeta y uno de los predominantes en la corteza
terrestre y se halla incorporado como elemento esencial a todas las formas de vida,
desde las mas elementales como bacterias y organismos unicelulares hasta las mas
complejas. Como metal de transicién, oscila con facilidad donando o captando
electrones entre sus iones Fe*? y Fe*, por lo que se encuentra en el grupo prostético de
numerosas proteinas involucradas en el transporte de oxigeno y en los fenébmenos de
oxido reduccién, como citocromos, flavoproteinas, peroxidasas, catalasas, las enzimas
que contienen complejos de azufre y hierro, como la aconitasa, y un heterogéneo grupo
de proteinas que contienen hierro en una gran diversidad de configuraciones
moleculares. También es un componente esencial de enzimas que intervienen en el
metabolismo de los desoxirribonucledtidos, como la nucleétido-reductasa, y casi la
mitad de las enzimas y cofactores del Ciclo de Krebs contienen hierro.

El hierro cumple un papel fundamental en el transporte de oxigeno como componente
metalico del grupo hemo de la hemoglobina y de la mioglobina. El hierro libre es
facilmente oxidado en medio acuoso, originando radicales muy reactivos,

potencialmente nocivos, motivo por el cual se encuentra en todos los organismos vivos



1. Introduccion

estrechamente vinculado a proteinas u otros complejos organicos, y solo existen
minimas cantidades de hierro tisular libre.

Su elevado potencial redox, junto a su facilidad para promover la formacion de
compuestos toxicos altamente reactivos, determina que el metabolismo del hierro sea
controlado por un potente sistema regulador (Forrellat Barrios M. et al., 2000; Pintado
Cros T. el al., 2001; Boccio et al., 2003).

El hierro es fisiolégicamente esencial y bioquimicamente peligroso. EI metabolismo del
hierro y el metabolismo de los superoxidos estan claramente relacionados,
especialmente bajo condiciones patoldgicas. Cada uno puede exacerbar la toxicidad del
otro. La sobrecarga de hierro puede amplificar los efectos dafiinos determinando una
superproducciéon de superoxidos en un muy amplio espectro de inflamaciones o
isquemias. Ademas, el estrés oxidativo cronico puede modular tanto la distribucion
como el depodsito y preceder a los efectos citotoxicos y a los eventos mutagénicos
(McCord J.M., 1998).

Ademas, el hierro participa en los procesos de inmunidad innata (primera linea de
defensa inmunitaria) como parte de los mecanismos bactericidas y bacteriostaticos; es
también un elemento necesario para la proliferacion y maduracion de las células
inmunitarias, particularmente de los linfocitos asociados con la generacion de una
respuesta especifica frente a agentes infecciosos. EXxisten estudios que sefialan que la
deficiencia leve y moderada de hierro, aln sin anemia, ademas de producir alteraciones
en el crecimiento y desarrollo puberal, retardo en la maduracion de las capacidades
intelectuales y neuroldgicas, trastornos en el epitelio gastrointestinal, reduccion de la
capacidad fisica y de trabajo en adolescentes y adultos, es capaz de provocar trastornos

en la respuesta inmunitaria (Leal M.J. et al., 2008).

1.1.1 Metabolismo del hierro

La circulacion del hierro entre los compartimientos de depdsito y de utilizacion
constituye un ciclo muy eficiente y practicamente cerrado. Debido a que sélo una
pequefia parte del hierro es excretada, la necesidad diaria de incorporacién del mismo en

un individuo es baja. Aproximadamente se absorbe el 10% del total de hierro ingerido.
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El hierro de la dieta se encuentra mayormente en estado férrico o como hierro hémico,
mientras que el que se incorpora a través de productos farmacol6gicos generalmente
esta presente como sal ferrosa.

Ambos iones (Fe*® y Fe*?) pueden presentarse ante las células intestinales: los iones
férricos son absorbidos via una proteina de membrana, la B3 integrina que en presencia
de la proteina CitbD (citocromo b duodenal) son transferidos a otra proteina chaperona
mobilferrina para ser incorporados via el transportador de metales divalentes DMT1,
mientras que la absorcion de los iones ferrosos es realizada directamente por el DMTL.
Una vez en el interior del enterocito, el hierro puede ser almacenado en la ferritina o
alcanzar la membrana basolateral del mismo para unirse a la apotransferrina circulante.
La membrana basolateral del enterocito expresa receptores para transferrina (Tf) que
permiten la entrada del hierro transportado por esta proteina (Pérez G. et al, 2005) y asi
circula en la sangre.

Las concentraciones intracelulares de hierro estan reguladas con gran precision, porque
tanto el exceso como la carencia de este mineral son nocivos para las células.

El complejo transferrina-hierro se introduce en las células mediante la interaccién con el
receptor de transferrina (TfR) y cuando los depdsitos de hierro dentro de las células son
suficientes, la importacion del complejo transferrina-hierro se reduce mediante el
aumento de la velocidad de degradacion del mRNA de TfR, que conduce con rapidez a
una disminucion de la cantidad de receptor de transferrina. Cuando los depdsitos
intracelulares de hierro disminuyen, el mMRNA de TfR se estabiliza y aumenta la sintesis
de la proteina receptora.

Esta regulacion de la estabilidad del mRNA de TfR depende de elementos de respuesta
al hierro (IRE = iron-response elements), en la region no traducible 3" del mRNA, y de
una proteina citosolica Ilamada proteina fijadora de IRE (IRE-BP = IRE-binding
proteina), cuya conformacion difiere segin haya concentraciones altas o bajas de hierro
(Fig.1-1).

Cada IRE forma una estructura en tallo-asa en la cual el asa contiene cinco bases
especificas y el tallo posee secuencias ricas en AU, similares a las que desestabilizan los
MRNA de las citocinas (Lodish H. et al., 2002; Sabater Baudet L., 2007). Se cree que
cuando las concentraciones de hierro son adecuadas, estas secuencias ricas en AU
promueven la degradacion del mRNA de TfR por el mismo mecanismo que lleva a la
degradacion rapida de los mMRNA de las citocinas. Cuando la concentracion de hierro

disminuye levemente, la conformacion de la IRE-BP cambia de manera que se pueda
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unir a los IRE vy se cree que la union de la IRE-BP a los IRE bloguea el reconocimiento
de las secuencias desestabilizantes, ricas en AU, por las proteinas que de otro modo
degradarian el mMRNA de TfR.

IRE
Region codificadora —~ g ¥ ‘ _~ Region rica en AU
mRNA de TfR F J I 1L A, —
Mucho hierro
s Fragmentos
IRE-BP <_ (Inactiva) degradados
Ny
(Activa)

Poco hierro

- — i L i ¥§L A, —/f=> Escasa

degradacion

Figura 1-1: Regulacion dependiente de hierro de la estabilidad del mRNA del TfR.
Los elementos de respuesta al hierro (IRE) 3" en este mRNA poseen una estructura en
tallo-asa con secuencias ricas en AU (en amarillo), que promueven la degradacién del
mRNA. Con concentraciones intracelulares bajas de hierro, la conformacién de la IRE-
BP (en verde oscuro) es tal que ésta se une a los IRE e inhibe la degradacion. En
consecuencia, la cantidad de receptor de transferrina aumenta, de modo que la célula

puede incorporar mas hierro (tomado de Lodish H. et al., 2002).

Del mismo modo se regula la traduccién del mRNA de la ferritina, donde interviene una
proteina intracelular que fija iones hierro, con lo cual impide la acumulacion de
cantidades tdxicas de iones libres. Cuando los depoésitos de hierro son escasos, la
traduccion de los mRNA de ferritina se reprime, de manera que el hierro introducido en
la célula por el receptor de transferrina esté disponible para las enzimas que requieren
este mineral; cuando hay exceso de hierro, la sintesis de ferritina deja de estar
reprimida, de manera que los iones de hierro libres sean fijados por la ferritina

neosintetizada.
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La traduccion de los mRNA de ferritina estd regulada por la unién de la IRE-BP a los
IRE (elementos de respuesta al hierro) en los extremos 5°de los MRNA (Fig.1-2).

IRE

“}/ \m Region codificadora COOH

(€
mRNA 5.4, L

de ferritina FA, H,N
-

Mucho hierro
>
IRE-BP<  (Inactiva) =
- 3

'\@ Ferritina
o traducida

(Activa)

@ Q Poco hierro , Mo i ivistasis
5 { }“A, // 0 hay Iniciacion

// de la traduccion

Figura 1-2: Regulacion dependiente de hierro de la traduccion del mRNA de la
ferritina. Con bajas concentraciones de hierro, la unién de IRE-BP activa bloquea la
iniciacion de la traduccion. Los IRE estan ubicados en el extremo 5” y no contienen las
secuencias ricas en AU, promotoras de la degradacion, presentes en los IRE 3" del
mRNA del receptor de transferrina (tomado de Lodish et al., 2002).

A diferencia de los IRE 3" de los mMRNA de TfR, los IRE 5" de los mRNA de ferritina
no tienen tallos ricos en AU ni promueven la degradacion del mRNA. Cuando las
concentraciones de hierro son bajas la IRE-BP es activa y se une a los IRE, con lo cual
se inhibe la iniciacién de la traduccion porque se bloquea la capacidad de la subunidad

ribosdmica 40S de rastrear o buscar el codon de inicio.
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Cuando las concentraciones de hierro son altas, la IRE-BP es inactiva y no se une a los
IRE 57, de modo que puede proseguir la iniciacion de la traduccién (Lodish et al, 2002).
Este delicado mecanismo de regulacion del hierro mantiene un balance adecuado
siempre y cuando los requerimientos diarios de hierro elemental se encuentren entre 1 a
2 mg/dia.

En las dietas occidentales, generalmente este requerimiento se sobrepasa y de no existir
esta regulacion en su absorcion, el exceso de hierro, puede causar dafios al depositarse
en tejidos y dérganos vitales como el corazon, el higado, las glandulas endocrinas, entre
otros, generando disfunciones a través de la produccién de radicales libres.

Para mantener la homeostasia del hierro, los organismos deben ser sensibles a los
cambios en sus niveles y responder a ellos alterando los procesos de absorcion y
almacenamiento del mineral. En los humanos, el control se ejerce fundamentalmente
sobre la cantidad de hierro que se absorbe, mas que sobre su excrecion. La respuesta
inadecuada o la pérdida de respuesta ante las variaciones de los niveles de hierro pueden

conducir a la anemia o a su sobrecarga.

1.1.2 Conceptos actuales del metabolismo del hierro

Hasta hace algo méas de una década solo se conocian tres proteinas que intervenian en el
metabolismo del hierro: la ferritina - principal proteina de reserva -, la transferrina -
principal transportador - vy, el receptor de transferrina - indispensable para la
internalizacion del mineral.

En los ultimos afios se han producido significativos avances en el campo de este
metabolismo, que han modificado la vision clésica del mismo, como consecuencia del
descubrimiento de un nimero importante de nuevas moléculas proteicas y también de
diferentes funciones de algunas proteinas ya conocidas. Entre estas proteinas se
encuentran transportadores de hierro ferroso como el transportador de metales
divalentes 1 (DMT1) y la ferroportina (Fpn); enzimas con actividad ferrooxidasa como
la hefastina y la ceruloplasmina, o ferrirreductasa como el citocromo b duodenal y
proteinas reguladoras como HFE (sigla de términos en inglés conformada por la

contraccion del gen HLA-H de la hemocromatosis hereditaria, localizado en el
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cromosoma 6p21, y FE por el simbolo del hierro), la hepcidina y la hemojuvelina
(HJV), y también un segundo receptor de transferrina (Tf,R).

El hallazgo de estas proteinas, asi como la vinculacién de las alteraciones de su sintesis
con estados patologicos del metabolismo del hierro, han conducido a una mejor
comprension del mismo y han modificado los modelos previos de regulacion de la
homeostasia del hierro.

Como vimos, a nivel intestinal, el hierro es absorbido por el enterocito en la porcion
proximal del duodeno. Lo incorpora en estado ferroso por medio del transportador de
membrana llamado DMT1 (Transportador Divalente de Metales 1), a través del cual se
absorben otros cationes como lo son el Calcio, el Cobre, el Magnesio, entre otros, los
cuales pueden competir con el hierro a la hora de su absorcion. La conversion del metal
de su estado férrico a ferroso requiere de una enzima llamada reductasa férrica duodenal
(CytbRD1), localizada en la membrana apical del enterocito junto al canal DMT1.

La CytbRD1, requiere de un pH acido para su adecuado funcionamiento como agente
reductor, de lo contrario, en un ambiente alcalino se favorece el mantenimiento del
hierro en su estado férrico y de esta manera se obstaculiza el paso del mismo a través
del DMTL1.

A nivel de la membrana basolateral del enterocito se requiere de otro transportador
Ilamado ferroportina y junto a esta se encuentra la proteina hefastina (enzima ferro-
oxidasa similar a la ceruloplasmina), que se encarga de la conversion del hierro para que
pueda ser transportado por la transferrina en el torrente sanguineo.

A nivel de los macrdfagos, el hierro obtenido de los eritrocitos senescentes, es liberado
o captado por la transferrina, lo mismo que por la ferroportina, la cual en estas células se
encuentra junto a la ceruloplasmina y no junto a la hefastina que si esta presente en los
enterocitos.

En los hepatocitos probablemente exista un proceso de liberacién similar, ain no

esclarecido por completo.
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Se dice que existen tres mecanismos por los cuales el organismo controla la absorcion
intestinal del hierro. El primero de los mecanismos se encuentra modulado por la
cantidad del elemento consumido durante la dieta, de manera que si este sobrepasa el
limite establecido durante la maduracién del enterocito en las criptas, se puede bloquear
en cierta forma el porcentaje del metal absorbido. Este mecanismo opera en forma
independiente de que el hierro corporal total y las reservas se encuentren disminuidos.
El segundo de los mecanismos reguladores responde al hierro corporal total y a sus
reservas, mas que a la dieta, y posee la capacidad de modificar la absorcion segun sea la
disminucion o aumento del hierro corporal total. En este mecanismo de regulacion se ha
propuesto la participaciéon de un péptido llamado hepcidina (Ganz T., 2003), el cual es
sintetizado por los hepatocitos y tiende a sobreexpresarse en casos de sobrecarga de
hierro. Su mecanismo de accion tiene como efecto la disminucion en la
biodisponibilidad del hierro, por medio de la intervencion en el paso del metal a través
de la membrana basolateral del enterocito hacia la transferrina en el plasma. Esto lo
realiza a través de la union a la ferroportina, la proteina transportadora que actia como
receptor de la hepcidina, y que tras su union la ferroportina es internalizada y conducida
a protedlisis, con lo que la capacidad de transporte del hierro a través de dicha
membrana disminuira.

Hepcidina

e Enterocito
U AT

Hieno

Heheﬁcg

Figural-3: Participacion de las nuevas proteinas en la homeostasia del hierro
(tomado de Forrellat Barrios et al., 2005)
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Lo mismo sucede a nivel de los macrofagos, donde la hepcidina se une a la ferroportina,
y limita la liberacion del hierro reciclado a la circulacion (Fig.1-3). Este es el
mecanismo que influye en la fisiopatologia de la anemia por enfermedad cronica, ya que
agentes inflamatorios como IL-1, IL-6, entre otros, estimulan la produccion de
hepcidina por los hepatocitos y de esta manera se disminuiria la liberacion del hierro
desde las reservas hacia los sitios de utilizacion.

El tercero de los mecanismos reguladores, es el llamado regulador eritropoyético, el
cual se ejecuta a través de una sefial evocada por la médula 6sea, conduciendo a una
supresion de la hepcidina y, por tanto, a un aumento en la absorcion intestinal del
hierro. Esto sucede, independientemente de que las reservas corporales del elemento
estén aumentadas. Suele presentarse en casos de eritropoyesis ineficaz y en anemias
hemoliticas, originando cuadros de hemocromatosis adquiridas.

La identificacion y caracterizacion de las proteinas mencionadas ha conducido a la
modificacion de los modelos clasicos de regulacion de la homeostasia del hierro. Asi,
actualmente, es un hecho casi indiscutible, el papel central del higado en determinar
cuanto hierro se absorbe en el intestino y su influencia en la liberacion del metal a partir
de los sitios de reserva. Ademas, hay que tener en cuenta que no se conocen
mecanismos fisiologicos que regulen la pérdida de hierro, por lo que la homeostasia del
mismo dependerda de la retroalimentacion que se establece entre las necesidades

corporales y la absorcion intestinal de hierro.

El descubrimiento de la hepcidina ha revelado la importancia del higado en el
monitoreo del estado de hierro y en la modulacion de la liberacion del hierro celular
mediada por la ferroportina, pues la hepcidina, disminuye la actividad funcional de la
ferroportina mediante la unién directa a esta proteina, que conduce a la internalizacion y
degradacion de la ferroportina. En el enterocito, esta accion podria disminuir el
transporte basolateral del hierro y asi disminuir su absorcion. Asimismo, en los
macrofagos y hepatocitos, la hepcidina puede intervenir en la exportacion del hierro y
en la disminucion de las reservas.

La expresion de la hepcidina en el higado es regulada por los mismos factores que
afectan la absorcion del hierro, por lo tanto, cuando alguno de estos factores se altera, la
absorcion de hierro varia inversamente con la expresion hepatica de la hepcidina.

A su vez, la expresion de esta proteina es afectada por el Tf R,, la HFE y la HIV y se

ha planteado que estas moléculas operan en la ruta de control de la homeostasia del
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hierro por encima de la hepcidina, mientras que la ferroportina esta por debajo de dicha
molécula (Forrellat Barrios et al., 2005).

Actualmente se piensa que el hepatocito no solo es el sitio de almacenamiento de los
depdsitos de hierro, sino que es el centro de control del mantenimiento de la
homeostasia de este mineral, pues él recibe mdultiples sefiales relacionadas con el

balance del hierro y es el responsable del control transcripcional de la hepcidina.

1.2 Importancia del estudio del estado del hierro

El desequilibrio de los mecanismos de regulacién dependientes de la concentracién de
hierro, puede originar trastornos hematoldgicos como ciertas anemias o estados de
sobrecarga de hierro cuya exploracion, por medio del estudio del estado del hierro,

permitird llegar al diagndstico més confiable y preciso.

Entre las anemias, la anemia ferropénica causada por una deficiencia en la calidad o en
la cantidad de hierro en la dieta, es la carencia nutricional mas frecuente, afectando a un
34% de la poblacion mundial, de los cuales un 80% viven en los paises en vias de
desarrollo, en los cuales los grupos mas afectados son los nifios debido a los mayores
requerimientos determinados por el crecimiento, y la mujer en edad fértil por la pérdida
de hierro debida al sangramiento menstrual o a las mayores necesidades de este mineral
durante el embarazo.

En estos paises, se estima que entre 30 y 40% de los nifios mas jovenes y las mujeres
pre-menopadsicas estan afectados por la deficiencia de hierro, llegando a valores de
hasta un 80% en algunas poblaciones infantiles de Latinoamérica, mientras que en los
paises desarrollados su prevalencia es de un 10% o inferior a dicho valor (Olivares G.
M. et al, 2003; Boccio et al., 2004).

Nuestro pais se encuentra en proceso de transicion nutricional, en el cual predomina el
retraso del crecimiento, el sobrepeso y la carencia de micronutrientes (Britos S., 2008).
Entre estas Gltimas, el déficit de hierro representa una problematica prioritaria, debido a

la gran cantidad de personas que se encuentran afectadas, como también por las
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consecuencias funcionales que produce y que, en algunas ocasiones, es irreversible
(Hallberg L. et al., 2001).

La anemia por deficiencia de hierro, compromete el desarrollo intelectual de los nifios,
el sistema inmunitario, la capacidad de trabajo muscular, y representa riesgos durante el
embarazo y el parto (Schwarcz R. et al., 2001).

De acuerdo con la Encuesta Nacional de Nutricion y Salud, en nuestro pais presentan
anemia 16% de los menores de 5 afios, 35% de los nifios de 6-24 meses de edad y 20%
de las mujeres en edad fértil. Esta prevalencia varia en las distintas regiones, con valores
considerablemente mayores en las de peores condiciones socioeconémicas; por ejemplo,
en el noreste, la prevalencia de anemia en menores de 2 afios llega a casi 46% (ENNyS,
2007).

Se han comunicado cifras aun mas elevadas. Un estudio sobre prevalencia en nifios de
6-24 meses del Gran Buenos Aires mostré que 60% presentaba deficiencia de hierro y
47% estaban anémicos (Calvo E.B. et al., 1990; Morasso M.C. et al., 2003; Donato H.
et al., 2009).

El estado nutricional de hierro de una persona depende del balance determinado por la
interaccion entre contenido en la dieta, biodisponibilidad, pérdidas y requerimientos por
crecimiento. Existen periodos de la vida - Primer afio de vida, Adolescencia, Embarazo
- en que este balance es negativo y el organismo debe recurrir al hierro de depdsito para
sostener una eritropoyesis adecuada. Durante estos tres periodos, una dieta con
insuficiente cantidad o baja disponibilidad de hierro agrava el riesgo de desarrollar una
anemia ferropénica (Donato H. et al., 2005).

Si bien el descenso de la ferremia o hipoferremia es caracteristico de la anemia
ferropénica, también puede observarse en todas aquellas situaciones que se acompafian
de un bloqueo del hierro en las células del sistema mononuclear fagocitico, tales como
los sindromes inflamatorios crénicos, enfermedades sistémicas y los procesos
neopléasicos avanzados.

En estos casos la anemia se instaura por una desaceleracion general de la eritropoyesis
pues las citocinas (TNF, IL;, ILg) liberadas por los macréfagos tienen un efecto
inhibidor sobre la eritropoyetina. Se origina una anemia normocitica de largo tiempo
que deviene microcitaria cuando estd muy evolucionada por retencion del hierro por los
macrofagos (Lafay M., 2003).
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En casos de sobrecarga de hierro, el hallazgo de una hipersideremia juntamente con el
estudio del estado del hierro puede ser de gran utilidad para patologias de menor
frecuencia como hemocromatosis y algunas anemias tal como las hemoliticas,
macrocitarias y aplasicas. Es tipica en la anemia siderobléstica y, asi mismo, el hierro
aumenta en sindromes talasémicos, por intoxicacion con plomo, isoniazidas, alcohol y

radioterapia, y en la porfiria hepatocutanea tardia.

1.3 Parametros minimos del diagndstico diferencial

El diagnéstico diferencial de la hipoferremia se establece mediante la certeza de una
carencia marcial. Generalmente la medida del hierro sérico se acompafia de una
determinacion de la transferrina, de la capacidad total de fijacién de hierro (CTFH) y
del coeficiente de saturacion de la transferrina que estara disminuido; pudiendo agregar
a este perfil, la valoracién de la ferritina cuyo valor si es muy bajo ayudara a confirmar
una carencia de hierro, pero un resultado normal no asegura descartar esta etiologia.

La ferremia y la CTFH son parametros que se relacionan con el intercambio de hierro
entre el sistema reticuloendotelial y la médula 6sea. La transferrina es la principal
proteina relacionada con el transporte de hierro en sangre, y como consecuencia de ello,
el contenido de hierro en el suero refleja el nimero de atomos de hierro unidos a la
transferrina. Cada molécula de transferrina puede unir hasta dos atomos de hierro, razon
por la cual la CTFH esta relacionada con la fraccion de sitios libres que posee la
transferrina para el transporte de hierro; en consecuencia el porcentaje de saturacion de
transferrina puede calcularse como la relacién entre la ferremia y la CTFH multiplicada
por 100. Estos tres parametros son particularmente Utiles para diferenciar los estados
deficitarios de hierro de causas nutricionales con respecto de aquellos que son
consecuencia de diferentes patologias, asociadas a procesos de infeccion e inflamacion
cronicos.

En los casos en que la anemia se asocia a las patologias crénicas puede utilizarse otro
marcador, el receptor soluble de la transferrina (TfRs) que indica el nimero de
receptores de Tf presentes en la superficie de las células y especialmente de los
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eritroblastos y cuya sintesis esta sujeta a las reservas de hierro funcional, pues aumenta
en las anemias por carencia de hierro, mientras que es normal en los casos de una mala
utilizacion del hierro como en las anemias inflamatorias o sideroblasticas.

Sin embargo, tanto el hierro del suero como la transferrina estan sujetos a grandes
fluctuaciones debido a factores como la dieta, y no siempre reflejan de forma fiable las
reservas de hierro. Ademas, la transferrina es una BR-proteina de fase aguda y como tal
sus niveles en suero pueden variar (normalmente disminuir, como una proteina de fase
aguda negativa) en condiciones de inflamacion. Existe un solapamiento considerable
entre los niveles de hierro en suero y la capacidad de unir hierro en la anemia
ferropénica y en la enfermedad cronica.

Una medida un poco mas discriminatoria de la anemia ferropénica es la relacion de
hierro en suero y la CTFH. Esta relacion es de alrededor de 1:3 en individuos normales,
mientras que en la anemia ferropénica aparecen valores muy reducidos de 1:5 o inferior.
De nuevo, existe un solapamiento importante incluso de esta relacion entre pacientes
con anemia ferropénica y de enfermedad cronica, de modo que los valores siempre

deben interpretarse con cuidado (Henry et al., 2005).

Por el contrario, en exceso de hierro, el diagnostico diferencial de hemocromatosis se
define en términos fenotipicos y las alteraciones genéticas muestran la susceptibilidad
para su desarrollo. También, en este caso, la investigacion debe iniciarse con el estudio
del perfil o estado del hierro y completarse con estudios genéticos (Del Castillo Rueda
A. etal., 2002).

En la sobrecarga de hierro, los valores de hierro sérico elevados y la saturacion de
transferrina (indicador analitico mas sensible) superior a 50% en la mujer y 70% en el
hombre (Garrido L. L., 2003) ya indican la posibilidad de diagnosticar una
hemocromatosis. Asimismo, una vez confirmado el diagnéstico de hemocromatosis por
la presencia de un trastorno autosomico recesivo con sobrecarga de hierro, asociado con
la mutacién del gen HFE ubicado en el cromosoma 6, el seguimiento del tratamiento,
desde el laboratorio clinico, se puede realizar por la evaluacién de la saturacion de
transferrina hasta que esta disminuya por debajo del 30%, y la ferritina del suero sea
menor de 50 ng/ml (Pietrangelo A., 2004).
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Aqui es importante recordar que del 6% de poblacion americana con un significativo
balance negativo del hierro, menos del 1% presenta una sobrecarga de hierro que puede
estar implicada como factor de riesgo en el infarto del miocardio, y también como un
factor de la patogénesis de la artritis reumatoide (Tietz N.W., 1994; Herbert V., 1992;
Salonen J.T. et al., 1992; Vreugdenhil G. et al., 1992).

1.4 Evolucion de la metodologia empleada para medir hierro sérico

La medicion de hierro sérico o ferremia y de su proteina trasportadora transferrina, asi
como la determinacion de la capacidad total de fijacion de hierro, juegan un rol
sobresaliente como herramientas de diagnostico en el estudio de los pacientes
hematoldgicos, especialmente en la diferenciacion de las anemias microciticas y de
procesos cronicos y en los procesos de sobrecarga de hierro libre.

Sin embargo, con frecuencia, se sospecha de la precision y exactitud de los métodos de
rutina utilizados en el laboratorio de anélisis clinicos para la determinacion de la
ferremia, los cuales son muy sensibles a errores técnicos y estan sujetos a variaciones
nicteméricas atribuibles a vaivenes en las transferencias del hierro entre sitios de
almacenamiento y los sitios de utilizacién. Ademas, la sola medida del hierro no es
facilmente interpretable debido a la elevada variabilidad bioldgica intraindividuo (Zilva
J.F. et al., 1979; Eckfeldt J.H. et.al., 1994; Fraser C.G., 2001; Thomas C. et al., 2002;
Brugnara C. 2002).

Uno de los métodos pioneros en la determinacion de hierro sérico fue el de Barkan y
Walker (Barkan G.y Walker B.S., 1940) que midio el color rojo desarrollado por el ién
ferroso con la o-fenantrolina en una alicuota del sobrenadante obtenido por
precipitacion del suero con &cido tricloroacetico (ATC).

A partir de 1950, se establecieron varios procedimientos que bien pueden considerarse
analiticamente correctos, en términos generales. Todos incluyen tres fases analiticas:
separacion del Fe*® de la transferrina, reduccion del Fe*® a Fe*? y por Gltimo, reaccion

del Fe*? con algiin cromégeno.
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Varios han sido los métodos manuales propuestos como los de Trinder P. (1956);
Ramsay, W. N. (1958); Levy A.L.y Vitacca P. (1961); Caraway W.T. (1963), y muchos
otros, los cuales resultan engorrosos cuando se deben procesar multiples analisis en un
laboratorio clinico.

Asi surgieron los métodos automatizados, especialmente basados en los procedimientos
de Young D.S. y Hicks J.M. (1965) y los de Zak B. y Epstein E. (1965). Estos métodos
automatizados para la determinacion de hierro sérico utilizaron el Autoanalizer System
of Technicon Instruments Company Ltd. y el Technicon Auto Analyzer Continuos
Filter equipados con resinas de intercambio ionico para las muestras en las que también
se midio la CTFH y se debia remover el hierro no unido (Giovanniello T.J., et al.,
1968).

El incremento de la solicitud de la determinacién de hierro en los pacientes pediatricos,
motivé la propuesta de microtécnicas simples y adaptables a pequefios laboratorios de
quimica clinica. Con este motivo, Giovanniello T.J. et al. en el afio 1979 presentaron
una adaptacion del método de Barkan G.y Walker B.S. (1940) modificado por Peters
T., et al.(1956), utilizando 20 ml de suero y reemplazando la batofenantrolina por
ferrozina. EI cromogeno ferrozina ya habia sido introducido, por el ICSH en1978 y
revisado en 1990 (Iron Panel-ICSH, 1990).

Investigaciones posteriores preconizaron metodos que no utilizan la desproteinizacion
previa y determinan directamente el hierro en el suero. Estos procedimientos tienen la
desventaja de producir turbiedad debido a la alta proporcién de suero empleado debido
a que la reaccion cromogénica desarrolla a un pH cercano al punto isoeléctrico de
muchas seroproteinas.

Para mejorar este inconveniente se ensayaron técnicas con soluciones buffer de
tiosemicarbazida en medio clorhidrico que a un pH de 1,65 permite que se forme el
complejo coloreado de ferrozina con hierro y, a ese rango de pH y en presencia de un
agente reductor, se asegura que el hierro es rapida y completamente liberado de la
transferrina (Ceriotti F.y Ceriotti G., 1980).

En otro trabajo (Mori L., et al., 1981) se utliza Triton X-100, un surfactante, para
disminuir la turbidez y tiosemicarbazida que elimina la interferencia del cobre pues
forma un complejo incoloro. Es la modificacion y adaptacion del método de Ceriotti y
Ceriotti al analizador ABA-100 bicromatico (Abbott Diagnostics Division Analytical
Systems, South Pasadena, CA 91030).
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También Levinson S.S., en1980, adaptd y modifico el método para el ABA-50 que es
similar al recomendado por Sigma (Sigma Chemical Co., St. Louis, M0 63178).

Ambos procedimientos comparten las desventajas de la dependencia sobre un equipo
comercial, que si bien disminuye el trabajo intensivo en un laboratorio clinico aumenta
el costo del reactivo (Mori L. et al., 1981).

También se realiz6 otra adaptacion del método de Ceriotti y Ceriotti utilizando el
COBAS BIO centrifugal analizer (Roche Analytical Instruments, Inc., Nutley, NJ
07110) y se encontré una excelente correlacion entre los resultados obtenidos por este
procedimiento y el método que emplea el ACA Il (DuPont, Wilmington, DE 19898).
Durante el curso de los estudios de precision surgio, como fuente de error, que una leve
turbidez al momento de la lectura del blanco, si bien es rara, cuando ocurre es causa de
medidas de absorbancia muy altas. Asimismo se observd que, cuando las
concentraciones de hierro son bajas, existe una diferencia del 1% entre los valores de
los duplicados que se estimd entre 0,05 a 0,18 mg/L; este error no pudo ser eliminado
por cambios en la concentracion de Triton X-100 agregado, en el pH o en el volumen de
muestra utilizado (Schlosnagle D. C., 1982).

En la Tabla 1-1 se muestran varios de los métodos que se han empleado en la
evaluacion del hierro sérico, desde los tediosos métodos con incubacién previa a la
desproteinizacion, incluyendo el método recomendado por el estdndar H17-A del
Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI), hasta los primeros métodos

automatizados.

Tabla 1-1: Caracteristicas metodoldgicas de los métodos que se han utilizado en

la determinacién de hierro sérico

Meétodos manuales
Volumen suero/ )
Cromogeno/
otras Reductor Meétodo
. ()
condiciones

CDe* 2ml Hidrazina + Fenantrolina. Barkan G.y Walker B.S.
+ HCl a 37°C, 1h | Acetato de sodio (490 nm) (1940)
+ATC1lh;pH45 1h
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CDe* 2ml Ac.tioglicolico 4:7 Difenil 1:10 Trinder P.
+ ATC a 90-95 °C, + Acetato de fenantrolina+ Ac. (1956)
10 sodio clorosulfénico.
(624 nm)
CDi** Sulfito de sodio 2,2" Di — piridil Ramsay W.N.
0,5ml(f=4) 6 2ml + Ac.acético fenantrolina. (1958)

+reductor a 100°C,

Extrae con

5 Cloroformo 307",
pH: 5,3 (520 nm)
SDe? 0,6 ml Ac.ascarbico Terperidine Levy A.L.y Vitacca P.
+ Buffer fosfato a45°C, 20°. (1961)
pH: 4,3 (552 m)
CDe* Ac.ascorbico TPTZ Caraway W.T.
0,1ml (f=20) 6 2ml + HCL + Ac. Acético + (1963)
+ ATC Acetato de amonio.
+ Cloroformo (590 nm)
pH: 4-5
CDe* 2ml Ac.tioglicolico | Disodio 4:7 Difenil Bothwell T.H. et al.
+ ATC + reductor +HCL 1:10 fenantrolina (ICSH Expert Panel)
a56°C, 15 disulfonato + (1978)
acetato de sodio.
(535 nm)
CDe* 0,2 mi Ac.tioglicélico Ferrozina Giovanniello T.J. et al.
+ATC + HCL + Acetato de sodio. (1979)
+ reductor (562 nm)
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CDe* 0,5 ml (f = 4)

Ac.tioglicolico

Ferrozina (562 nm)

Iron panel of ICSH

+ATC + + HCL 0 (1990)
reductor a 56°C,15" Ferene (593 nm)
pH: 4,5
CDe* 2mi Ac.ascorbico | Ferrozina (562 nm)
+ reductor + ATC + HCI 0
Ferene (593 nm)
+Tiourea Van Assendelft O.et al.
+Acetato de sodio (1998)
SeAu?? 0,3 ml CINa + HCL+ | Ferrozina (562 nm)
+ CINa +HCL+Brij | Ac.ascorbico 0
(diélisis) Ferene (593 nm)
+ reductor +Tiourea
+Acetato de sodio
(570 nm)
Métodos automatizados
Vol. dilucion de
Cromobgeno
suero (Dil)/ otras Reductor Meétodo
condiciones ®)
Dil + reductor + Ac.ascorbico TPTZ +

Tween 20. + HCI + HCL+Tween + | Young D.S.y Hicks J.M.
(didlisis) Acetato de amonio. (1965)
(600 nm)
Dil + reductor Ac.ascorhico 4,7-Difenil-1,10

(dialisis) + HCI fenantrolina Zak B.y Epstein E.
+ acetato de sodio sulfonato (1965)
pH: 4,65 (534 nm)
Dil + reductor + Ac.tioglicolico Batofenantrolina Giovanniello T.J. et al.
CINa +Tween20. +HCL (535 nm) (1968)

(filtros / resina)
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Dil + reductor + Ac.ascorbico Ferrozina Ceriotti F.y Ceriotti G.
Tiosemicarbazida + HCI (562 nm) (1980)
Dil + reductor Hidroxilamina Batofenantrolina Levinson S.S.
a 37°C, 10 (550/560 nm) (1980)
Dil + reductor + Ac.ascorbico Ferrozina Mori L. et al.
Tiosemicarbazida + + HCI (550/560 nm) (1981)
TritonX-100
Dil + reductor Ac.ascorbico Ferrozina Schlosnagle D.C. et al.
+ HCI (562 nm) (1982)

*: con desproteinizacion

Referencias:

a: sin desproteinizacion

**: con digestion

&a - semiautomatizado

determinacion de este analito (Sosa M. et al., 2001).
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En la préactica clinica los métodos colorimétricos para hierro sérico son procedimientos
que se siguen usando. A pesar del advenimiento de los métodos automatizados, es aun

frecuente en paises en desarrollo la utilizacion de métodos manuales para la

En nuestro medio, con el objeto de estimar los recursos que estdn en uso en los
laboratorios participantes del Programa de Evaluacion Externa de la Calidad (PEEC) en
el Subprograma Hematologia de la Fundacion Bioquimica Argentina, se realizé una
encuesta con la finalidad de conocer los métodos y reactivos empleados (Fernandez

Alberti M.A. et al., 2002). Los métodos mas utilizados segun dicho relevamiento, usan
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colorimetria directa en un 84,3%. El fundamento del mismo es la liberacién del i6n
férrico de su proteina transportadora, posterior reduccién a ién ferroso y medicion
espectrofotométrica de un complejo coloreado que forma el hierro con un reactivo
cromogeénico.

Por otra parte, el método propuesto por el Comité Internacional para Estandarizacion en
Hematologia (Bothwell T.H. et al., 1978) y recomendado por el CLSI utiliza un método
que en una primera etapa incluye la precipitacion de las proteinas con acido
tricloroacético; se reduce el hierro férrico al estado ferroso con &cido ascorbico y se
mide el hierro en el sobrenadante, por formacion de un complejo coloreado con un
cromégeno (Van Assendelft O.W.et al., 1998).

1.5 Interferencias en la medicion de hierro sérico

En quimica clinica, un problema es la interferencia que frecuentemente producen las
proteinas del suero y del plasma en ciertos procedimientos.

En situaciones clinicas especiales, como son los pacientes sometidos a hemodialisis
renal, se han obtenido resultados elevados para hierro sérico medido por métodos
directos, atribuidos a la interferencia del fibrindgeno. En el mismo estudio se evalu6 el
hierro en pacientes cardiacos anticoagulados con heparina pero dicha interferencia no
fue observada, debido a que los pacientes renales son anticoagulados hasta obtener un
rango de PTT (tiempo parcial de tromboplastina) entre 175 a 200 segundos, mientras
que los pacientes cardiacos reciben mucho menos heparina: hasta obtener valores de
PTT en el rango de 40 a 70 segundos.

En relacion a la medida del hierro sérico el ICSH en 1978 recomienda que las proteinas
se remuevan por precipitacion con ATC. En este estudio se utilizé como instrumento de
medida el American Monitor KDA que por un proceso de flujo continuo remueve las
proteinas por dialisis a través de una membrana semipermeable (Technicon Information
Bulletin, 1976). El procedimiento del ICSH insume mas tiempo y la mayoria de los
analizadores no tienen incorporadas membranas para dialisis. Una alternativa puede ser

el uso de detergente para dejar las proteinas en solucion, pero ocurre que
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frecuentemente la naturaleza del detergente no es revelada por las casas comerciales que
proveen los equipos reactivos (Bunting P.S.y Aggarwal M, 1983).

Otro trabajo recomendo el uso de SDS (dodecil sulfato de sodio) comprobando que las
proteinas del suero y del plasma quedan en solucién cuando se lo usa diluido 1:3 con
acido clorhidrico 0,1 mol/L, pero este proceso requiere mayor volumen de muestra
(Tietz N., 1976).

A su vez, en otro estudio realizado por comparacién entre una adaptacion
semiautomatizada del método propuesto como método de referencia del CDC y un
método que emplea el procedimiento de solubilizacion con detergente (Triton X-100) y
que utiliza el Roche Cobas - Bio analyzer, se encontrd que este método automatizado es
susceptible a interferencias por hemoglobina, lipemia y bilirrubina (Valcour A.A. et al.,
1990).

Aqui es importante mencionar las principales interferencias y fuentes de error a que
hacen referencia las recomendaciones del estandar H17-A del CLSI: contaminacion,
hierro de la hemoglobina, cobre, zinc, materiales de control liofilizados, plasma y la
variacion diurna propia del analito hierro.

Por otra parte, otros investigadores (Eckfeldt J.H.y Witte D.L., 1994) han sefialado la
marcada interferencia positiva del cobre, y en menor grado del zinc, como principales

iones no ferrosos interferentes.

1.6 Antecedentes relacionados con los objetivos de este trabajo

El interés creciente en torno al metabolismo y transporte del hierro en el hombre, ha
estimulado la necesidad de establecer métodos exactos, sensibles y reproducibles para la
determinacion de la ferremia.

La gran diversidad de metodologias y marcas comerciales, en uso en laboratorios
locales, para la determinacion de hierro serico, dificultan la comparacion de los
resultados obtenidos en los diferentes laboratorios.

Entre los antecedentes relacionados con los objetivos del proyecto, organizaciones
internacionales como la Federacion Internacional de Quimica Clinica (IFCC) y la
Organizacion Mundial de la Salud (OMS) publicaron los principios y recomendaciones
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sobre evaluacion de los juegos de reactivos para diagnostico utilizados en los
laboratorios de salud con recursos limitados, estableciendo que como primera
orientacion en la validacion, seleccion de métodos y productos analiticos, estos deberan
responder a:

a) las necesidades y posibilidades variables de los laboratorios.

b) procesos de evaluacion relativamente simples y directos, y

¢) la reduccién al minimo de costos y personal para llegar a una decision.

En la Parte 1 del documento de la IFCC (Logan J.E. et al., 1985a) se establecieron:
Consideraciones generales para la seleccion de Juegos para Evaluacion, en base a los
estudios realizados por Bulttner y otros autores (Buttner J. et al., 1979) quienes
confirmaron que las caracteristicas de factibilidad y de confiabilidad, usadas para
describir las particularidades de un método analitico, son validas para la descripcion de
un equipo de quimica clinica. En primer lugar, se debe realizar el examen de la
rotulacion del producto para la informacion contenida en los rotulos e inserto,
informacién que deberd contener: denominacion, uso que se le va a dar, cantidad,
composicion, nimero de lote, almacenamiento, fecha de caducidad, precauciones,
método y fabricante (Rubin M. et al., 1979).

Ademas, el prospecto del envase debera incluir: pruebas que garanticen la idoneidad del
empleo y duracion del producto después de abrir el recipiente, aplicaciones concretas de
uso y limitaciones segiin muestras con tipo de interferencias; reactivos y materiales
suministrados con el producto y si se necesitara otro material o equipo, especificar la
calidad, composicién y concentraciéon de los componentes, detalles de los principios de
la prueba para identificar su base quimica, estabilidad de los reactivos abiertos o
reconstituidos, detalles sobre tipo de muestras, obtencion, conservacién, anticoagulantes
y almacenamiento, procedimiento de prueba detallado, condiciones experimentales,
calibracién, registros, incluyendo referencias bibliogréficas, especificaciones de la
calidad alcanzable, limitaciones de veracidad y precision, linealidad, sensibilidad y

marco Uutil de concentracion, fecha del prospecto del envase, entre otros.
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En la parte 1B del mismo documento se detallan:
Consideraciones generales para: Evaluaciones del funcionamiento analitico de un
método, pues los ensayos deberan planearse de modo que permitan calcular la magnitud
del error analitico que pueda estar presente en el resultado final de la muestra del
paciente, que debe expresarse en las mismas unidades utilizadas para el resultado del
paciente.
Las definiciones de necesidades de confiabilidad y de error permisible se basan
frecuentemente en premisas diferentes para los requisitos analiticos y clinicos.
La confiabilidad de un solo resultado en el laboratorio como criterio decisivo, si bien
depende en parte de la confianza que el médico deposite en él, esta determinada por
tres elementos de confiabilidad:
1. Confiabilidad horizontal: los resultados obtenidos por distintos laboratorios
deben ser comparables.
2. Confiabilidad vertical: la calibracion del procedimiento analitico debe estar
relacionada con referencias establecidas.
3. Confiabilidad durable: la comparabilidad horizontal se mantiene en el tiempo
(Mazziotta D., 2004).

La estimacion del error permisible se basa en la dispersion observada en los datos de las
pruebas de competencia de los laboratorios y suele expresarse como * 2 desviaciones
estandar (DE) para abarcar el 95 % (0,95) de la variabilidad prevista alrededor de la

media.

En la Parte 2 del documento (Logan J.E. et al., 1985b) de la IFCC/OMS, considerando
el desacuerdo existente en cuanto a los métodos de referencia y la limitada
disponibilidad, que aun a la fecha existen, de estos ultimos en escala mundial, se
propone el empleo de una base arbitraria de veracidad fundada en material de
referencia, de manera que pueda procederse a la evaluacion de un modo directo con una

inversion minima de tiempo y materiales.
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El protocolo, propuesto por Logan J.E. y colaboradores, considera:

e compra de suministros y materiales para una evaluacion previa, dos sueros de
referencia, una solucion madre del analito de concentracién conocida y preparacion de
materiales para el Estudio Ampliado Final

e ejecucion de la evaluacion preliminar que consiste en tres ensayos de la serie de
soluciones de calibracidn del analito (incluido un blanco a cero) y dos o tres sueros de
referencia, analizando cada muestra por triplicado

e con los datos preliminares determinar la linealidad de la prueba y la estabilidad
del juego de reactivos

e usando simples criterios de precision y exactitud, determinar si se continda con
la evaluacion

e se comprobara el error causado por sustancias interferentes conocidas o
sospechadas, realizando 40 a 60 analisis del juego

e i hasta aqui, el funcionamiento del juego parece satisfacer las necesidades del
laboratorio se procede al Estudio Ampliado Final, que consiste en series analiticas de 30
muestras en seis dias separados durante un periodo de tres semanas, a fin de medir el
sesgo Y la imprecision obtenidos

e registro de los datos y calculos. Determinar las desviaciones estandar, el
coeficiente de variacion y la exactitud del analisis y decidir si el juego de reactivos

retne las condiciones de calidad exigidas.

A su vez, la Guia Aprobada del CLSI, EP10-A sobre Evaluacion Preliminar de Métodos
Cuantitativos en el Laboratorio Clinico, describe un proceso para la evaluacion
preliminar de la linealidad, desviaciones, arrastre de la muestra y precision de un
método en el laboratorio clinico, destacando la necesidad de realizarla siempre antes de
que el método sea utilizado en muestras de pacientes (Garber C.C. et al, 1998). El
objetivo basico es encontrar los posibles problemas que pudiera presentar el método en
evaluacion, para determinar la aceptabilidad o no del mismo. Como materiales,
propone el empleo de tres pooles estables de sueros de pacientes que cubran el rango
requerido o el rango clinicamente relevante, que no excedan los limites requeridos.
También pueden usarse materiales obtenidos del comercio, como controles o

calibradores.
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Establece, como minimo, la realizacion de una corrida diaria de diez muestras durante
cinco dias, para conocer la linealidad y la precision, sin dejar de inspeccionar los valores
marginales en las representaciones graficas de las corridas. Ademas, propone el registro
de los datos obtenidos para estimar la desviacion estdndar y computar la variancia
dentro y entre cada corrida. Asimismo, indica incorporar en cada corrida sueros de
pacientes, con nivel bajo y con nivel alto, que han sido valorados por otros métodos, a
modo de control cruzado experimental.

Teniendo en cuenta los antecedentes antes mencionados y dado que, en ausencia de un
método definitivo aceptado internacionalmente como método de referencia para la
medida de hierro sérico, las comparaciones relativas son validas, se resolvio realizar
este trabajo.

A los fines de evaluar la metodologia a seguir, se consideraron diferentes normas como
las del EP5-A, EP9-A2, EP10-A del CLSI y las del CDC, y se optd por definir un
protocolo de evaluacién que se describe en las secciones 4.2.1.5, 4.2.2 y 4.2.3 y que se
establecio sobre la siguiente hipotesis de trabajo:

“La determinacion de hierro sérico por método directo sin previa desproteinizacion,
presenta buena correlacion con el método recomendado por el CLSI, que utiliza
desproteinizacion previa, y asegura un resultado confiable en el momento de

diagnosticar patologias en el metabolismo del hierro”.
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2. Objetivos

2.1 Generales

1-

Comparacion del método recomendado para la determinacion de hierro sérico
por el CLSI, que utiliza desproteinizacion previa a la colorimetria, con los
métodos utilizados en equipos comerciales de reactivos en uso en nuestro medio,
que miden el analito directamente en el suero sin previa desproteinizacion, por
métodos manuales y automatizados.

Transferencia de las recomendaciones surgidas de la evaluacion comparativa a
la red de laboratorios publicos y privados, para el mejoramiento de la calidad

analitica de la determinacion de ferremia.

Especificos

Puesta a punto del método recomendado por el CLSI.

Preparacion de pooles de materiales controles propios en tres niveles.
Asignacion de valores de materiales controles propios y de materiales de
evaluacion externa empleados en Programas nacionales (PEEC-FBA) vy
extranjeros (Centro Wadsworth, Departamento de Salud del Estado de New
York — WCDHNY - y Programa de Evaluacién Externa de Calidad del Reino
Unido — UK NEQAS) como asi también la verificacién de valores asignados a
controles comerciales.

Evaluacién de equipos comerciales disponibles en nuestro medio:

4.1- Definir una estrategia de evaluacion basado en las recomendaciones
actuales.

4.2- Analisis de la presentacion del producto.

4.3- Analisis de la factibilidad de la prueba.

4.4- Evaluacioén del funcionamiento analitico.
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4.1 Materiales

4.1.1 Muestras

4.1.1.1 Materiales de Control comerciales

4.1.1.1.1 Soluciones estandares de hierro

A - Sueros calibradores
Calibrador Bioquimica-Lote 040 AD Ref 18011, BS
Calibrador A plus-Lote 0010018240, W

B - Sueros controles
Control de Bioguimica I-Lote 055 AB Ref 18006, BS
Control de Bioquimica I1-Lote 055 AA Ref 18008, BS
Standatrol S-E nivel 1-Lote 021560, W
Standatrol S-E nivel 2-Lote 021560, W

41.1.12 Titrisol® Patrén de hierro 1000 mg Fe-Merck
Soluciones de 0,25 - 0,50 - 1,00 - 1,50 - 2,00 y 3,00 mg/L respectivamente, preparadas a

partir de la solucién de Titrisol® por dilucion con agua bidestilada

4.1.1.2 Materiales de Control de preparacion propia - Pool de sueros

Se utiliz6 una mezcla de sueros frescos, obtenidos por puncion venosa de personas

adultas sanas con un ayuno de 12 horas, sin enfermedad aparente detectada sobre la
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base de los analisis quimico-clinicos. Se seleccionaron los sueros de pacientes con datos
hematoldgicos dentro del rango de referencia considerado normal: eritrosedimentacion
no mayor de 10 mm, hemoglobina no menor de 120 g/L y hematocrito no menor de
0,40.

Las muestras de sangre total obtenidas se dejaron reposar, se retiraron los coagulos
cuidadosamente, se centrifugaron a 5.000 rpm durante 20°, se decantaron los sueros y se
recentrifugaron antes de volcarlos dentro de botellas plasticas que se guardaron en
freezer a -20°C. Para preparar el pool de sueros y de acuerdo a las indicaciones del
PEEC Noticias (Mazziotta D., 1995) se retiraron las botellas del freezer y se dejaron a
temperatura ambiente dentro de un recipiente plastico. Cuando la descongelacion fue
completa, se volcaron los volumenes de sueros en un erlenmeyer, se colocé un buzo y
se llevé a un agitador magnético durante una hora, tapando el erlenmeyer con parafilm.
Se filtr6 a través de gasa estéril y se realizo la determinacion de hierro para verificar si
la concentracion se encontraba dentro del valor considerado normal o mediano.
Inmediatamente, este pool de sueros se dividio en tres lotes, siguiendo las
recomendaciones del estandar H17-A del Clinical and Laboratory Standards Institute
(CLSI) - Apéndice B sobre la preparacion de material de control de calidad (Van
Assendelft O.W. et al., 1998b) y se obtuvo:

Lote 1: al que se agreg6 agua bidestilada comenzando con 1 ml por litro de pool de
suero y se fue midiendo el hierro hasta obtener un valor menor de 0,60 mg/L: Nivel
Bajo

Lote 2: sin agregados : Nivel Normal o Mediano

Lote 3: al que se agregd 1 ml de solucién stock de hierro (1,000 g/L) por cada litro de
pool de suero: Nivel Alto

Estos tres lotes de pooles de sueros se fraccionaron en viales libres de hierro a razén de
5 ml por vial utilizando un dispensador Pipet-Aid y se almacenaron a -35°C hasta su

uso.
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4.1.1.3 Materiales de Control de Programas de Evaluacion Externa

4.1.1.3.1 Sueros control del Programa de Evaluacion Externa de Calidad del Reino
Unido (UK NEQAS)

Se utilizaron 8 sueros pertenecientes a los lotes: 676, 677, 678, 679, 680, 681, 682, y
683. Se trata de material bioldgico liquido y homogéneo provisto por el UK NEQAS.

4.1.1.3.2 Sueros control del Programa de Evaluacion Externa de Calidad del
Centro Wadsworth, Departamento de Salud del Estado de Nueva York
(WCDHNY)

Se utilizaron 5 sueros pertenecientes a los lotes: C41, C42, C43, C44, y C45. Se trata de

material bioldgico liquido y homogéneo provisto por el WCDHNY.

4.1.1.3.3 Sueros control del Programa de Evaluacion Externa de Calidad de la
Fundacion Bioquimica Argentina (PEEC-FBA)

Se utilizaron 24 sueros liofilizados del PEEC-FBA: lotes 173, 178, 182, 185, 187, 190,
194, 197, 199, 202, 204, 206, 207, 208, 211, 213, 215, 220, 221, 222, 223, 224, 225, y
226 que fueron reconstituidos agregando 5 ml de agua bidestilada, mezclando por

inversion suave y dejando en reposo durante 30 minutos antes de su procesamiento.

4.1.2 Drogas y equipos de reactivos comerciales

= Agua bidestilada I, obtenida en la Catedra de Hematologia por redestilacion de
agua destilada y controlada por fotometria de llama con el objeto de asegurar la
no contaminacion con sodio, que se utilizd para realizar las pruebas

preliminares.
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Agua bidestilada 11, proporcionada por el Laboratorio de Referencia y
Estandarizacion en Bioquimica Clinica de la Fundacion Bioquimica Argentina
(LARESBIC - FBA) con las siguientes especificaciones: Resistividad = 15.0
MQ.cm y Conductividad = 19.5 ps. La misma fue utilizada en todos los ensayos

posteriores.

Acido nitrico 65% p.a. ACS - Biopack, Argentina

Hierro, polvo fino 99 % p.a. - Laboratorio Anedra, Argentina

Hierro SRM 937 (granallas > 99,9 % de pureza) del National Institute of
Standards and Technology (NIST) — USA

Acido clorhidrico 37% p.a. — Merck KGaA, Alemania

Acido tricloroacético 99% p.a. - Laboratorio Anedra, Argentina

Acido tricloroacético 99% p.a. - Biopack, Argentina

Acetato de sodio trihidratado 99,5-100,5% p.a. ACS, importado, fraccionado en
Argentina por Merck Quimica Argentina S.A.1.C.

Acido L-ascorbico 99% p.a. ACS-ISSO, importado, fraccionado en Argentina
por Merck Quimica Argentina S.A.I.C.

Tiourea 99%, Riedel-de Haén, Seelze - Hanover- Alemania

Ferene® - Sigma-Aldrich Chemie GmbH - Alemania

Equipo comercial Hierro-Ferrozina - Laboratorios BioSystems (BS).

Equipo comercial Fer-color, linea liquida - Laboratorios Wiener (W).
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4.1.3 Material de vidrio

Se utilizo el siguiente material de vidrio requerido para la implementacion del método

recomendado:

Matraces de 50 ml, 100 ml, 200 ml, 500 ml, 1000 ml y 2000 ml.

= Tubos de centrifuga de 10 ml, con tapa esmerilada.

= Pipetas de simple y doble aforo de 1 ml, 2 ml, 3 ml y 5 ml cuyo control
volumétrico fue realizado en el LARESBIC-FBA, por gravimetria a 20

°C, como material volumétrico grado B.

= Otras pipetas de 10 ml utilizadas en la preparacion de las soluciones

descontaminantes.

=  Tubos de Khan

= Elementos varios (erlenmeyers, vasos de precipitado, varillas).

Un requisito a tener en cuenta, dentro de la fase pre-analitica, es que todo el material
utilizado debe estar libre de hierro.
Procedimiento de descontaminacion: el material de vidrio se lavé con una solucion de
detergente no-ionico, se enjuagd con agua destilada y se dejo sumergido en una
solucion &cida durante 24 hs. Se elimind la acidez mediante numerosos lavados con
agua bidestilada y se sec6 en ambiente libre de polvo.
Las soluciones acidas empleadas, segun la metodologia seleccionada, fueron:

b) Solucion de acido nitrico 0,75 mol/L, para el MR (CLSI)

c) Solucion de acido nitrico al 50% (v/v), para el Método de BS, y

d) Solucion de acido clorhidrico al 10% (v/v), para el Método de W
El control randomizado de descontaminacion se realizO con 2 ml de reactivo

precipitante-reductor y 1 ml de reactivo cromdgeno que se mezclaron en los tubos
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seleccionados del lote a controlar dejandolos durante 30" en reposo. Se aceptan lecturas

menores a 0,015 UAbs entre 562 y 593 nm, segin normas CLSI.

4.1.4 Instrumental

- Balanza Mettler modelo AB 204 (sensibilidad = 0,1mg) calibrada en el LARESBIC-
FBA, especialmente utilizada para realizar las pesadas de las drogas necesarias para la

preparacion de los reactivos del MR (CLSI).

- Espectrofotémetro Shimadzu modelo1601 con ancho de banda de 2 nm que utiliza una
cubeta con 1cm de camino Optico, donde se realizaron las lecturas de las absorbancias
de todas las determinaciones realizadas por métodos manuales. Este equipo realiza una
verificacion automatica de calibracion al encendido del mismo y verifica estar dentro de
especificaciones predeterminadas (Manual Shimadzu Corporation, 1994).

Antes de comenzar la fase analitica y durante la misma, se efectuaron controles de
calidad del espectrofotometro utilizando soluciones elaboradas por el LARESBIC-FBA

con valores de absorbancias certificadas por el NIST:

a) Soluciones de concentraciones conocidas de dicromato de potasio en acido
perclorico 0,00IN (Al, A, Az y A;) para controlar la exactitud y linealidad

fotométrica en el UV.

b) Soluciones de concentraciones conocidas de nitrato de cobalto en acido
sulfarico 0,37N (B1, B,, B3 y B,) para controlar la exactitud y linealidad fotométrica en
el Visible.

c) Soluciones de concentraciones conocidas de cianmetahemoglobina (H1 y
H.) para controlar la exactitud fotométrica; para la preparacion de estas soluciones se
utilizé cianuro de potasio y ferricianuro de potasio grado analitico, pureza 99,0%,
sangre entera humana con serologia negativa para HIV, HVC y HVB y agua grado

reactivo tipo I.
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d) Solucidn de nitrito de sodio 50 g/L, para evaluar la presencia de luz parésita.

- Analizador automatico Random Access BioSystems A15 en el que se midieron
las absorbancias de las series de determinaciones efectuadas en forma automaética. Este
equipo es controlado periédicamente segun las normas establecidas por el Sub -
Programa de Control de Instrumental del PEEC-FBA.

- Micropipeta Capilettor® de 200 pl (valor nominal) calibrada en el LARESBIC-FBA
por pesada de agua destilada y controlada periddicamente.

4.2 Métodos

4.2.1 Método recomendado (CLSI)

Se utiliz6 el procedimiento recomendado por el estandar H17-A del CLSI (Van
Assendelft et al., 1998a).

El fundamento del mismo, en su primera etapa, incluyo la precipitacién de las proteinas
séricas con &cido tricloroacético, liberacion del ion férrico de su proteina transportadora
en un medio &cido y reduccion a ion ferroso con acido ascérbico. En el segundo paso,
el hierro del sobrenadante se midi6 por la formacion de un complejo coloreado con un

reactivo cromogeénico.
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4.2.1.1 Preparacion de Reactivos

Acido tricloroacético (ATC) 50% (p/v): En un matraz volumétrico se disolvieron 250,0
g de ATC en agua bidestilada y se diluyeron a 500 ml. Este reactivo, almacenado a 4°C,

es estable durante 6 meses.

Solucion de acetato 4 mol/L: En un matraz volumétrico se disolvieron 544,4 g de
acetato de sodio trihidratado en agua bidestilada, se diluy6 a 1,0 L y se filtré a través de
una membrana de acetato de celulosa con un tamafio de poro de 0,45 pum de diametro.

Esta solucion, almacenada a temperatura ambiente (18-25°C) es estable por un mes.

Acido Clorhidrico 6 mol/L: En un matraz volumétrico se agregaron 500 ml de acido

clorhidrico concentrado a 250 ml de agua bidestilada y se diluyerona 1,0 L.

Acido Clorhidrico 0,1 mol/L: En un matraz volumétrico se agregaron 8,3 ml de acido

clorhidrico concentrado a 500 ml de agua bidestilada y se diluyerona 1,0 L.

Reactivo reductor precipitante: En un matraz volumétrico se disolvieron 5,0 g de acido
L-ascorbico en 200 ml de la solucion de ATC al 50%. Se adicionaron 33 ml de acido
clorhidrico 6 mol/L y se ajustd el volumen a 1,0 L con agua bidestilada. Este reactivo,

almacenado a 4°C es estable durante una semana.

Reactivo cromogénico: En un matraz volumétrico se disolvieron 600 mg de Ferene®
(sal disddica del 3-(2-piridil)-5,6-bis (5-sulfo-2-furil)-1, 2,4-triacina) y 15,0 g de tiourea
en solucion de acetato 4 mol/L ajustando el volumen a 1,0 L. Se dejé durante una noche

a 4°C antes de usar. Este reactivo almacenado a 4°C es estable durante una semana.
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4.2.1.2 Preparacion de Soluciones Estandares

Solucién Estandar Stock de Hierro, 1,000g Fe/L: Se disolvieron 1,000 g de granallas de
hierro (NIST) en 12 ml de acido clorhidrico concentrado calentando suavemente. Una
vez disuelto, se enfrié a temperatura ambiente y se diluy6 a 1,0 L con agua bidestilada.

Esta solucion, almacenada entre 18-25°C y bien tapada, es estable indefinidamente.

Solucion Estandar Intermedia, 50 mg Fe/L: Se diluyeron 25 ml de la solucién stock a
500 ml con &cido clorhidrico 0,1 mol/L. Esta solucion es estable por al menos tres

meses si es almacenada entre 18-25°C en un recipiente bien tapado.

Soluciones Estandares de Trabajo: Se transfirieron0-0,5-1,0-2,0-3,0-4,0y 6,0 ml
de solucion estandar intermedia a una serie de matraces volumétricos de 100 ml y se
llevaron a volumen con la solucion de Acido Clorhidrico 0,1 mol/L. Se obtuvieron la
siguientes concentraciones finales de hierro: 0 (reactivo blanco) - 0,25 - 0,50 - 1,00 -
1,50 - 2,00 y 3,00 mg/L respectivamente. Estas soluciones son estables, por al menos

tres meses, cuando son almacenadas entre 18-25°C.

4.2.1.3 Calibracion

A — Prueba preliminar de la técnica manual a utilizar en este trabajo

Se prepararon soluciones para calibracion a partir de Hierro — Anedra (calidad analitica
99%) y se efectuaron curvas de calibracion segun el siguiente procedimiento:

Se mezclaron 2 ml de cada una de las soluciones estdndares con 2 ml de reactivo
reductor precipitante en un tubo de vidrio con tapa esmerilada. Se homogeneizaron en
vortex, se dejaron reposar durante 15 minutos y se centrifugaron durante 15 minutos a
1500 g. Se transfirieron 2 ml de cada sobrenadante a otros tubos de vidrio y se les
adiciond6 1 ml de reactivo cromogénico. Se mezclaron bien usando el vortex, se
centrifugaron los tubos a 1.100 g durante 15 minutos y se leyeron las absorbancias de

cada solucién a 593 nm usando como blanco solucion reductora precipitante.
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B — Empleo de material de referencia proveniente del NIST

Se realizé la calibracion utilizando el material de referencia Hierro SRM 937 (calidad

analitica > 99,9 %) siguiendo el mismo procedimiento empleado en A.

C - Empleo de materiales comerciales

C1 — En las calibraciones n°13 y n°14 del MR se realizaron, comparativamente,
calibraciones con la solucion patron de hierro 1.09972 Titrisol® de Merck. Esta
solucion que contiene 1000 mg Fe, (FeCls en 15% HCI) se llevé a 1.000 ml con agua
bidestilada fresca. A partir de la misma se preparé la solucién intermedia de 50 mg/L y
con ésta Ultima se prepararon las soluciones de trabajo: 0,25 - 0,50 - 1,00 - 1,50 - 2,00 y

3,00 mg/L respectivamente.

C2 - En el proceso de calibracién n°15, realizado segln el MR, se incorporaron en la
corrida los sueros calibradores y los sueros control de bioquimica en dos niveles, de los

equipos comerciales de BS y de W. Los lotes utilizados fueron:

Calibrador Bioquimica Lote 040 AD Ref 18011, BS
Calibrador A plus Lote 0010018240, W

Suero Control de Bioquimica nivel |- Lote 055 AB Ref 18006, BS
Suero Control de Bioquimica nivel II- Lote 055 AA Ref 18008, BS
Standatrol S-E nivel 1- Lote 021560, W
Standatrol S-E nivel 2- Lote 021560, W
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4.2.1.4 Ensayos de prevalidacion

Para estimar la magnitud de los diferentes tipos de errores analiticos del método
recomendado se midieron parametros que servirdn como criterios de confianza del

método analitico:

A — Linealidad

En este ensayo se procesaron diluciones preparadas a partir de la solucion estandar
intermedia de hierro de 50 mg/L, obteniéndose concentraciones de: 0,10- 0,50- 1,00-

5,00- 10,00 mg/L) respectivamente.

B — Recuperacion

I - Se realiz6 agregando volimenes de la solucion intermedia de hierro (50 mg/L), en
concentraciones de 0,025- 0,050- 0,075- 0,100 y 0,125 mg/L, a 2 ml de diferentes
muestras: tres pool de sueros de nivel normal, un pool de sueros de nivel bajo, un pool
de sueros de nivel alto, sueros control Standatrol 1 y 2 de Wiener y lote 190 del PEEC-
FBA.

Il - Asimismo se realizd otro ensayo de recuperacion agregando el doble de los
volimenes de la solucion intermedia empleados en I, a 2 ml de un pool de sueros de

nivel bajo.

11 - Se realiz6 otro ensayo sobre el lote 190 del PEEC, con el agregado de un rango
mas amplio de concentraciones: 0,050- 0,100- 0,150- 0,200- 0,250- 0,375y 0,500 mg/L.

C — Imprecisién intraensayo

En este ensayo se realizaron 45 repeticiones de la medida de hierro en una solucién de
1 mg/L de hierro estandar SRM 937 del NIST con el objeto de conocer la DE y el CV%
del MR (CLSI).
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D — Inexactitud

En esta etapa, se calcul6 la inexactitud del MR (CLSI) en las series de replicaciones
procesadas en C.

4.2.1.5 Procedimiento con las diferentes muestras

I - En tubos conicos de vidrio, con tapa esmerilada, se mezclaron 2 ml de las muestras
correspondientes a los incisos: 4.1.1.1.1,4.1.1.1.2,4.1.1.3.1,41.1.3.2y 4.1.1.3.3 con 2
ml de reactivo reductor precipitante.

Se homogeneizaron las mezclas en vortex, se dejaron reposar durante 15 minutos y se
centrifugaron durante 15 minutos a 1500 g. Se transfirieron 2 ml de cada sobrenadante a
otros tubos de vidrio y se les adicion6 1 ml de reactivo cromogenico. Se mezclaron bien
usando el vortex, se centrifugaron los tubos a 1.100 g durante 15 minutos y se leyeron
las absorbancias de cada solucion usando como blanco solucion reductora precipitante.
Las concentraciones se calcularon a partir de la curva de calibracion realizada dentro del

rango comprendido entre 0 y 3,00 mg/L.

Il - Para medir el hierro en los tres niveles de pool de sueros (4.1.1.2) se mezclaron,
también en tubos de vidrio conicos con tapa esmerilada, 3 ml de estas muestras con 3 ml
de reactivo reductor precipitante, con el propdsito de obtener mayor volumen de
sobrenadante que se reservd para determinar hierro, en forma comparativa, por la
modificacion del MR (CLSI) en método semiautomatizado del MR (CLSI Se Au).
Utilizando 2 ml de cada sobrenadante se procedié a la medicién de hierro siguiendo la
misma técnica del inciso anterior ().

Asimismo, las absorbancias de la reaccion final de estas mezclas reactivas se leyeron
por método espectrofotométrico en el Analizador automatico Random Access

BioSystems A15 a 600 nm.
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4.2.2 Métodos comerciales

En esta etapa del estudio se realizo el ensayo comparativo entre los métodos manuales y
los métodos automatizados de los equipos comerciales de BS y de W sobre las muestras
del mismo pool de sueros.

Se siguieron las recomendaciones de la Guia Aprobada del NCCLS — EP10-A (Garber
C.C. et al, 1998) que establece, como minimo, la realizacion de una corrida diaria de
diez muestras durante cinco dias. Es decir que cada dia se corrieron diez muestras de
cada uno de los tres niveles de pool de sueros por el método recomendado y por el
método comercial a evaluar; este Gltimo se realizé6 por método manual y por método

automatizado, con los dos equipos de reactivos comerciales ensayados.

4.2.2.1 Determinacion de hierro con el equipo comercial Hierro — Ferrozina, marca
BioSystems S.A.

La medicion de hierro se realizé directamente sobre las muestras de los tres niveles del
pool de sueros por método manual y por método automatizado, de acuerdo a las
instrucciones del fabricante (BioSystems, 2006) y segun el protocolo detallado en la
Tabla 4-1.

Este método directo se basa en la propiedad del i6n férrico presente en las muestras y
que se encuentra unido a la transferrina, de ser liberado por accién del cloruro de
guanidinio y ser reducido a ferroso por la hidroxilamina. El ién ferroso forma un
complejo coloreado con el cromégeno ferrozina, el que se cuantifica por

espectrofotometria a 560 nm.

Tabla 4-1: Protocolo para la determinacion de hierro utilizando el equipo de BS

Blanco reactivo | Blanco muestra | Muestra Patron
Agua bidestilada 200 pl
Muestra 200 pl 200 pl
Patron de Hierro 200 pl
Reactivo A* 1,00 ml
React. de trabajo* 1,00 ml 1,00 mi 1,00 mi

*Ver Anexo |, para la descripcion de los reactivos
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Con el objeto de minimizar cualquier error sistematico que pudiera producirse en una
corrida, las mediciones analiticas de cada muestra fueron procesadas por técnica manual

y automatizada con una diferencia menor de 2 horas entre una y otra.

4.2.2.2 Determinacion de hierro con el equipo comercial Fer — color, marca Wiener
lab.

La medicidn de hierro se realizo directamente sobre las muestras de los tres niveles del
pool de sueros por métodos manual y automatizado, de acuerdo a las instrucciones del
fabricante (Wiener, 2002) y segun el protocolo detallado en la Tabla 4-2.

En este método el hierro a pH acido fue liberado de su unién con la transferrina y por
accion del ascorbato fue reducido a ién ferroso. Posteriormente reacciond con el

cromogeno ferene para dar un complejo de color azul que se midi6 a 600 nm.

Tabla 4-2: Protocolo para la determinacién de hierro utilizando el equipo de W

Blanco Estandar M
Agua bidestilada 200 pl
Estandar 200 pl
Muestra 200 pl
Reactivo A* 1mil 1 mi 1mil

Mezclar. Leer la absorbancia del tubo M (Blanco de suero) a 600
nm llevando el espectrofotémetro a cero con agua.

Luego agregar:

Reactivo B* 200 pl 200 pl 200 pl

Mezclar. VVolver a leer los tubos a los 5 minutos, llevando a cero

con agua.

* Ver Anexo I, para la descripcion de los reactivos
En este ensayo también, las distintas mediciones analiticas de cada muestra fueron

procesadas por técnica manual y automatizada con una diferencia menor de 2 horas

entre una y otra.
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4.2.3 Método semiautomatizado del MR (CLSI Se Au)

Esta etapa de la investigacion fue disefiada con el objeto de adaptar el método
recomendado a la automatizacién, de modo de, en primer lugar incorporar la medicion
de hierro a la bateria total de muestras de quimica clinica que resuelve el laboratorio
utilizando menor volumen de muestra, y en segundo término, disminuir el tiempo de
procesamiento de las muestras.

Este proceso semiautomatizado se realizo, utilizando el remanente del sobrenadante,
obtenido en 4.1.1.2, de la precipitacion de los tres niveles de pooles de sueros. El
procedimiento consistio en mezclar 20 pl de cada sobrenadante con 200 ul de reactivo
cromogeno, preparado segun las recomendaciones del CLSI.

Esta modificacion (eleccion de la relacién 20 ul de sobrenadante/200 ul de reactivo
cromogeno) se evalud sobre la base de cinco ensayos preliminares en los cuales se
fueron variando los volumenes de los sobrenadantes de los tres niveles de pooles de
sueros y del reactivo cromdgeno necesarios hasta obtener lecturas de absorbancia dentro
del rango de concentracion de hierro de cada nivel.

Si bien el complejo coloreado formado entre el i6n ferroso y el ferene tiene un maximo
de absorcion a 593 nm, las absorbancias, en el Analizador automéatico Random Access
BioSystems A15, se midieron a 600 nm pues este autoanalizador posee una
configuracién del tambor de filtros que incluye 340, 405, 505, 535, 560, 600, 635y 670

nm.

4.2.4 Métodos estadisticos

Los datos obtenidos se analizaron por métodos paramétricos y no paramétricos, previo
examen del tipo de distribucién de los resultados. Con el objeto de descartar valores
marginales, se realizo el test de Dixon a todas las series de determinaciones efectuadas
en los pooles de sueros.

Se emplearon programas convencionales de estadistica: Microsoft Excel 2003, SPSS
V13.0 y Statgraphics® Plus V5.1.
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5.1 Controles de las condiciones iniciales de trabajo

5.1.1 Control de lavado y de descontaminacion del material de vidrio

Por observacion a simple vista de la reaccion de control en los tubos seleccionados no
se detectd una contaminacion marcada.

Para detectar la aparicion de trazas de hierro se realizé el mismo control y se procedio a
la lectura de las absorbancias por espectrofotometria, en cuyo caso la absorbancia a 593

nm arrojé valores menores a 0,007 UAbs.

5.1.2 Calibracion de pipetas

En todos los casos los volimenes asignados coincidieron con los volimenes nominales
0 se encontraron dentro del rango de tolerancia aceptado comprendido entre £0,02 ml y
10,03 ml (LARESBIC-FBA).

5.1.3 Control de calidad del instrumental empleado

5.1.3.1 Control de calidad del espectrofotdmetro Shimadzu 1601

La Tabla 5-1 muestra la inexactitud fotométrica promedio hallada en dos controles
realizados al espectrofotdémetro Shimadzu 1601. Del total de los controles realizados el
57% tuvo un desempeiio optimo (< 2,0%) y el 43% un desempetio aceptable (<3,0) de
acuerdo a la zona del espectro estudiada.
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Tabla 5-1: Inexactitud fotométrica a distintas longitudes de onda

Soluciones Longitud de Inexactitud fotométrica %
de control onda
(A nm) Ensayo | Ensayo Il
K2Cr,07 en 340 0,38 -1,80
HCIO,4 0,001N 350 0,75 -2,60
Co(NO3); en 500 2,26 1,16
H,SO,0,37N 505 2,48 0,16
510 2,28 0,21
540 1,63 -2,30
Cianmetahemoglobina 550 ND* -2,50
(HIiCN) 569 1,49 ND*

*No Determinado.

La Tabla 5-2 muestra la linealidad fotométrica hallada en dos controles realizados al

espectrofotometro Shimadzu 1601. Esta linealidad, expresada como la pendiente de la

recta obtenida graficando los valores de las absorbancias halladas en funcion de las

absorbancias de referencia, es 6ptima pues las pendientes de las rectas se encuentran
dentro del limite de aceptabilidad, entre 0,98 y 1,02 (LARESBIC-FBA).

Tabla 5-2: Linealidad fotométrica a distintas longitudes de onda

Soluciones de control nm Pendiente (1) Pendiente (1)
K2Cr,07 en 340 0,9944 0,9929
HCIO,4 0,001N 350 0,9875 1,0240
Co(NOgz),en 500 0,9790 1,0170
H,S0,0,37N 505 0,9744 1,0060
510 0,9859 1,0063

Los dos controles realizados, en dos oportunidades, para evaluar la presencia de luz

parasita, arrojaron valores dentro de los limites de aceptabilidad (T% menor del 0,5%)
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5.13.2 Control de calidad del Analizador automatico Random Access
BioSystems A15

Se realizaron numerosos controles previos, pero el resultado del ultimo control de
calidad (Anexo I11) simultaneo con la realizacion de este estudio, indicé una inexactitud

fotométrica = -2,38% a 540 nm (intervalo aceptable <+ 3,00%).

5.2 Puesta a punto del Método Recomendado — MR (CLSI)

5.2.1 Calibracién utilizando hierro marca Anedra

Como ensayo preliminar de la metodologia recomendada se realizaron calibraciones con

soluciones estandares preparadas con hierro marca Anedra.
En la Tabla 5-3 se muestran los puntos obtenidos para cada concentracion de hierro y

en la Figura 5-1 se muestra la gréfica obtenida, la regresion lineal y la ecuacion de una

de las curvas de calibracién efectuadas, tomada como ejemplo.

Tabla 5-3: Datos para la obtencion de la curva de calibracién

Solucién de Repeticién
Fe Anedra
(mg/L) 1> 2* 3*

0 0 0 0
0,25 0,070 0,064 0,067
0,50 0,120 0,112 0,110
1,00 0,220 | 0,204 |0,199
1,50 0,327 |0,318 |0,325
2,00 0,435 |[0,424 |0,445
3,00 0,654 | 0,644 |0,643

*Expresadas en absorbancias a 593 nm.
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y = 0,2146x + 0,0079
R? =0,9994

Abs
o
w

0 'u 1 1 1 1
0 05 1 15 2

Fe mg/L

25

3,5

J

Figura 5-1: Linea de regresion lineal obtenida en uno de 8 ensayos

El promedio de los coeficientes de correlacion (r = 0,9991) obtenido de las curvas de

calibracion realizadas con hierro marca Anedra, indica una asociacién fuerte y directa

entre las variables dependiente e independiente (n = 8; p <0,001).
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5.2.2 Calibracion con hierro patron del NIST

Se realizaron calibraciones con las soluciones estandares preparadas con hierro SRM
937 del NIST (> 99,9 % de pureza) de acuerdo al méetodo recomendado por el estandar
H17-A del CLSI (Van Assendelft et al., 1998).

En la Tabla 5-4 se muestra la concentracion y la absorbancia de las muestras estandares
de hierro SRM 937 del NIST y en la Figura 5-2 se muestra la gréafica de estos puntos,

asi como la regresion lineal y la recta obtenida.

Tabla 5-4: Datos para la obtencion de la curva de calibracion

Solucion de Repeticién
Fe NIST
(mg/L) 1* 2* 3*
0 0 0 0
0,25 0,079 | 0,076 | 0,058
0,50 0,110 0,102 0,103
1,00 0,215 0,215 0,217
1,50 0,300 0,307 0,200
2,00 0,396 0,395 0,403
3,00 0,598 | 0,660 |0,611

*Expresadas en absorbancias a 593 nm.

y =0,1937x + 0,0143
R2 =0,9977

Abs

0 0,5 1 15 2 2,5 3 815

Fe mg/L
- J

Figura 5-2: Linea de regresion lineal obtenida en uno de 15 ensayos
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El promedio de los coeficientes de correlacion (r = 0,9877) obtenido de las curvas de
calibracion realizadas con hierro patrén del NIST, indica una asociacion fuerte y directa

entre las variables dependiente e independiente (n = 15; p < 0,001).

En ambas calibraciones, mencionadas en los items 5.2.1 y 5.2.2, se obtuvieron buenos
coeficientes de correlacion (r) con valores muy préximos a 1, que indica que el rango de
concentraciones empleadas es lo suficientemente amplio para proveer estimaciones

confiables de la pendiente y la ordenada al origen.

5.2.3 Calibracion con solucion concentrada Merck Titrisol®

En la Tabla 5-5 se muestra el coeficiente de correlacion (r) calculado en cada
calibracion y la inexactitud de cada punto de las curvas obtenidas con las soluciones de
trabajo de Titrisol en relacién a los estandares del MR (CLSI), dentro del rango de

concentraciones entre 0,25 y 3,00 mg/L de hierro.

Tabla 5-5: Coeficiente de correlacion (r) e inexactitud de los cuatro ensayos

realizados
Estandares | Valor de referencia* Valor obtenido** Inexactitud
Fe mg/L Fe mg/L % r
0,25 0,30 20,0
Titrisol®1
0,50 0,49 -2,0
1,00 1,02 2,0 0,9982
1,50 1,53 2,0
2,00 1,97 -1,5
3,00 2,96 -1,3
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0,25 0,30 20,0
Titrisol®2
0,50 0,52 4,0
1,00 0,96 -4,0 0,9770
1,50 1,40 -6,7
2,00 2,18 9,0
3,00 2,75 -8,3
0,25 0,29 16,0
Fe NIST 1
0,50 0,51 2,0
1,00 1,08 8,0 0,9986
1,50 1,50 0,0
2,00 2,02 1,0
3,00 2,93 2,3
0,25 0,29 16,0
Fe NIST 2
0,50 0,50 0,0
1,00 1,03 3,0 0,9985
1,50 1,54 2,7
2,00 1.99 -0,5
3,00 2,93 23

* Empleando el estandar hierro SRM 937 (NIST).

** Empleando el patrén comercial Titrisol (Merck).
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5.2.4 Ensayos de prevalidacion del MR (CLSI)

5.2.4.1 Linealidad

Con la intencion de conocer el rango analitico del método, es decir, establecer el
maximo o minimo resultado que puede ser considerado confiable, se procesaron
diluciones preparadas a partir de la solucion estandar intermedia de 50 mg/L de hierro,
obteniéndose concentraciones de: 0,10- 0,50- 1,00- 5,00- 10,00 mg/L.

En la Tabla 5-6, se muestran las concentraciones y las absorbancias correspondientes,
obtenidas con las soluciones de hierro SRM 937 del NIST y en la Figura 5-3 se muestra
la grafica de estos puntos y la recta obtenida. Se comprobd que la reaccion es lineal
hasta 10 mg/L.

Tabla 5-6: Datos para la obtencién del gréafico de linealidad

Repeticion

Hierro mg/L 1* 2*

0 0 0
0,10 0,031 0,030
0,50 0,110 0,119
1,00 0,211 0,212
5,00 0,962 0,984
10,0 1,860 1,868

*Expresadas en absorbancias a 593 nm.

1,8 1 y = 0,1859x +0,0122
R? = 0,9997

Abs
=

0 2 4 6 8 10 12

Fe mg/L
- J

Figura 5-3: Gréfico de regresién simple para la evaluacion de la linealidad
del MR (CLSI)
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5.24.2 Recuperacion

El ensayo de recuperacion I, se muestra en la Tabla 5-8, donde se observa el porcentaje
de recuperacion de hierro agregado a muestras de pool de sueros de tres niveles de
concentracion de hierro y a muestras de sueros controles liofilizados comerciales. El

rango obtenido esta comprendido entre 70,3 a 97,5%.

Tabla 5-8: Porcentaje de recuperacion de hierro

Muestra % recuperacion
Pool sueros nivel normal 73,8
Pool sueros nivel normal 84,6
Pool sueros nivel normal 97,5
Pool sueros nivel bajo 71,3
Pool sueros nivel alto 70,3
Standatrol-Wiener nivel 1 90,8
Standatrol-Wiener nivel 2 88,6

En el ensayo de recuperacion 11, se obtuvo un porcentaje promedio de 65,8% de hierro
agregado a un pool de sueros de nivel bajo de concentracion.

En el ensayo de recuperacion 111, se obtuvo un promedio de 93,2% de recuperacion de
hierro agregado a un lote de suero provisto por el PEEC-FBA.

5.2.4.3 Imprecision intraensayo

Para conocer el error aleatorio del MR (CLSI), se realizaron 45 replicaciones de la
medida de hierro sérico en una solucién de 1 mg/L de hierro estindar SRM 937 del
NIST, y se obtuvo un CV = 2,02 %.

Asimismo, con el objeto de estimar la imprecision en sueros comerciales se midio el
hierro en 24 lotes de sueros liofilizados del PEEC-FBA vy se calcularon los valores de la
Media, la Desviacion Estandar (DE) y el Coeficiente de Variacién porcentual (Tabla 5-

9) segun las siguientes ecuaciones:
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Media= 2" ; DE = [Zn (Xi— Media)z]l’2
n n-1
donde: n =numero de determinaciones y

: Cv=_DE x100
Media

Xj = valor individual

Tabla 5-9: Estimacion de la imprecision en sueros control del PEEC-FBA

Lote N° | Xmegiare mgL £ DE | CV%
173 2,13 % 0,06 2,7
178 1,18 0,08 5,6
182 1,88 +0,06 33
185 1,13+0,06 43
187 1,81 0,04 2,5
190 0,76 £ 0,06 7.9
194 2,61 % 0,05 18
197 2,02 % 0,06 32
199 0,86 % 0,02 2,3
202 1,45 £ 0,09 2.1
204 0,95 £ 0,09 9,2
206 1,02+0,12 6,0
207 1,77 £0,07 53
208 0,89+0,12 6.6
211 1,95 £ 0,02 0.9
213 2,06 % 0,10 47
215 1,89 +0,01 0,7
220 1,72 £0,04 25
221 0,96 £ 0,07 75
222 1,76 0,05 2,6
223 0,8+0,03 41
224 2,03 %0,11 54
225 0,87 0,03 39
226 2,11%0,03 31
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10,0 1
9,0 - ®

80l ® y =-2,3902x + 7,7377
7.0 » R?=0,3473

6,0 -
5,0 -
4,0 A
3,0 1
2,0 1
1,0 A
0,0

CV%

0,5 1 15 2 2,5 3

X media Fe mg/L
= J

Figura 5-4: Grafico de dispersion entre Xmedia 'y CV% de los valores obtenidos en
sueros control del PEEC-FBA

La Figura 5.4 muestra la relacion Xmedia — CV% entre los pares de valores de la
Tabla 5-9 donde el CV representa el nUmero de veces que la desviacion tipica contiene
a la media aritmética y por lo tanto, cuanto mayor es el CV mayor es la dispersion y
menor la representatividad de la media. Asimismo se observan dos grupos de puntos
que corresponden a los dos niveles de concentracion de los lotes de sueros del PEEC-
FBA. En esta correlacion el valor de r =0,5893 (p < 0,01) es significante para 24 pares

de valores.

5.2.4.4 Inexactitud

Para conocer el error total (estimador de los componentes aleatorio y sistematico) del
MR (CLSI), se calculé la inexactitud, en la serie de las 45 replicaciones de la medida de
hierro de la solucion de hierro estandar SRM 937 del NIST y se obtuvo una inexactitud

promedio = -1,8%.

A su vez, se calculd la inexactitud en los 24 sueros comerciales liofilizados del PEEC-
FBA evaluados en el item 5.2.4.3.
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Tabla 5-10: Estimacion de la inexactitud en sueros control del PEEC-FBA

Lote N° Inexactitud %
173 33,3
178 -0,85
182 24,5
185 2,65
187 26,5
190 30,3
194 -14,2
197 -6,9
199 46,5
202 43,4
204 35,8
206 25,5
207 35,0
208 20,2
211 34,9
213 19,9
215 21,2
220 29,6
221 13,5
222 27,8
223 35,0
224 16,7
225 28,7
226 18,0

En la Tabla 5-10 se observan los valores de inexactitud de las medias obtenidas en los

mismos lotes de sueros cuyos datos de imprecision se describen en 5.2.4.3. El rango de

inexactitud encontrado estuvo comprendido entre -14,2 y 46,5%, considerando que la

comparacion se hace con los valores informados por una red de laboratorios, donde la

variabilidad interlaboratorio es una de los factores de mayor incidencia sobre los valores

consenso.
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5.3 Aplicacion del Método Recomendado para la asignacién de valores
de hierro en diferentes materiales: comerciales, de evaluacion externa

y de preparacién propia

5.3.1 Estandares comerciales de hierro

A — Se realizaron mediciones de hierro por el MR (CLSI) incorporando sueros
calibradores de BS y de W en las corridas.

Los resultados obtenidos se observan en las Tabla 5-11, que ademas muestra la
inexactitud, expresada como porcentaje de error y calculada segun la siguiente

ecuacion:

ES :lmedia - VR X 100

VR

donde Xmegia €S €l valor promedio obtenido de las repeticiones efectuadas, y VR,

considerado como valor de referencia, corresponde al valor obtenido con el MR(CLSI).

Tabla 5-11: Evaluacion de la inexactitud en materiales de calibracion comerciales
usando el MR (CLSI)

Repeticion
Calibrador Valor asignado | Valor obtenido con | Inéxactitud
1* 2% 3* por fabricante MR (CLSI) %
Fe mg/L Fe mg/L
BS 0,383 | 0,389 0,385 1,79 1,73 3,45
W 0,335 | 0,352 0,349 1,71 1,54 11,0

*Expresadas en absorbancias a 560 nm para BS y a 600 nm para W, segun lo indicado

por el fabricante en los respectivos insertos.

B — Se realizaron mediciones de hierro por el MR (CLSI) incorporando sueros
controles de BS y de W en las corridas.

61




5. Resultados

Los resultados obtenidos se observan en las Tabla 5-12, que ademas muestra la
inexactitud calculada seglin la ecuacion del item 5.3.1, tomando como valor de

referencia el valor obtenido con el MR (CLSI) y como X nedia €l Valor medio del rango

de concentracion de hierro de cada nivel, proporcionado por el fabricante.

Tabla 5-12: Evaluacion de la Inexactitud en materiales de control comerciales
usando el MR (CLSI)

Rango Valor

Material Repeticién asignado por obtenido Inexactitud
de fabricante con %

Control 1* 2* 3* Fe mg/L MR(CLSI)

Fe mg/L

BS -

Nivel | 0,302 0,310 0,290 0,97-1,38 1,32 -10,9
BS -

Nivel 11 0,531 0,544 0,507 197-281 2,43 -1,64
W -

Nivel | 0,570 0,546 0,566 1,66 - 2,70 2,59 -15,8
W -

Nivel 11 0,130 0,117 0,122 0,41-0,77 0,45 31,1

*Expresadas en absorbancias a 560 nm para BS y a 600 nm para W, segun lo

indicado por el fabricante en los respectivos insertos.

5.3.2 Estudio comparativo de la medida de hierro en Sueros control del
Programa de Evaluacién Externa de Calidad del Reino Unido (UK
NEQAS)

Se efectuaron determinaciones de hierro por el método recomendado en ocho sueros
provistos por el Programa de evaluacién externa de calidad del Reino Unido (UK
NEQAS) cuyas concentraciones abarcan un amplio rango de medicién analitica, entre
0,58y 2,03 mg/L.

En la Tabla 5-13, se observan los valores obtenidos y la inexactitud de los valores de

consenso proporcionados por el informe del Programa UK NEQAS, calculada en
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relacion al MR (CLSI), vy en la Figura 5-5 se muestra, mediante un gréfico de
dispersion, la correlacion entre los valores obtenidos, con un coeficiente de correlacion
(r) de 0,9930 (p < 0,001).

Tabla 5-13: Evaluacion de la inexactitud de los valores consenso del UK NEQAS
con respecto al MR (CLSI)

Valores consenso del Val. obtenidos con
Sueros UK NEQAS MR(CLSI) Inexactitud
Lote Fe mg/L Fe mg/L %
676 1,535 1,558 -1,47
677 1,023 0,970 5,46
678 2,026 2,161 -6,24
679 1,540 1,529 0,72
680 1,773 1,695 4,60
681 0,584 0,576 1,39
682 1,903 1,901 0,10
683 1,695 1,754 -3,36
4 )

o 251

< y =1,0572x - 0,0783

o 2 1 2

o R? =0,9861

=z

% 3 1,5 -

2E 1

S 05

5 o0 . . . . ]

S 0 05 1 15 2 2

Valores obtenidos con MR (Fe mg/L)

- J
Figura 5-5: Gréfico de correlacion entre valores del UK NEQAS y el MR (CLSI)

63



5. Resultados

En la Figura 5-6, mediante un grafico de columnas, se comparan también ambos grupos
de valores teniendo en cuenta que los participantes del Programa UK NEQAS utilizan el

método directo (sin desproteinizacion) para la medicion de hierro.

Concentracion Fe mg/L

N° Lote

O Valores consenso UK NEQAS M Valores obtenidos MR

- J

Figura 5-6: Grafico de columnas de resultados obtenidos entre UK NEQAS v el
MR (CLSI)

5.3.3 Estudio comparativo de la medida de hierro en Sueros control
del Programa de Evaluacion Externa de Calidad del Centro
Wadsworth, Departamento de Salud del Estado de New York
(WCDHNY)

Se efectuaron determinaciones de hierro por el método recomendado en cinco sueros
proporcionados por el WCDHNY cuyas concentraciones abarcan un rango de medicion
analitica mas acotado que los valores de los sueros control provistos por el UK NEQAS
y gue se encuentra dentro de los valores considerados normales (0,81 a 1,16 mg/L).

En la Tabla 5-14, se observan los valores obtenidos y la inexactitud de los valores de
consenso proporcionados por el informe del WCDHNY calculada en relacion al MR
(CLSI), y en la Figura 5-7 se muestra, mediante un grafico de dispersion, la correlacion
entre los valores obtenidos por ambas metodologias, con un coeficiente de correlacion
de 0,9586 (p < 0,001).
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Tabla 5-14: Evaluacion de la inexactitud de los valores de consenso del WCDHNY
con respecto al MR (CLSI)

Sueros Valores consenso del Val. obtenidos con Inexactitud
Lote WCDHNY MR (CLSI) %
Fe mg/L Fe mg/L
Lote C41 0,81 0,98 -17,3
Lote C42 0,83 0,95 -12,6
Lote C43 0,66 0,72 -8,33
Lote C44 1,16 1,19 -2,52
Lote C45 1,03 1,08 -4,62
4 Concentracion Fe mg/L )
> 14
I 124 y=08521x+0,2188
3 1 R2 =0,9190 /
sz
2> 0,8 -
< E
2 @ 0,6
8~ 04
5 02
; O T T 1
0 0,5 1 1,5
Valores obtenidos con MR /Fe mg/L)
g J

Figura 5-7: Gréfico de correlacion entre valores del WCDHNY y el MR (CLSI)

A su vez, en la Figura 5-8, mediante un grafico de columnas se comparan ambos

grupos de valores, teniendo en cuenta que, también en este caso, el WCDHNY utiliza el

método directo para la medicion de hierro.
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Figura 5-8: Gréfico de columnas de resultados obtenidos entre el WCDHNY y
MR (CLSI)

5.3.4 Estudio comparativo de la medida de hierro en Sueros control del
Programa de Evaluacion Externa de Calidad de la Fundacion
Bioquimica Argentina (PEEC-FBA)

Se realizd la medicion de hierro por el método recomendado, en varios sueros
reconstituidos del PEEC-FBA, teniendo en cuenta que hay un predominio de
laboratorios pertenecientes a la red de este Programa que utilizan el método directo. En
las 24 encuestas de los lotes en estudio, el nimero de laboratorios participantes varid
entre 454 y 807, de los cuales el 91,1% utilizé el método de colorimetria directa
(Cailliat et al., 2007), mientras que el 8,9% restante indicd el empleo de métodos con
desproteinizacién previa y colorimetria con ferrozina o con ferene y métodos directos
usando batofenantrolina o cromazurol B como cromdgenos.

La Tabla 5-15 muestra los valores consenso de las medias, la DE y los CV% del
PEEC-FBA vy los valores medios, la DE y los CV% obtenidos, para los mismos lotes de
sueros, empleando el MR (CLSI). Se observa que los CV% de los valores consenso del
PEEC-FBA arrojan valores que superan en mas del 50 al 100% a los CV% obtenidos
con el MR (CLSI).
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Tabla 5-15: Comparacion de Xmedia, DE y CV entre valores del PEEC y del MR

(CLSI)
L aboratorios que Valores consenso del Valores obtenidos
utilizan PEEC con MR (CLSI)
Encuesta | Laboratorios colorimetria
PEEC participantes directa Kinedia £ DE Kimedia £ DE

N° aceptados n (%) CV% CV%
173 600 539 (89,8) 2,84+1,02 359 2,13+0,06 2,7
178 546 509 (93,2) 1,17 £ 0,22 17,1 1,18 + 0,08 5,6
182 478 450 (94,1) 2,34+0,61 26,1 1,88 + 0,06 33
185 454 430 (94,7) 1,16 + 0,48 41,4 1,13 + 0,06 4.3
187 636 603 (94,8) 2,29+ 0,59 25,8 1,81+ 0,04 2,5
190 643 610 (94,8) 0,99 +£0,35 35,3 0,76 £ 0,06 7,9
194 566 520 (91,9) 2,24 + 0,60 26,8 2,61+0,05 1,8
197 559 534 (95,5) 1,88 +0,48 25,5 2,02 £ 0,06 3,2
199 602 575 (95,5) 1,26 £ 0,29 15,9 0,86 + 0,02 2,3
202 610 587 (96,2) 2,08 £ 0,53 25,5 1,45 + 0,09 2,1
204 616 587 (95,3) 1,29+ 0,20 15,5 0,95+ 0,09 9,2
206 465 414 (89,0) 1,28 £ 0,22 17,2 1,02 +0,12 6,0
207 500 455 (91,0) 2,39+0,43 18,0 1,77 £ 0,07 53
208 504 459 (91,1) 1,07 £0,19 17,8 0,89+0,12 6,6
211 681 613 (90,0) 2,63+0,36 13,7 1,95+ 0,02 0,9
213 696 607 (87,2) 2,47 +£0,33 13,4 2,06 £0,10 47
215 740 644 (87,0) 2,29+0,33 14,4 1,89+0,01 0,7
220 682 604 (88,6) 2,23+0,29 13,0 1,72 £ 0,04 2,5
221 740 654 (88,4) 1,09+ 0,15 13,8 0,96 + 0,07 7,5
222 721 629 (87,2) 2,25+0,24 10,7 1,76 £ 0,05 2,6
223 771 682 (88,5) 1,08 +0,14 13,0 0,8+0,03 41
224 778 679 (87,3) 2,37+£0,29 12,2 2,03+£0,11 54
225 747 654 (87,6) 1,12+0,13 11,6 0,87+ 0,03 39
226 807 703 (87,1) 2,49+0,35 14,6 2,11+0,03 31

Asimismo en la Figura 5-9, mediante un grafico de dispersion, se muestra la
correlacion entre los valores obtenidos en todas las mediciones, con un coeficiente de
correlacion de 0,9107 (p < 0,001) y, en la Figura 5-10 mediante un grafico de
columnas se comparan los grupos de valores, teniendo en cuenta que, los valores

consenso del PEEC-FBA provienen del grupo de participantes del Programa que
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utilizan como método de medicién de hierro la colorimetria directa y como cromdgeno

ferrozina o ferene.

-

Valores consenso PEEC (Fe mg/L)

-

2,5 1

1,5 1

0,5 1

Concentracion Fe mg/L

y =0,7958x + 0,0565 *

R?=0,8294

0,5 1 1,5 2 2,5
Valores obtenidos con MR (Fe mg/L)

J

Figura 5-9: Gréfico de correlacion entre valores del PEEC-FBA 'y el MR (CLSI)

2,51

1,51

0,51

Concentracion Fe mg/L

1

3 5 7 9 11 13 15 17 19 21 23

N° Lote

O Valores consenso PEEC-FBA (Fe mg/L)

B Valores obtenidos con MR (Fe mg/L)

-

J

Figura 5-10: Grafico de columnas obtenido entre valores consenso del PEEC-FBA

y MR (CLSI)

5.3.5 Comparacion de los valores de las medias, desviacion estandar y

coeficiente de variacion obtenidos con el MR (CLSI), utilizando la

calibracion realizada con Titrisol® - Merck
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Aqui, con el objeto de conocer si existen diferencias significativas entre las
calibraciones con hierro NIST y con la solucion patron Titrisol, se realizo el calculo de
las concentraciones respectivas de hierro obtenidas en la serie de 24 lotes del PEEC -
FBA, en base a la calibracion obtenida con Titrisol de Merck.

La Tabla 5- 16 muestra los valores obtenidos en ambos casos.

Tabla 5-16: Medias DE y CV% entre valores del PEEC-FBA segun el MR (CLSI)

y su relacion con los valores calculados segun la calibracion realizada con Titrisol

Ximedia MR (cLsl) £
PEEC DE CV% Xmedia mrT = DE CV%
Lote N° Fe mg/L Fe mg/L
173 2,13+£0,06 2,7 2,24+ 0,09 4,0
178 1,18 + 0,08 5,6 1,27 +0,11 8,6
182 1,88 + 0,06 3,3 1,81+0,01 0,5
185 1,13+ 0,06 4,3 1,23+0,01 0,8
187 1,81+ 0,04 2,5 1,78 + 0,01 0,6
190 0,76 = 0,06 7,9 0,99 +£0,16 16,2
194 2,61+0,05 1,8 2,67 £0,04 15
197 2,02 £ 0,06 3,2 1,99 +0,12 6,0
199 0,86 + 0,02 2,3 1,13+ 0,03 2,6
202 1,45+ 0,09 2,1 2,10+£0,01 0,48
204 0,95+ 0,09 9,2 1,22 +0,13 10,6
206 1,02 +0,12 6,0 1,27+ 0,08 6,3
207 1,77 £ 0,07 53 1,92 + 0,08 4,2
208 0,89+0,12 6,6 1,14 + 0,08 7,0
211 1,95 + 0,02 0,9 2,03+0,23 11,3
213 2,06 £0,10 4,7 245+0,21 8,6
215 1,89+0,01 0,7 2,19+£0,18 8,2
220 1,72+ 0,04 2,5 2,01 £ 0,07 3,5
221 0,96 £ 0,07 7,5 1,18 + 0,16 13,6
222 1,76 £ 0,05 2,6 2,44 + 0,06 2,4
223 0,8 +0,03 4,1 1,05+ 0,06 57
224 2,03+£0,11 5,4 1,79+ 0,09 5,0
225 0,87 £ 0,03 3,9 1,15+ 0,06 5,2
226 2,11+£0,03 31 2,11+£0,04 19
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Asimismo, la Figura 5-11 muestra la relacion entre la Media (Xmedia) y el CV% entre
los pares de valores de la Tabla 5-16, donde el CV representa el nimero de veces que la
desviacion tipica contiene a la media aritmética y por lo tanto, cuanto mayor es el CV
mayor es la dispersion y menor la representatividad de la media. Asimismo se observan
dos grupos de puntos que corresponden a los dos niveles de concentracién de los lotes
de sueros del PEEC-FBA. En esta correlacion el valor de r = 0,3824 (p < 0,05) es
significante para 24 pares de valores y el rango de CV% es mas amplio (0,5 a 16,2) que

el obtenido cuando relacionamos los valores obtenidos con el MR (CLSI).

4 )
18 -
16 A °* y =-3,1424x + 11,005
14 . R?=0,1462
12
.
g 10 - M
O 8 A ¢ * A
6 1 P * *
4 *e p
2 .
O T . T “ T ’ T ’ 1
0,5 1 15 2 2,5 3
X media Fe mg/L
o J

Figura 5-11: Gréfico de dispersion entre Xmedia y CV% de los valores obtenidos

en sueros control del PEEC-FBA calculados en base a la calibracion con Titrisol
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5.3.6 Ensayos con pool de sueros humanos de preparacion propia

5.3.6.1 A - Medicién de hierro con el MR (CLSI)

De acuerdo al procedimiento descripto en el item 4.2.1.5 inciso Il de Materiales y
Métodos, se realizaron 50 repeticiones (durante 5 dias se corrieron diez muestras de
cada nivel de concentracidn) de la medida de hierro por el método recomendado en cada
lote de pool de sueros de los tres niveles de concentracion y se midieron las
absorbancias a 593 nm en el espectrofotometro Shimadzu. Asimismo, a manera de
comparacion, las absorbancias de las mezclas reactivas tambien se leyeron en el
Analizador automatico Random Access BioSystems A15 a 600 nm, considerando la
posibilidad de transferir etapas del MR (CLSI) a una metodologia automatizada como
veremos en el item 5.3.6.1 B.

En la Tabla 5-17 se muestran los valores de la Medias, DE y CV% obtenidos en las
corridas medidas en el espectrofotometro Shimadzu, y en la Tabla 5-18 se muestran los
valores de los mismos pardmetros, obtenidos a partir de la lectura de las mismas series

de mezclas reactivas, en el Autonalizador A15.

Tabla 5-17: Parametros obtenidos en tres niveles de concentracion de Fe con MR

(CLSI) medidos en el espectrofotometro Shimadzu

Dia | Parametros” | Nivel bajo Fe mg/L | Nivel mediano Fe mg/L Nivel alto Fe mg/L

Xmedia 0,52 1,09 2,00

1 DE 0,03 0,05 0,06
Cv 5,61 4,26 2,83

Xmedia 0,51 1,07 2,04

2 DE 0,03 0,05 0,08
Cv 5,96 4,79 3,74

Xmedia 0,55 1,13 2,01

3 DE 0,03 0,03 0,05
Ccv 4,84 2,45 2,29

Xmedia 0,55 1,11 2,03

4 DE 0,03 0,03 0,06
Ccv 5,38 3,08 2,93
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Xmedia
5 DE
CcVv

0,56
0,02
3,50

1,04
0,03
2,59

2,02
0,03
1,55

* Calculados mediante el programa Microsoft Excel 2003

Tabla 5-18: Parametros obtenidos en tres niveles de concentracion de Fe con MR

(CLSI) medidos en el Autonalizador A15

Dia | Parametros” | Nivel bajo Fe mg/L | Nivel mediano Fe mg/L Nivel alto Fe mg/L
Xmedia
1 DE ND** ND** ND**
Ccv
Xmedia 0,43 1,05 2,13
2 DE 0,01 0,02 0,05
Ccv 1,91 1,78 2,26
Xmedia 0,45 1,04 2,14
3 DE 0,01 0,01 0,02
Ccv 2,06 1,14 0,79
Xmedia 0,51 1,02 2,02
4 DE 0,02 0,04 0,05
Ccv 3,95 3,42 2,55
Xmedia 0,53 1,02 2,00
5 DE 0,02 0,02 0,03
Ccv 4,11 1,96 1,61

* Calculados mediante el programa Microsoft Excel 2003

** No Determinado

Se observa que los valores obtenidos de las lecturas de las corridas realizadas en el

Autonalizador A15, tanto para las Medias como para los CV%, si bien son menores a

las obtenidas con el espectrofotometro Shimadzu en el 67% y 83% respectivamente,

considerando los tres niveles de concentracion de hierro,

preponderante en los niveles bajo y mediano.
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5.3.7.6.1 B - Medicion de hierro por el MR semiautomatizado (CLSI Se Au)

Paralelamente se realizaron 50 repeticiones (durante 5 dias se corrieron diez muestras de

cada nivel de concentracion) de la determinacion de hierro en el sobrenadante obtenido

de acuerdo al procedimiento descripto en el item 4.2.1.5 11, de cada lote de pooles de los

tres niveles de concentracion y se leyeron las absorbancias a 600 nm en el

autoanalizador A15. En la Tabla 5-19 se muestran los valores de la Medias, DE y

CV% obtenidos en éstas ultimas corridas.

Tabla 5-19: Parametros obtenidos en tres niveles de concentracion de hierro con

CLSI Se Au
Dia | Parametros’ | Nivel bajo Fe mg/L | Nivel mediano Fe mg/L Nivel alto Fe mg/L

Xmedia 0,50 1,04 1,79

1 DE 0,02 0,05 0,12
Ccv 3,51 451 6,58

Xmedia 0,50 1,00 1,91

2 DE 0,04 0,04 0,10
Ccv 8,72 4,31 5,24

Xmedia 0,49 0,99 1,95

3 DE 0,03 0,04 0,07
Cv 5,32 4,27 3,58

Xmedia 0,48 1,00 1,96

4 DE 0,03 0,06 0,07
CVv 7,17 5,85 3,43

Xmedia 0,50 0,99 1,96

5 DE 0,03 0,04 0,06
Ccv 6,88 4,42 3,16

* Calculados mediante el programa Microsoft Excel 2003

Se observa que los valores de las Medias obtenidos de las lecturas de las corridas

realizadas en el Autonalizador A15, en esta modificacion del MR (CLSI), son menores

en un 100%, mientras que los CV% en un 87% presentan valores mayores cuando se

comparan con los del MR (CLSI), en los tres niveles de concentracion de hierro.
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5.3.6.2 Medicién de hierro con el método comercial de BS manual y automatizado

A - Calibracioén

Se efectu0 la calibracion del método comercial de BS, segun el protocolo indicado en el
item 4.2.2.1, utilizando diluciones del suero calibrador proporcionado por BS e
incluyendo en la corrida, el patron de 1,02 mg/L de Fe y tres de las soluciones
estandares del MR (CLSI). Las mediciones se efectuaron por triplicado (Tabla 5-20 y la
curva de calibracion obtenida se graficd en la Figura 5-12.

Tabla 5-20: Datos para la obtencién de la curva de calibracion

del método manual de BS

Calibrador Repeticion
Fe mg/L T o =
0 0 0 0
0,45 0,144 0,150 0,147
0,89 0,221 0,250 0,230
1,79 0,401 0,397 0,396

*Expresadas en absorbancias a 560 nm.

045 -
044  y=02171x+0,0216
U R? =0,9857
03 -
025 -
02 -
015 -
01 -
0,05 -
0 ’u T T T 1

Abs

Fe mg/L
\_ J

Figura 5-12: Curva de calibracién obtenida con el método manual de BS
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B — Procedimiento

Se realizaron 50 repeticiones (durante 5 dias se corrieron diez muestras de cada nivel de
concentracion) de la medida de hierro con el equipo comercial de BS en cada lote de
pooles de los tres niveles de concentracion y se midieron las absorbancias en forma
manual en el espectrofotdmetro Shimadzu y, en forma paralela, se efectuaron las
determinaciones por método automatico en el Autoanalizador A15.

En la Tabla 5-21 se muestran los valores de la Medias, DE y CV% obtenidos en las
corridas cuyas lecturas de absorbancia se realizaron en el espectrofotometro Shimadzu
(BS Ma), en comparacion con los valores de los mismos parametros, obtenidos a partir

de las determinaciones efectuadas en el Autonalizador A15 (BS Au).

Tabla 5-21: Pardmetros obtenidos con el equipo BS por método manual y por
método automatizado

Nivel bajo Fe mg/L Nivel mediano Fe mg/L Nivel alto Fe mg/L
Dia Parametros*
BS Ma BS Au BS Ma BS Au BSMa | BSAu
Xmedia 0,55 0,51 1,01 1,01 2,1 2,03
1 DE 0,03 0,01 0,03 0,03 0,02 0,02
CVv 5,52 2,09 3,46 3,32 1,13 0,80
Xmedia 0,49 0,52 0,94 0,91 2,12 1,98
2 DE 0,03 0,01 0,04 0,04 0,05 0,03
CVv 5,27 2,85 3,87 4,37 2,56 1,44
Xmedia 0,51 0,52 1,04 0,99 2,09 1,99
3 DE 0,02 0,02 0,04 0,01 0,04 0,01
CVv 4,87 4,19 3,85 1,19 1,67 0,57
Xmedia 0,52 0,54 1,03 0,99 2,08 1,91
4 DE 0,02 0,02 0,01 0,03 0,02 0,03
Ccv 3,70 4,33 1,29 3,49 0,93 1,36
Xmedia 0,51 0,51 1,02 1,01 2,06 2,00
5 DE 0,02 0,02 0,03 0,03 0,02 0,03
CVv 3,49 4,13 2,60 2,83 0,75 1,33

* Calculados mediante el programa Microsoft Excel 2003
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5.3.6.3 Medicion de hierro con el equipo comercial de W manual y automatizado

A - Calibracion

Se efectuo la calibracion del método comercial de W, segun el protocolo indicado en el
item 4.2.2.2, utilizando diluciones del suero calibrador proporcionado por W e
incluyendo en la corrida, el patron de 1,00 mg/L de Fe y tres de las soluciones
estandares del MR (CLSI). Las mediciones se efectuaron por triplicado (Tabla 5-22) y

la curva obtenida se grafico en la Figura 5-13.

Tabla 5-22: Datos para la obtencién de la curva de calibracion

del método manual de W

Calibrador Repeticion
Fe mg/L T 5 o
0 0 0 0
0,43 0,136 0,144 0,146
0,86 0,267 0,261 0,271
1,71 0,377 0,379 0,385

*Expresadas en absorbancias a 600 nm.

044 y=02175x+0,0318
R%=0,9479

Fe mg/L
\_ J

Figura 5-13: Curva de calibracién obtenida con el equipo de W

76



5. Resultados

B - Procedimiento

Se realizaron 50 repeticiones (durante 5 dias se corrieron diez muestras de cada nivel de
concentracion) de la medida de hierro con el equipo comercial de W en cada lote de
pooles de los tres niveles de concentracion y se midieron las absorbancias en forma
manual en el espectrofotometro Shimadzu y, en forma paralela, se efectuaron las
determinaciones por método automatico en el Autoanalizador A15.

En la Tabla 5-23 se muestran los valores de la Medias, DE y CV% obtenidos en las
corridas cuyas lecturas de absorbancia se realizaron en el espectrofotometro Shimadzu
(W Ma), en comparacién con los valores de los mismos parametros, obtenidos a partir

de las determinaciones efectuadas en el Autonalizador A15 (W Au).

Tabla 5-23: Parametros obtenidos con el equipo W por método manual y por

método automatizado

Nivel bajo Fe mg/L Nivel mediano Fe mg/L Nivel alto Fe mg/L
Dia Parametros*
W Ma W Au W Ma W Au W Ma W Au
Xmedia 0,56 0,51 0,93 0,98 2,07 1,99
1 DE 0,04 0,03 0,04 0,03 0,09 0,03
CVv 6,72 5,47 4,30 2,78 4,56 1,61
Xmedia 0,52 0,50 1,01 0,99 2,11 2,00
2 DE 0,02 0,02 0,03 0,03 0,09 0,03
Ccv 4,29 3,05 3,02 3,03 4,14 1,73
Xmedia 0,52 0,50 0,93 1,05 1,99 2,00
3 DE 0,02 0,02 0,04 0,03 0,08 0,06
Ccv 4,64 3,27 4,21 3,18 4,26 3,12
Xmedia 0,53 0,49 1,02 0,95 1,95 1,96
4 DE 0,04 0,01 0,04 0,01 0,01 0,01
CVv 7,54 2,89 4,31 0,92 0,26 0,75
Xmedia 0,51 0,50 1,00 0,96 1,96 1,98
5 DE 0,02 0,02 0,02 0,02 0,01 0,03
Ccv 4,32 4,05 2,05 2,24 0,38 1,27

* Calculados mediante el programa Microsoft Excel 2003
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5.4 Analisis Estadistico de los datos obtenidos en pooles de sueros con

el MR (CLSI) y con equipos comerciales

Como primer paso a la evaluacion estadistica, se realizd el test de Dixon a todas las

series de determinaciones y no se detectaron valores marginales.

5.4.1 Comparacion de Medias

Utilizando como herramienta estadistica el Statgraphics® Plus V5.1, con un n = 50
para cada nivel, se calcularon los valores de las Medias, la DE y el CV% obtenidos de
las seis metodologias desarrolladas para los niveles bajo, mediano y alto de
concentracion de hierro (Tabla 5-24).

Se observa que, a excepcién del método CLSI Se Au, en el cual el CV% del pool de
nivel mediano es menor que el CV% del pool del nivel alto, y en el método BS Au
donde el CV% del pool del nivel bajo es menor que el CV% del nivel mediano, en los
demés métodos se observa que, a mayor concentracion de hierro, el CV% disminuye,
mientras que el rango total esta comprendido entre 1,93 a 6,46.

Asimismo, los métodos W Au y BS Au, presentan CV% mas bajos (mejor performance)

que los métodos manuales.
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Tabla 5-24: Comparacion de parametros para tres niveles de concentracion de

hierro sérico

Método Nivel n X media Fe mg/L DE CV %
bajo 50 0,5356 0,0336 6,28
CLsI mediano | 50 1,0880 0,0491 4,51
alto 50 2,0206 0,0551 2,73
bajo 50 0,4934 0,0318 6,46
CLSI Se Au | mediano | 50 1,0056 0,0485 4,82
alto 50 1,9136 0,1056 5,52
bajo 50 0,5176 0,0312 6,03
BS Ma mediano | 50 1,0054 0,0459 4,56
alto 50 2,0818 0,0403 1,93
bajo 50 0,5198 0,0202 3,90
BS Au mediano | 50 0,9830 0,0483 4,91
alto 50 1,9816 0,0471 2,38
bajo 50 0,5300 0,0330 6,23
W Ma mediano | 50 0,9790 0,0510 5,21
alto 50 2,0158 0,0938 4,65
bajo 50 0,4984 0,0193 3,87
W Au mediano | 50 0,9730 0,0298 3,07
alto 50 1,9874 0,0387 1,95

Paralelamente, mediante la prueba t de Student, para la determinacién de las diferencias
entre las medias y para la construccidn de los intervalos de confianza, se compararon las
medias de los dos métodos comerciales tanto manual como automatizado y del método
semiautomatizado del MR (CLSI Se Au) con el MR (CLSI), para cada uno de los
niveles de concentracion de hierro (Tablas 5-25, 5-26, 5-27, 5-28 y 5-29).

En los tres niveles de concentracion del analito, se encontrd que el intervalo de 95% de
confianza para la diferencia de medias es aceptable para el rango esperado de decision

clinica.

79




5. Resultados

Tabla 5-25: Comparacion entre el método de BS manual (BS Ma) y el MR (CLSI)

95% Intervalo de
Concentracion | Xmedia Xmedia | P-valor | confianza para la Ine>(()/ac1)ctitud
de Fe ( mg/L) BS Ma CLSI diferencia
inferior | superior
Nivel bajo 0,5176 0,5356 | 0,008* | 0,0050 0,0310 -3,36
Nivel medio 1,0054 1,0880 | 0,000* | 0,0652 0,1000 -7,59
Nivel alto 2,0818 2,0206 | 0,000* | -0,0769 -0,0455 3,01

* Con significancia estadistica

Tabla 5-26: Comparacion entre el método de W manual (W Ma) y el MR (CLSI)

95% Intervalo de
Concentracion | Xmea | Xmeaa | P-valor | confianzaparala | "Moot
deFe(mg/L) | W Ma CLSI diferencia
inferior | superior
Nivel bajo 0,5300 | 0,5356 0,372 -0,0069 0,0181 -1,05
Nivel medio 0,9790 | 1,0880 | 0,000* 0,0863 0,1317 -10,02
Nivel alto 2,0158 | 2,0206 0,771 -0,0282 0,0378 -0,24

* Con significancia estadistica

Tabla 5-27: Comparacion entre el método de CLSI semiautomatizado
(CLSI Se Au) y el MR (CLSI)

95% Intervalo de
Concentracion Xmedia Xmedia | P-Vvalor | confianza para la
deFe(mg/L) | CLSISeAu | CLSI diferencia | X3
inferior | superior
Nivel bajo 0,4934 0,5356 | 0,000* | 0,0288 | 0,0556 -7,88
Nivel medio 1,0056 1,0880 | 0,000* 0,0635 0,1013 -1,97
Nivel alto 1,9136 2,0206 | 0,000* 0,0733 0,1407 -5,29

* Con significancia estadistica
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Tabla 5-28: Comparacion entre el método de BS automatizado (BS Au)

y el MR (CLSI)
95% Intervalo de
Concentracion | Xmedia | Xmedia | P-Vvalor | confianza para la Inexactitud
de Fe (mg/L) | BS Au CLSI diferencia %
inferior superior
Nivel bajo 0,5198 | 0,5356 | 0,007* 0,0045 0,0271 8,25
Nivel medio | 0,9830 | 1,0880 | 0,000* 0,0852 0,1248 -9,65
Nivel alto 1,9816 | 2,0206 | 0,001* 0,0174 0,0606 -1,93

* Con significancia estadistica

Tabla 5-29: Comparacién entre el método de W automatizado (W Au)

y el MR (CLSI)
95% Intervalo de
Concentracion Ximedia Kinedia p -valor | confianza parala Inexeg/(;titud
deFe(mg/L) | W Au CLSI diferencia
inferior | superior
Nivel bajo 0,4984 0,5356 0,000* | 0,0251 | 0,0493 -6,94
Nivel medio 1,0054 1,0880 0,000* | 0,0988 | 0,1248 -7,59
Nivel alto 1,9874 2,0206 0,001* | 0,0148 | 0,0516 -1,64

*Con significancia estadistica

5.4.2 Correlacion de los datos obtenidos por: anélisis de regresion lineal,

histogramas de distribucién y gréaficos de Bland - Altman

La dispersion de las diferencias observadas entre las medidas pareadas de los métodos
fue evaluada aplicando procedimientos estadisticos, recomendados por Linnet K. y

Boyd J. (2008), para comparacién de métodos.

81




5. Resultados

Por estudios de regresion lineal se determinaron los valores de la recta de regresion y
del coeficiente de correlacion (r) entre pares de métodos, como se muestra en la Tabla
5-30, donde el rango de r = 10,9878 a 0,9942, indica una relacion relativamente fuerte
entre las variables, mientras que los valores de p-valor inferiores a 0,01, demuestra que
existe una relacion lineal estadisticamente significativa, en las comparaciones de los

siete pares de métodos, para un nivel de confianza del 99%.

Tabla 5-30: Lineas de regresion y coeficiente de correlacion entre
siete pares de métodos (*)

Coef. de
Pares de Métodos Recta de regresion correlacion
comparados (n
CLSI-BS Ma BS Ma =-0,0847 + 1,0589 * CLSI 0,9941
CLSI-W Ma W Ma =-0,0462 + 1,0053 * CLSI 0,9878
CLSI-BS Au BS Au =-0,0381 + 0,9875 * CLSI 0,9928
CLSI-W Au W Au =-0,0689 + 1,0059 * CLSI 0,9942
CLSI — CLSI Se Au CLSI Se Au =-0,0199 + 0,9529 * CLSI 0,9905
CLSI Se Au—-BS Au BS Au =-0,0044 + 1,0214* CLSI Se Au 0,9880
CLSI Se Au—W Au W Au =-0,0319 + 1,0416* CLSI Se Au 0,9905

(*) n = 150 para cada método

Los histogramas de distribucion de las diferencias entre los valores obtenidos con el
MR (CLSI) y los otros métodos, indican las variaciones en las frecuencias de datos de
las variables para los diferentes métodos, y los graficos de Bland — Altman,

muestran las diferencias como una funcion del promedio de las mediciones.

Las graficas de correlacién obtenidas por comparacion de los métodos se observan a

continuacion:
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Graficos de Regresion Lineal

1 - Comparacion entre los valores obtenidos por el MR (CLSI) y los valores

obtenidos con los métodos manuales (A y B) y automatizados (C y D) de los

equipos comerciales, y con la modificacion semiautomatizada del MR (E).
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2 -Comparacion entre los valores obtenidos con la modificacion semiautomatizada

(CLSI Se Au) vy los valores obtenidos con los métodos automatizados de los equipos
comerciales de BS (F) y de W (G).
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De la observacién de los esquemas graficos tanto en 1 como en 2 se detecta una mayor

dispersion de valores en los pooles del nivel alto de concentracion de hierro.

Los parametros de la recta de regresion (ver Tabla 5-30) que mejor se ajusta a los

puntos, en todos los casos muestra, para la ordenada al origen, valores negativos

proximos a 0 y, para las pendientes, valores de 1 6 proximos a 1, que nos dan una

estimacion del bajo error sistematico.
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Histogramas
1 - Comparacion entre los valores obtenidos por el MR (CLSI) y los valores
obtenidos con los métodos manuales (H e 1) y automatizados (J y K) de los equipos

comerciales.
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2 - Comparacion entre los valores obtenidos con el MR (CLSI) y los valores
obtenidos con la modificacion semiautomatizada del MR (CLSI)=CLSI Se Au* (L)
y entre este Ultimo y los métodos automatizados de los equipos comerciales de BS
(M) y de W (N).
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Los histogramas representan la distribucion de las diferencias entre los valores
obtenidos con el MR (CLSI) y los otros métodos, agrupados en intervalos; y en el eje
vertical se observan las frecuencias de dichos intervalos.

En ellos se observd una mayor concordancia entre los valores obtenidos con el MR
(CLSI) y con los métodos, tanto manual como automatizado de BS, y también, el MR

(CLSI) present6 buena correlacion con los valores obtenidos por el método W Au.
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Graficos de Bland-Altman

1 - Diferencias entre los valores obtenidos por el MR (CLSI) vy los valores obtenidos con

los métodos manuales de los equipos comerciales versus el valor medio
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2 - Diferencias entre los valores obtenidos por el MR (CLSI) y los valores obtenidos con

los métodos automatizados de los equipos comerciales versus el valor medio
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3 - Diferencia entre los valores obtenidos por el MR (CLSI) y los valores obtenidos con la

modificacion semiautomatizada (CLSI Se Au) versus el valor medio
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Mediante los graficos de Bland - Altman evaluamos la concordancia entre los métodos
y la dispersién de los resultados obtenidos, a partir de la representacion de la diferencia
entre cada par de valores frente a la media de cada par de valores.

En la comparacion del MR (CLSI) con los métodos comerciales manuales, en el caso
del método de BS Ma, se observé que para la concentracion mas baja de hierro ambos
métodos coinciden, para el nivel medio los resultados con BS Ma son inferiores a los
del MR (CLSI), y para la concentracién mas alta ocurre lo contrario.

A su vez, en la comparacion del MR (CLSI) con el método comercial de W Ma, se
observd que para la concentracion mas baja ambos métodos coinciden, para el nivel
medio los resultados de W Ma son inferiores a los del MR (CLSI), y para la

concentracion mas alta hay mayor dispersion.

Con respecto a la comparacion del MR (CLSI) con los métodos automatizados, se
observo que para el método de BS Au no hay diferencias para el nivel bajo, mientras
que para el nivel medio los valores de BS Au son inferiores a los del MR (CLSI), y
algo muy parecido ocurre para el nivel mas alto de hierro, mientras que para el metodo
de W Au, en los tres niveles de concentracion los valores del W Au son inferiores a los

del CLSI, especialmente en el nivel medio de concentracion de hierro.

Cuando se compar6 el MR (CLSI) con la modificacion semiautomatizada (CLSI Se Au)
se observd que este Ultimo presenta valores inferiores al MR (CLSI) en todas las

concentraciones de hierro, con una mayor dispersién de datos en el nivel alto.

En relacion a la comparacion del CLSI Se Au con los métodos comerciales
automatizados, se observé que para el nivel bajo, los valores del CLSI Se Au son
menores a los valores obtenidos con el método de BS Au, no hay diferencia para el
nivel medio, y en el nivel alto el CLSI Se Au presenta valores inferiores al BS Au, con
una marcada dispersion de los mismos. En la comparacion del CLSI Se Au con el W
Au, en el nivel bajo los valores obtenidos muestran concordancia, en el nivel medio el
CLSI Se Au muestra valores mayores que el W Au y en el nivel alto los valores del

CLSI Se Au son menores que los del W Au con mayor dispersion.
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Adicionalmente, se realizo la comparacion, segin Bland — Altman, entre los valores
obtenidos con los dos métodos automatizados de los equipos comerciales (BS Au 'y W
Au) y segun muestra la Figura 5-14, ambos métodos coinciden bastante bien en los

tres niveles de concentracion de hierro.

oyo-—m—————ag; ————————— a —

o

Promedio Au

Figura 5-14: Gréfico de Bland-Altman entre las diferencias entre los dos métodos

automatizados de los equipos comerciales versus el valor medio

91



5. Resultados

5.5 Evaluacion de la presentacion de los equipos de reactivos

comerciales utilizados en este trabajo

Antes de proceder a la fase analitica de este trabajo se realizo el examen de la rotulacion
y del inserto de los equipos comerciales de reactivos, de acuerdo a las recomendaciones
de la IFCC/OMS (Logan J.E. et al., 1985a), sobre la evaluacion de juegos de reactivos
para diagnostico utilizados en los laboratorios de salud con recursos limitados, segin lo

descripto en el item 1-6.

A - Examen de la rotulacion del equipo: TABLA |

B - Examen del inserto: TABLA 11
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6. Discusion y Conclusiones
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6. Discusion y Conclusiones

Como objetivo primordial de este trabajo, nos propusimos transferir las
recomendaciones surgidas de la evaluacion de la metodologia recomendada para la
determinacion de hierro sérico a la red de laboratorios publicos y privados, para el
mejoramiento de la calidad analitica de la determinacion de ferremia. Para ello, se llevd
a cabo el estudio del comportamiento de los equipos comerciales de mayor frecuencia
de uso en los laboratorios bioquimicos para la cuantificacion de este pardmetro, que
miden este analito directamente en el suero, en comparacion con el método
recomendado (MR) por el estandar H17-A del CLSI que usa desproteinizacién previa a
la colorimetria, sobre la base de varias caracteristicas. Las mismas incluyeron: puesta a
punto del MR (CLSI), ensayos de validacion del mismo (linealidad, recuperacion,
imprecision, inexactitud) y la aplicacion del MR (CLSI) para la asignacion de valores en
diferentes materiales de control: comerciales, de programas de evaluacion externa

nacionales e internacionales y de preparacion propia.

En relacién a la puesta a punto del MR (CLSI), en la primera etapa analitica, se
realizaron calibraciones con hierro Anedra y con el material de referencia del NIST
obteniéndose buenos coeficientes de correlacion (0,9997 y 0,9988, respectivamente). El
estudio de comparacién con la solucién patron concentrada Titrisol de Merck arrojo
valores disimiles solo en los rangos bajos de concentracion de hierro (16 a 20%),
mientras que para rangos medios y altos los valores fueron mas coincidentes con los
valores del MR (CLSI) con porcentajes de inexactitud de -6,7 a 8% para el rango medio
y -2 a 9% para el rango alto. Este hallazgo, ya habia sido reportado hace casi dos
décadas por Blijenberg B.G. et al. (1993) que reportd datos de inexactitud para valores
bajos de 45,8% y para valores altos de 4,15%, y por Tietz N.W. et al. (1994) que
obtuvo valores de inexactitud para 0,47 mg/L de 58,5% y para 1,98 mg/L de 1%,
quienes atribuian esta variacién a diversas fuentes de error. Entre ellas, debemos
mencionar: incompleta disociacion del hierro de su unién con proteinas y pérdidas de
hierro durante la precipitacion de proteinas (Bunting P. S.y Aggarwal M., 1983; Tietz
N.W. y Rinker A.D., 1994; Mori L. et al., 1981), reduccion incompleta del ion férrico a
ferroso (Schlosnagle D. C., 1982), interferencias como el cobre que puede formar
complejos con el cromogeno (Eckfeldt J.H.y Witte D.L., 1994; Mori L. et al.,1981), la
hemoglobina que como trazas, puede sumar hierro y asi podrian elevar el valor real, e
interferencias espectrofotométricas por otros componentes de la matriz sérica como
bilirrubina y lipidos (Valcour A.A. et al.,1990).
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Entre los ensayos de prevalidacion, comprobamos que la reaccion es lineal hasta 10
mg/L y el rango total de recuperacion del hierro agregado estuvo comprendido entre
65,8 a 97,5%, en todos los materiales de matriz proteica empleados. En la bibliografia,
los porcentajes de recuperacion mencionados en métodos con desproteinizacion son
algo mayores: 95,3 a 100,6% (Barkan G. y Walker B.S., 1940) y 99,5 a 102% (Trinder
P., 1956), mientras que para un método directo automatizado se ha descripto un rango
de valores menores y mas amplio: 43 a 88% (Zak B., y Epstein E., 1965). En nuestra
experiencia el rango porcentual de recuperacion, segun el nivel de concentracion de
hierro, fue mayor al descripto por Zak y Epstein.

En los estudios de comparacion del MR (CLSI) realizados con sueros de
programas internacionales (UK NEQAS y WCDHNY) y nacionales (PEEC-FBA) se
encontraron algunas diferencias. A modo de ejemplo, para el UK NEQAS el rango de
inexactitud estuvo comprendido entre -6,24 a 5,66% Yy para el WCDHNY el rango fue
entre - 17,3 a -2,52%, mientras que los coeficientes de correlacion mostraron valores
aceptables: 0,9930 y 0,9586 respectivamente, teniendo en cuenta que ambos programas
miden el hierro por métodos directos.

Asimismo, se observo que el MR (CLSI) arroja siempre valores mas altos que los
valores de consenso del WCDHNY, mientras que solo el 37,5% de los valores
obtenidos por el MR (CLSI) en los sueros del UK NEQAS mostro6 valores mas elevados
que los valores de consenso del mismo; en este caso el 100% de los sesgos calculados
mostraron valores menores que los descriptos por Ricos et al., 1999, mientras que, los
sesgos calculados para el WCDHNY, solo en un 60% fueron menores que los descriptos
por Ricos et al.(1999).

En relacion a la imprecision y a la inexactitud del MR (CLSI) se evaluaron sobre una
solucion de 1 mg/L de hierro estandar SRM 937 del NIST, y se obtuvo un CV = 2,02%,
y la inexactitud promedio = -1,8%. A su vez, la imprecision calculada sobre 24 sueros
del PEEC-FBA mostr6 un CV entre 0,7 y 9,2% (menor que el sugerido por Ricos et al,
1999, de 26,5%) mientras que la inexactitud arrojo un rango del orden de -14,2 a 46,5%,
que guarda relacién con la gran variabilidad del MR (CLSI). Teniendo en cuenta que la
comparacion se hace con valores consenso informados en una red de laboratorios, como
era previsible, obtuvimos valores considerablemente méas grandes que los informados
por Ricos et al (1999), que para el analito hierro describe un error total permitido de
30,7%.
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Igualmente, de los estudios sobre 24 sueros del PEEC-FBA se observé que el 88% (21
de 24) de los valores de las medias obtenidas utilizando el MR (CLSI) para medir
hierro, arrojo valores levemente inferiores que las medias de los valores consenso tanto
en valores bajos 0 medianos como en valores mas altos. Atribuimos esta diferencia a la
desproteinizacion previa en el MR (CLSI) y nos preguntamos si en estos casos también
se cumplian las aseveraciones que motivo a algunos investigadores a proponer y realizar
diversas modificaciones al método para la determinaciém de hierro sérico segun lo
descripto en la Tabla 1-1. Los primeros investigadores que reportaron los porcentajes
de recuperacion como Trinder P. informo6 un 99,5 a 102 % de recuperacion de hierro en
sus ensayos, y Zak B. et al. (1965) comunicaron la obtencion de 88% de recuperacion.
Mas adelante, otros investigadores, documentaron los CV% de las diferentes
metodologias segln puede verse en la Tabla 6-2., en la cual también se muestran los
CV % (intracorrida y totales) encontrados para los tres niveles de concentracion de
hierro evaluados en el presente trabajo.

Aqui es importante recordar que un mismo procedimiento analitico implementado en
distintos laboratorios no necesariamente se comporta del mismo modo en cada uno de
ellos, pues su desempefio esta influenciado por la existencia de errores sistematicos y
aleatorios, ya sea individualmente o combinados. Lo ideal es eliminar el error
sistematico y reducir la variabilidad aleatoria a valores aceptables y asi, las diferencias
del valor obtenido con respecto al verdadero estardn originadas por la variabilidad
inherente al método, la cual, en una red de laboratorios va a resultar de la sumatoria de
varios factores especialmente errores en la fase analitica y en la fase post analitica
(Mazziotta D., 1995).
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Tabla 6-2: Coeficientes de variacion para diferentes métodos que miden hierro

sérico
Meétodo CV% reportado
Levy A.L.y Vitacca P.
(1961) 28,27%
Caraway W.T. 2,4% (macrotécnica)
(1963) 3,06% (microtécnica)
Young D.S.y Hicks J.M.
(1965) 2,3%
Giovanniello T.J. et al.
(1968) 8,33%
Giovanniello T.J. et al. 4,4% (intracorrida)
(1979) 5,5% (intercorrida)
Ceriotti F.y Ceriotti G. 2,6% (intracorrida)
(1980) 4,6% (intercorrida)
Levinson S.S.
(1980) 2,4 a3,4%
Mori L. et al.
(1981) 2,4%
Schlosnagle D.C. et al.
(1982) 0,4a1,4%
Nivel 5,06 (intracorrida)
bajo 6,28 (total)
Presente trabajo Nivel 3,43 (intracorrida)
medio 4,51 (total)
Nivel 2,67 (intracorrida)
alto 2,73 (total)

Los CV% intracorrida y totales, como indicadores de la precision obtenida en este

trabajo, para los tres niveles de concentracion de hierro muestran valores dentro del

rango propuesto como deseable por el CLSI.
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Adicionalmente, se estimé la concordancia entre ambos grupos de valores recalculando
los datos asignados por el MR (CLSI) a los lotes del PEEC-FBA, en base a la
calibracién con Titrisol. La gran dispersion obtenida se tradujo en un mayor rango de
CV% (0,5 a 16,2%).

A la par se confirmé que en general en laboratorios de distintos paises, y en particular
en el ambito local, practicamente el MR (CLSI) no estd en uso y ha sido reemplazado
por métodos que determinan hierro directamente en el suero, debido en parte a los
requerimientos de la automatizacion a lo que se suma, con seguridad, la tediosa tarea de
desproteinizacion previa del MR (CLSI). Incluso actualmente no existe ningun equipo
comercial que permita realizar la desproteinizacion previa al dosaje de hierro en el
sobrenadante, si bien hace algunos afos, habia disponible en el mercado un equipo para
determinar hierro con/sin desproteinizacion previa a la colorimetria con
batofenantrolina (Iron Merckotest, 2001).

Las evaluaciones con el MR (CLSI) de los sueros calibradores de los equipos
comerciales mostraron también algunas diferencias: 3,45% de inexactitud para el suero
calibrador de BS y 11,0% para el suero calibrador de W. Aqui los sesgos son mas
pequefios teniendo en cuenta que las condiciones experimentales fueron mucho mas
controladas. En los materiales de control comerciales se observan valores de inexactitud
mayores de W con respecto a BS.

Teniendo en cuenta los antecedentes antes mencionados y dada la dificultad de disponer
de un método de referencia aceptado internacionalmente, las comparaciones relativas
son validas. Por ello se procedi6 a realizar la segunda etapa de este trabajo con el
proposito de conocer y evaluar las posibles concordancias y desvios de dos de los
métodos comerciales mas utilizados por la red de laboratorios en nuestro medio
(Fernandez Alberti M.A. et al., 2002) en relacion al MR (CLSI). Paralelamente se
compard la modificacion semiautomatizada del MR (CLSI Se Au) con el mismo MR
(CLSI) y con ambos métodos comerciales automatizados (BS Auy W Au).

En las comparaciones de los dos métodos comerciales manuales y automatizados con el
MR (CLSI) se observo que los CV% obtenidos fueron moderadamente superiores a los
considerados aceptables por la normas del CLSI, principalmente para valores bajos de
hierro.

En los analisis de regresion lineal del MR (CLSI) comparando con los dos métodos
manuales y automatizados comerciales (BS y W), y con CLSI Se Au, y a su vez, de este

ultimo con los métodos automatizados de BS y de W, los coeficientes de correlacion (r)
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obtenidos indicaron una relacion relativamente fuerte entre las variables (Tabla 5-30).
Dado que el p-valor es inferior a 0,01, existe relacion estadisticamente significativa
entre los métodos comerciales y el MR (CLSI) para un nivel de confianza del 99%.
Estudios similares realizados por otros autores ((Tietz. N.W. et al., 1994) cuando
compararon el método de referencia del ICSH (método con desproteinizacion) con
varios métodos automatizados: DuPont aca, Abbott TDx, Kodak Ektachem con Gen.14
y con Gen.18, BM/Hitachi 717 y el reactivo de Synermed Iron-600 en el BM/Hitachi
717, reportaron valores que en promedio son mas bajos que los obtenidos con el método
del ICSH de 1990, especialmente en el rango bajo, y todos mostraron una intercepcion
negativa para la ordenada al origen con valores de pendientes cercanos a la unidad.
También los estudios de precision del método del ICSH y estos métodos automatizados
mostraron, en el rango normal o alto, valores aceptables para todos los métodos, pero
esta precision disminuia en el rango bajo. Para el método del ICSH obtuvieron CV%
entre 4,7 a 5,1, y para los métodos automatizados un rango mas amplio, CV% entre 0,6
y 10,0%.

Empleando otras formas de andlisis mediante histogramas de distribucion de las
diferencias y gréficos de Bland-Altman se observo que los histogramas de distribucion
de las diferencias entre los valores obtenidos con el MR (CLSI) y los otros métodos,
mostraron una mayor concordancia del MR (CLSI) con los métodos de BS, tanto
manual como automatizado, y con el método de W Au. En tanto en los graficos de
Bland - Altman pudimos apreciar la dispersion de valores en los tres niveles de
concentracion de hierro, que resulté ser mayor en el nivel mas alto.

Si bien la mayor concordancia se observo al contrastar el MR (CLSI) con los métodos
comerciales automatizados, estos métodos mostraron en general valores inferiores a los
del MR (CLSI), mientras que la comparacion con la modificacion del MR (CLSI Se
Au) mostr6 una gran dispersion de datos y cuando este ultimo se relaciond con los
métodos comerciales automatizados la mejor coincidencia se dio en niveles bajos de
concentracion de hierro. Los intervalos de confianza al 95% para las diferencias entre el
MR (CLSI) y los otros métodos, muestran que estas diferencias son suficientemente
pequefias dentro del rango de concentracion de hierro Gtil para propdsitos de diagnostico
clinico. Desde el punto de vista de los estudios estadisticos se concluye que solamente
para el método W Ma y puntualmente para los niveles bajo y alto de concentracion, no

hay diferencia significativa con los valores obtenidos por el MR (CLSI). Esta
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observacion esta directamente vinculada a los valores de inexactitud que se muestran en
las Tablas 5-25a 5-29.

Por otra parte, el andlisis de imprecision de los métodos efectuado sobre los pooles de
sueros demostro: para el pool de sueros de nivel bajo de concentracion ensayado, los
CV% no superaron el 6,4%; para el pool de sueros de nivel medio no sobrepasaron el
CV= 5%, a excepcion del método manual de W (CV=5,2%) y, para el pool de sueros de
nivel alto se obtuvieron CV% entre 1,9 a 2,7% cuando comparamos el MR (CLSI) con
los métodos comerciales de BS y de W automatizados. Por dltimo, los métodos
comerciales automatizados mostraron buena correlacion entre si, en relacion a la
dispersion observada (Figura 5-14).

Con respecto a la modificacién semiautomatizada del MR (CLSI Se Au), si bien el
coeficiente de correlacion resultd igual a 0,9905, indicando una relacién relativamente
fuerte entre las variables, los CV% obtenidos, para los tres niveles de concentracién
ensayados, fueron mayores que los valores obtenidos con el MR (CLSI). Esta
caracteristica, que revela una gran imprecision, la hace poco apropiada para detectar
especialmente, un balance negativo de hierro.

A partir de ésta performance y considerando la gran laboriosidad del método
recomendado - que en este trabajo fue nuestra referencia- teniendo en cuenta que dentro
de la quimica hematolégica el analito hierro es uno de los parametros que presenta gran
variabilidad biologica: 30,7% de especificidad deseable para el error total permitido
(Ricos et al., 1999) y que todos los métodos de medicidon de hierro sérico con o sin
precipitacion, es decir MR (CLSI) 6 métodos de campo, dependen de las condiciones
acidas del medio para liberar el hierro de su unién con las proteinas del suero y su
conversion a la forma ferrosa, del coeficiente de extincion molar del cromdgeno
empleado y de la posible interferencia de otros iones metalicos, como las principales
caracteristicas a mejorar en toda medicion de la ferremia, se reafirma que la
automatizacién de la metodologia es una alternativa Util para el laboratorio bioquimico.
En el caso de los dos métodos comerciales ensayados, presentan ventajas sobre el MR
(CLSI) pues emplean menos volumen de muestra y menor tiempo total de
procesamiento.

Con respecto al examen de la presentacion de los juegos o equipos comerciales de
reactivos considerados en este trabajo, en primer término, se evalué la informacion
presentada en la rotulacion de los mismos (TABLA 1) y se constatd que presentan una

sola diferencia en relacién a la reglamentacién solicitada por el ANMAT, pues el equipo
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de BS indica el nimero de certificado otorgado por esta Institucion y el equipo de W
solo aclara que es un producto autorizado por el ANMAT, sin especificacion del
namero de certificacion.

Si bien ambos equipos comerciales de reactivos cumplen con los requerimientos
previstos por la Direccion Europea 98/79 CE de productos sanitarios para el diagndstico
IVD, se observo que hay algunas variaciones en el criterio de eleccion en cuanto al
informe de las caracteristicas generales y metroldgicas de cada equipo (TABLA 11).

El folleto informativo de los dos equipos comerciales aclara, desde ya, el nombre del
mismo, los reactivos que contienen, la temperatura de almacenamiento para su perfecta
conservacion, la longitud de onda empleada en el ensayo, el limite de linealidad, la
reproducibilidad interserie expresada como CV%, y las interferencias conocidas. De
mismo modo, el inserto del equipo de BS agrega el informe sobre la sensibilidad del
método, la repetibilidad intraserie expresada como CV% y menciona que el patron de
hierro incluido tiene una concentracion indicada en la etiqueta del vial que es trazable al
Material de Referencia Certificado 937 del NIST, USA. Con respecto a la veracidad del
mismo apunta que los resultados obtenidos con estos reactivos, no muestran diferencias
sistematicas al ser comparados con reactivos de referencia puntualizando que la
calibracién con el patron acuoso puede causar sesgos, especialmente en algunos
analizadores, en cuyos casos, recomienda calibrar usando un patrén de base sérica
(Calibrador de Bioguimica, c6d.18011) segun lo descripto en el inserto de Biosystems
(2006).

A su vez, el inserto del equipo de W informa el limite de cuantificacién y, con respecto
al estandar de hierro, que es una solucién de iones hierro (1) equivalente a 100 ug/dl,
aclara que el mismo no es provisto en todas las presentaciones.

En funcion de los resultados obtenidos en este trabajo, seria de interés que el mismo
contribuya al mejoramiento de la calidad en la determinacion de hierro sérico, ya sea en
los Laboratorios de Bioguimica Clinica como también, en las revisiones periddicas
llevadas a cabo por la Industria responsable del funcionamiento de los equipos
comerciales empleados.

A modo de sintesis es importante destacar:

e En la puesta a punto del MR (CLSI) las calibraciones realizadas con diferentes
materiales (hierro Anedra, hierro SRM 937, Titrisol) mostraron buenos
coeficientes de correlacion con un rango general comprendido entre 0,9770 y
0,9997.
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En los ensayos de prevalidacion del MR (CLSI) se observo que la reaccién es
lineal hasta 10 mg/L, las pruebas de recuperacion arrojaron valores
comprendidos entre 65,8 a 97,5%, la imprecision intraensayo promedio mostro
un CV =2,02% y la inexactitud promedio = -1,8%.

En relacion a la asignacion de valores a diversos materiales comerciales y de
programas de evaluacion externa, los ensayos realizados mostraron diversos
datos de inexactitud: 3,4% para el calibrador de BS y 11,0% para el de W, un
rango de -15,8 a 31,1% para los materiales control de W y un rango menor para
el de BS (-10,9 a -1,6). Con respecto a la comparacion de los valores obtenidos
con el MR (CLSI) en sueros del UK NEQAS y del WCDHNY la inexactitud
hallada estuvo comprendida entre -6,24 a 5,66% y entre -17,3 a -2,52%
respectivamente.

Con respecto a la asignacion de valores en los lotes de sueros del PEEC-FBA, se
observo que el 88% de los valores de las medias obtenidas utilizando el MR
(CLSI) para medir hierro, fueron levemente inferiores que las medias de los
valores consenso tanto en valores bajos 0 medianos como en valores mas altos.
De los resultados mostrados en todos estos estudios, y sobre la base de que la
determinacion de la ferremia, en practicamente todos los laboratorios de
bioquimica clinica, se realiza por métodos directos, se dedujo la necesidad de
evaluar el desempefio de los métodos manuales y automatizados de los equipos
mas frecuentemente empleados en la red de laboratorios participantes del
Subprograma Hematologia del PEEC-FBA. Para ello se realizaron evaluaciones
estadisticas de los datos obtenidos a partir de las series de determinaciones de
hierro sérico efectuadas en forma comparativa entre el MR (CLSI) y las
metodologias de los equipos comerciales BS y W, utilizando pooles de sueros de
tres niveles de concentracion del analito.

Los CV% intracorrida y totales obtenidos con el MR (CLSI) en los tres niveles
de concentracion de hierro mostraron valores bajos dentro del rango propuesto
como deseable por el CLSI ( Nivel bajo: CVi = 5,06%; CVt = 6,28%) (Nivel
medio: CVi = 3,43%; CVt = 4,51%) (Nivel alto = CVi = 2,67%; CVt = 2,73%).
Los estudios de las concordancias, con el objeto de evaluar si los métodos
comerciales son intercambiables con el MR (CLSI) y considerando a este

ultimo como nuestro “método de referencia”, se realizaron por estudios de:
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regresion lineal, por distribucion de la frecuencia de las variables y por el
procedimiento desagregado de Bland-Altman, a los que se sumd la prueba t de
Student. Los estudios de regresion, ajustados al modelo de regresion lineal
simple y = a + bx, presentaron una relacion relativamente fuerte entre las
variables (r = 0,9878-0,9942); los histogramas de distribucion de frecuencias
mostraron una mejor correlacién del MR(CLSI) con los métodos de BS, tanto
manual como automatizado y con el método automatizado de W; vy en los
gréficos de Bland - Altman se observd la dispersion de valores en cada
concentracion de hierro, la cual result6 ser mayor en el nivel mas alto, y
también, los limites de concordancia del 95% como +2DE indican entre que
diferencias oscilan la mayor parte de las mediciones tomadas con los pares de
métodos comparados.

e En relacion a la modificacion semiautomatizada del MR (CLSI) se obtuvieron
CV% mas elevados que los del MR (CLSI), y esta mayor imprecision la hace

poco apropiada para detectar en especial un balance negativo de hierro.

Como conclusién, debemos reconocer que la verdadera cuestion es si la mejora
analitica en los métodos para evaluar hierro sérico, mejoran sustancialmente la utilidad
clinica de este analito. Creemos que un dosaje Unico Yy aislado de hierro sérico no tiene
valor desde el punto de vista del tratamiento clinico de un paciente. Su medida, en
conjunto con el estudio del hemograma completo, que incluya la evaluacion de los
indices hematimétricos y la observacion criteriosa de la morfologia sanguinea, la
medida de la CTFH y la saturacion de Tf, es imprescindible como base de estudios
posteriores para la deteccion y seguimiento de anemias y sobrecargas de hierro, en todos
los laboratorios de paises en desarrollo.

En el caso particular de la determinacion de la ferremia, es necesario garantizar no solo
desde la toma de muestra, incluyendo el interrogatorio al paciente, sino también
profundizar en las medidas de descontaminacion del material utilizado en todas las
fases analiticas, realizar calibraciones periddicas con estandares o calibradores de
reconocida trazabilidad y con valores asignados por metodologias de orden metrologico
superior, con el objeto de minimizar en lo posible todo error aleatorio y eliminar el
error sistematico.

Finalmente, si bien es importante contar con un método definitivo o de referencia para

la evaluacion de hierro sérico, en estos momentos, la participacién de todo laboratorio
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en programas de evaluacion externa de la calidad y la realizacion del control de calidad
interno diariamente, no solo para la medida de hierro sino para toda la bateria de analisis
que procesa, brinda credibilidad de los resultados en beneficio del paciente y en el del

propio Laboratorio de Analisis Bioquimicos.
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8. Glosario

En este glosario se definen términos con los que es necesario familiarizarse pues se

relacionan con los objetivos especificos de ésta tesis:

Calibracion

Conjunto de operaciones gue establece, bajo condiciones especificadas, la relacion entre
los valores de magnitudes indicados por un instrumento de medicién o sistema de
medicién, o valores representados por un material de referencia y los correspondientes

valores obtenidos, segiin normas, a partir de patrones.

Condiciones de repetibilidad
Condiciones en las que los resultados de mediciones independientes son obtenidos con
el mismo procedimiento de medicién en el mismo laboratorio por el mismo operador,

usando el mismo equipamiento dentro de intervalos cortos de tiempo.

Condiciones de reproducibilidad

Condiciones en las que los resultados de las mediciones se obtienen del mismo

mensurando en diferentes laboratorios con diferentes condiciones.

Error aleatorio

Resultado de una medicién menos la media que resultaria de un namero infinito de
mediciones del mismo mensurando llevada a cabo bajo condiciones de repetibilidad.
Notas: 1) El error aleatorio es igual a error de medicion menos error sistematico. 2) En
la préctica, el error aleatorio puede estimarse a partir de 20 0 méas mediciones repetidas

de un mensurando en una Unica corrida y bajo condiciones especificadas.

Error de medicion

Resultado de una medicion menos un valor verdadero del mensurando.

Notas: 1) Cuando es necesario distinguir error de error relativo, el primero a veces es
Ilamado error absoluto de la medicion. 2) En muchas instancias, el error de medicion es

llamado error total.
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Error relativo

Error de medicion dividido por un valor verdadero del mensurando.

Error sistematico

Media que resultaria de un namero infinito de mediciones del mismo mensurando,
llevadas a cabo bajo condiciones de repetibilidad, menos un valor verdadero del
mensurando.

Notas: 1) El error sistemético es igual a error de medicion menos error aleatorio. 2) El
error sistematico puede ser constante o proporcional al valor del mensurando. 3) En la
practica, el error sistematico se estima a partir de 20 o mas mediciones repetidas de un
mensurando, bajo condiciones especificadas. 4) En muchas instancias el error
sistematico es llamado sesgo, pero el International vocabulary of basic and general
terms in metrology s6lo usa este término como caracteristica de un instrumento de
medicion. 5) El error sistematico es practicamente equivalente al concepto clasico de la
IFCC de inexactitud.

Estandar de trabajo

Estdndar que es utilizado rutinariamente para calibrar o controlar las medidas de
material, los instrumentos de medicion o los materiales de referencia.

Nota: en las ciencias del laboratorio clinico, el estandar es Illamado generalmente

material de calibracién o simplemente calibrador.

Estandar primario

Estandar designado o ampliamente reconocido como poseedor de las mas altas
cualidades metroldgicas y cuyo valor es aceptado sin referencia a otros estandares de la

misma cantidad.
Estandar secundario

Estandar cuyo valor es asignado por comparacion con un estandar primario de la misma

cantidad.
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Exactitud

El término exactitud en un método analitico se refiere al grado de aproximacion de un
resultado obtenido y el valor verdadero del mensurando.

Notas: 1) La exactitud es un concepto cualitativo. Su contraparte cuantitativa es error de
medicién. 2) Se cuantifica la inexactitud. 3) La IFCC ha usado este término con el
significado de veracidad, la cual en realidad indica la concordancia entre el valor

promedio obtenido y el valor verdadero.

Incertidumbre de medicién

Parametro, asociado con el resultado de una medicion, que caracteriza la dispersion de
los valores que razonablemente serian atribuidos al mensurando.

Nota: el parametro puede ser, por ejemplo, una desviacién estandar (o un multiplo de

ella), o el ancho medio de un intervalo que posee un nivel de confianza declarado.

Instrumento de medicion
Dispositivo que intenta ser usado para hacer mediciones, sélo 0 en conjunto con

dispositivo(s) suplementario(s).

Limite de deteccion

Cantidad o concentracién minima de sustancia que puede ser detectada con fiabilidad

por un método analitico determinado.

Linealidad

El término linealidad aplicado a un método analitico, se refiere al tramo de
concentraciones de analito en el que la respuesta es funcion lineal de la concentracion;
la representacion grafica de este tramo (concentraciones frente a respuestas) debe
exhibir una buena adherencia de los puntos experimentales a la recta de regresion para
que el método analitico en cuestion sea aceptable.

El CLSI en su documento EP6-A recomienda el empleo de cinco muestras con cuatro
réplicas de los diferentes niveles de concentracion; el empleo de un nimero menor
puede ocasionar que la regresion obtenida no incluya las curvas sigmoideas no lineales

que pueden presentar algunos analitos.
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También pueden utilizarse muestras patrones comerciales, como lo hizo el Colegio

Americano de Pat6logos en la encuesta sobre linealidad realizada entre 1987 y 1991.

Material de control
Sustancia que tiene una o varias de sus propiedades bien establecidas para ser usada en
la calibracion de un instrumento, en la validacion de un método analitico y en la

asignacion de valores a otro material.

Material de referencia

Material o sustancia suficientemente homogénea que posee valores asignados bien
conocidos establecidos por organismos acreditados reconocidos, para permitir su
empleo en la calibracion de instrumentos, la evaluacion de un método o la atribucion de
valores a materiales secundarios.

Nota: algunos materiales de referencia tienen propiedades que, debido a que no pueden
correlacionarse con la estructura quimica establecida o por otras razones, no pueden ser
medidos por procedimientos fisicos o quimicos definidos exactamente. Tales materiales
incluyen ciertos materiales de referencia biologicos, para lo cual la OMS ha asignado
una unidad arbitraria denominada unidad internacional. Ejemplos: 1) suero humano
SRM 909b del NIST. 2) Prolactina humana IS 84/500 de la OMS.

Meétodo definitivo

Método analitico que ha sido sujeto a una meticulosa investigacion y evaluacion de
fuentes de inexactitud, incluyendo inespecificidad. Los valores obtenidos con estos
métodos son considerados los “valores verdaderos”. Los materiales cuyos valores son
asignados a este nivel se los denomina materiales de referencia primarios y son de

utilidad en el desarrollo y puesta en funcionamiento de métodos de referencia.

Meétodo de referencia

Método analitico que ha sido cuidadosamente investigado en el cual se incluye una
descripcion exacta y clara de las condiciones y procedimientos necesarios para la
determinacion de una cantidad. Generalmente son procedimientos muy laboriosos y que

requieren ser instalados y mantenidos especialmente con propositos de estandarizacion.
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Los materiales cuyos valores se asignan con estos métodos se denominan materiales de

referencia secundarios.

Meétodo recomendado

Procedimiento evaluado por organizaciones oficiales (CLSI; NIST) competentes en el
area de normalizacion de métodos analiticos segun determinados criterios de valoracion,
o0 bien ha sido adoptado como método aceptado por asociaciones profesionales como la
de la UE basados en metodos ampliamente conocidos y evaluados satisfactoriamente
por especialistas en este tipo de analisis, y son considerados como métodos referee para

identificar el mejor método de referencia.

Muestra control

Sustancia estable y homogénea con propiedades bioldgicas y comportamiento igual o

muy similar al de las muestras.

Precision

El término precision indica el grado de concordancia entre los resultados obtenidos para
un mismo analito en réplicas de una misma muestra, aplicando el mismo procedimiento
experimental bajo condiciones prefijadas.

Notas: 1) La precision es un concepto cualitativo. Su contraparte cuantitativa es la
imprecision, que se computa como el desvio estandar o un coeficiente de variacion de
los resultados de medicion. 2) La imprecisién depende criticamente de las condiciones
especificadas. 3) La desviacion estandar que expresa la imprecisién puede depender del

valor del mensurando; el fendmeno es llamado heteroscedasticidad.

Recuperacion

Es la capacidad que tiene un procedimiento analitico para determinar cuantitativamente
una especie quimica que ha sido adicionada a una muestra. Esta adicion debe hacerse en
la forma prevista en el disefio de las condiciones de estandarizacion para que sea

reproducible. Se expresa como porcentaje y se calcula segun la siguiente formula:

%WR-Cob-Ci »100
Cad
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donde: Cob=Concentracion obtenida; Ci=Concentracion inicial y Cad=concentracion

adicionada.

Repetibilidad

Este término indica la precision bajo condiciones de repetibilidad.

Repetibilidad de resultados de mediciones

Grado de mayor cercania al acuerdo entre los resultados de sucesivas mediciones del
mismo mensurando, llevadas a cabo bajo las mismas condiciones de medicion.

Notas: 1) La repetibilidad es un concepto cualitativo. Su contraparte cuantitativa es la
desviacion estandar de repetibilidad o el coeficiente de variacion de repetibilidad de los
resultados de medicidn. 2) La repetibilidad puede depender del valor del mensurando.

Reproducibilidad

Este término indica la precision bajo condiciones de reproducibilidad.

Reproducibilidad de resultados de mediciones

Grado de mayor cercania al acuerdo entre los resultados de mediciones del mismo
mensurando llevados a cabo bajo condiciones de medicién cambiadas.

Notas: 1) Las condiciones cambiadas pueden incluir: principios de medicién, métodos
de medicion, observador, instrumento de medicion, estandar de referencia, locacion,
condiciones de uso, tiempo; este conjunto de condiciones especificadas se denomina
condiciones de reproducibilidad. 2) La reproducibilidad es un concepto cualitativo. Su
contraparte cuantitativa es la desviacion estandar de reproducibilidad o el coeficiente de
variacion de reproducibilidad de los resultados de medicién. 3) La reproducibilidad

puede depender del valor del mensurando.

Trazabilidad

Propiedad del resultado de una mediciéon o del valor de un estandar la cual permite
relacionarlos a referencias establecidas, por lo general estandares nacionales o
internacionales, a traves de una cadena ininterrumpida de comparaciones que posean

incertidumbres declaradas.
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Valor de consenso

Valor promedio obtenido por un conjunto de laboratorios después de haber eliminado

los errores marginales.

Veracidad

Mayor cercania de acuerdo entre la media obtenida de una gran serie de resultados de
medicion y un valor verdadero o valor verdadero convencional.

Notas: 1) Es un concepto cualitativo. Su contraparte cuantitativa es el error sistematico.
2) Préacticamente la veracidad es un equivalente del concepto clasico de IFCC de

exactitud.
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COD 11509 4 x50 mL

CONSERVAR A 2-8°C

Reactivos para medir la concentracion de hierro
Sélo para uso in vitro en el laboratorio clinico

IRON - FERROZINE

C€

BioSystems

HIERRO - FERROZINA
FERROZINA

FUNDAMENTO DEL METODO

El i6n férrico presente en la muestra y unido a la transferrina es liberado por accion del
guanidinio y reducido a ferroso por la hidroxilamina. El ion ferroso forma un complejo coloreado
con la ferrozina que se cuantifica por espectrofotometria’23.

CONTENIDO Y COMPOSICION

A. Reactivo. 4 x 40 mL. Cloruro de guanidinio 1,0 mol/L, hidroxilamina 0,3 mol/L, tampén
acetato 0,4 mol/L, pH 4,0.

B. Reactivo. 4 x 10 mL. Ferrozina 8 mmol/L.

S. Patron de Hierro. 1 x 5 mL. Patron acuoso. La concentracion viene indicada en la etiqueta
del vial. El valor de concentracién es trazable al Material de Referencia Certificado 937
(National Institute of Standards and Technology, USA).

CONSERVACION

Conservar a 2-8°C.

Los Reactivos y el Patron son estables hasta la fecha de caducidad indicada en la etiqueta,
siempre que se conserven bien cerrados y se evite la contaminacion durante su uso.

Indicaciones de deterioro:

— Reactivos: Presencia de particulas, turbidez, absorbancia del blanco superior a 0,050 a 560
nm.

— Patrén: Presencia de particulas, turbidez.
PREPARACION DE LOS REACTIVOS

Patrén (S): Esta listo para su uso.

Reactivo de Trabajo: Vaciar el contenido de un vial de Reactivo B en un frasco de Reactivo A.
Homogeneizar. Si se desea preparar otros volimenes, mezclar en la proporcién: 1 mL de
Reactivo B + 4 mL de Reactivo A. Estable 6 meses a 2-8°C.

EQUIPO ADICIONAL
— Analizador, espectrofotometro o fotometro para lecturas a 560 + 20 nm.
MUESTRAS

Suero o plasma heparinizado recogidos mediante procedimientos estandar.
El hierro en suero o plasma heparinizado es estable 7 dias a 2-8°C.

PROCEDIMIENTO

1. Atemperar el Reactivo a temperatura ambiente.
2. Pipetear en tubos de ensayo: (Notas 1, 2)

Blanco React. Blanco Muestra Muestra Patrén
Agua destilada 200 pL — — —
Muestra — 200 pL 200 pL —
Patron de Hierro (S) — — — 200 pL
Reactivo (A) — 1,0mL — —
React. de Trabajo 1,0mL — 1,0mL 1,0mL

3. Agitar bien y dejar durante 5 minutos a temperatura ambiente.

4. Leer la absorbancia (A) de los Blancos de Muestra a 560 nm frente a agua destilada.

5. Leer la absorbancia (A) de las Muestras y del Patron a 560 nm frente al Blanco de
Reactivos.

CALCULOS

La concentracion de hierro en la muestra se calcula a partir de la siguiente formula general:

A Muestra - A Blanco de Muestra

X C pation = C Muestra
A Patren

VALORES DE REFERENCIA
Suero y plasma*

Hombres: 65-175ug/dL = 11,6 - 31,3 umollL
Mujeres: 50-170 ug/dL = 9,0 - 30,4 umol/L

Estos valores se dan Unicamente a titulo orientativo; es recomendable que cada laboratorio
establezca sus propios intervalos de referencia.
CONTROL DE CALIDAD

Se recomienda el uso de los Sueros Control de Bioquimica niveles | (cod. 18005 y 18009) y Il
(cod. 18007 y 18010) para verificar la funcionalidad del procedimiento de medida.

Cada laboratorio debe establecer su propio programa de Control de Calidad interno, asi como
procedimientos de correccion en el caso de que los controles no cumplan con las tolerancias
aceptables.

M11509¢-0620

CARACTERISTICAS METROLOGICAS
— Limite de deteccion: 4 pg/dL hierro = 0,71 umol/L hierro

— Limite de linealidad: 1000 pg/dL hierro = 179 umol/L hierro. Cuando se obtengan valores
superiores, diluir la muestra 1/2 con agua destilada y repetir la medicion.

— Repetibilidad (intraserie):

Concentracion media de hierro cv N
103 pg/dL = 18,4 pmoliL 22% 20
305 pg/dL = 54,6 umol/L 0,7% 20
— Reproducibilidad (interserie):
Concentracion media de hierro cv n
103 pg/dL = 18,4 umol/L 29% 25
305 pg/dL = 54,6 umol/L 22% 25

— Sensibilidad: 88 mA-dL/ug = 4,86 mA-L/umol

— Veracidad: Los resultados obtenidos con estos reactivos no muestran diferencias
sistematicas significativas al ser comparados con reactivos de referencia (Nota 3). Los
detalles del estudio comparativo estan disponibles bajo solicitud.

— Interferencias: La bilirrubina (< 20 mg/dL) no interfiere. La hemolisis y la lipemia ( triglicéridos
> 15 g/L) interfieren. Otros medicamentos y sustancias pueden interferir®.

Estos datos han sido obtenidos utilizando un analizador. Los resultados pueden variar al
cambiar de instrumento o realizar el procedimiento manualmente.

CARACTERISTICAS DIAGNOSTICAS

El hierro esta distribuido en el organismo en diferentes compartimentos: hemoglobina,
mioglobina, tisular (principalmente en el higado, bazo y médula 6sea). Solamente el 0,1% del
hierro total del organismo se encuentra en el plasma.

La concentracion sérica de hierro resulta afectada por numerosas condiciones fisioldgicas o
patolégicas. La variabilidad interdiaria es bastante elevada en personas sanas.

Las principales alteraciones del metabolismo del hierro son la deficiencia de hierro y la
sobrecarga de hierro. No obstante, pueden también encontrarse alteraciones del hierro en
diversas enfermedades.

El hierro sérico se encuentra aumentado en hemocromatosis, en envenenamiento agudo por
hierro, en cirrosis activa o hepatitis aguda y como resultado de concentraciones elevadas de
transferrina®.

La concentracion de hierro en suero se encuentra disminuida en muchos pero no en todos los
pacientes con anemia por deficiencia de hierro y en alteraciones crénicas inflamatorias. La
medicion de hierro sérico no debe ser utilizada como prueba para la identificacion de una
deficiencia de hierro*S.

El diagnéstico clinico no debe realizarse teniendo en cuenta el resultado de un Unico ensayo,
sino que debe integrar los datos clinicos y de laboratorio.
NOTAS

1. Estos reactivos pueden utilizarse en la mayoria de analizadores automaticos. Solicite
informacion a su distribuidor.

2. El material utilizado en el procedimiento debe estar completamente exento de hierro. Se
aconseja utilizar material desechable o lavarlo con &cido nitrico al 50 % (v/v).

3. La calibracion con el patron acuoso puede causar sesgos, especialmente en algunos
analizadores. En estos casos, se recomienda calibrar usando un patron de base sérica
(Calibrador de Bioquimica, cod. 18011).
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LINEA LIQUIDA

Fer-color
AA

Método colorimétrico directo para la determinacion de
hierro en suero o plasma

SIGNIFICACION CLINICA

El hierro se distribuye en el organismo de diferentes mane-
ras, incluyendo hemoglobina, hierro tisular y mioglobina. El
transporte de hierro de un érgano a otro se realiza mediante
una proteina transportadora llamada apotransferrina. El com-
plejo que forma con el hierro se conoce como transferrina.
La ferritina, localizada en casi todas las células del cuerpo,
constituye una reserva de hierro disponible para la formacién
de la hemoglobina y otras proteinas que contienen el grupo
hemo. La absorcion de hierro ocurre principalmente en el duo-
deno. Tanto la ferritina como la transferrina estan presentes
en las células de la mucosa intestinal y juntas regulan la
absorcion de hierro.

Los mayores desdrdenes del metabolismo de hierro se rela-
cionan con su deficiencia o exceso, sin embargo, se han ob-
servado alteraciones en muchas otras enfermedades, inclu-
yendo anemia, enfermedades cardiovasculares, hepatitis cro-
nica, enfermedades renales e infecciones.

La anemia por pérdida de hierro representa uno de los trastor-
nos organicos mas frecuentes, especialmente en nifios, mu-
jeres jovenes, embarazadas y ancianos. También las Ulceras
gastricas o duodenales y carcinomas de estdmago, constitu-
yen causas de anemia ferropénica.

Por el contrario, el exceso de hierro se asocia con otros des-
6rdenes, como hemosiderosis, hemocromatosis y anemia si-
deroblastica.

Las técnicas fotométricas para la determinacion de hierro en
suero se basan en la formacion de un complejo con un cro-
maogeno, entre los cuales ferrozina y batofenantrolina han sido
ampliamente usados.

El presente método emplea ferene, un agente quelante adi-
cional, con el objetivo de aumentar la sensibilidad del ensayo
colorimétrico. Este compuesto presenta una elevada absorti-
vidad molar, es mas sensible que ferrozina y facilita la detec-
cién de hierro.

FUNDAMENTOS DEL METODO

El hierro se libera del complejo de transferrina en medio acido
y se reduce a Fe (Il) con &cido ascérbico. Seguidamente re-
acciona con el reactivo de color, ferene, dando un complejo
color azul que se mide a 600 nm. La absorbancia obtenida es
directamente proporcional a la concentracion de hierro.

REACTIVOS PROVISTOS

A. Reactivo A: solucion de acido citrico 200 mM, acido ascor-
bico 34 mM, tiourea 100 mM y tensioactivo.

B. Reactivo B: solucion estabilizada de ferene > 3 mM.

S. Standard*: solucién de iones hierro (lIl) equivalente a 100 ug/dl.

* No provisto en todas las presentacionesl

REACTIVOS NO PROVISTOS
- Calibrador A plus de Wiener lab.
- Agua desionizada.

INSTRUCCIONES PARA SU USO
Reactivos Provistos: listos para usar.

PRECAUCIONES

Los reactivos son para uso diagndstico "in vitro". Evitar la
ingestion y el contacto con los ojos.

El Reactivo A contiene tiourea. Estudios experimentales rea-
lizados con esta droga en animales han evidenciado un posi-
ble efecto carcinogénico.

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

Reactivos Ay B: son estables en refrigerador (2-10°C) hasta
la fecha de vencimiento indicada en la caja.

Standard: es estable a temperatura ambiente (< 25°C) hasta
la fecha de vencimiento indicada en la caja.

INDICIOS DE INESTABILIDAD O DETERIORO DE LOS
REACTIVOS

Variaciones en las lecturas de Blancos de Reactivos y/o Stan-
dard indican contaminaciones ocasionales (agua, material de
vidrio, etc.).

Un aumento en el valor de los Blancos indicara una contami-
nacion con hierro.

MUESTRA

Suero o plasma heparinizado

a) Recoleccion: el paciente debe estar en ayunas y las ex-
tracciones deben practicarse siempre a la misma hora (prefe-
rentemente de mafnana) ya que las fluctuaciones fisiologicas
son significativas durante el dia.

b) Aditivos: en caso de utilizar plasma como muestra debe
usarse heparina como anticoagulante.

c) Sustancias interferentes conocidas: no se observan in-
terferencias por hemoglobina hasta 300 mg/dl, bilirrubina con-
jugada hasta 12 mg/d|, bilirrubina no conjugada hasta 35 mg/d|
y heparina hasta 50 Ul/ml. Los triglicéridos no interfieren has-
ta 1000 mg/dI utilizando técnica automatica y 250 mg/dl con
técnica manual.

Si bien hemdlisis ligeras no interfieren con este método, el
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International Committee for Standardization in Hematology
(ICSH) recomienda el uso de suero libre de hemdlisis.
Referirse a la bibliografia de Young para los efectos de las
drogas en el presente método.

d) Estabilidad e instrucciones de almacenamiento: el
suero o plasma heparinizado pueden conservarse una sema-
na en refrigerador (2-10°C) o hasta un afio a -20°C.

MATERIAL REQUERIDO (no provisto)

- Espectrofotémetro o analizador automatico.

- Micropipetas y pipetas para medir los volumenes indicados.
- Tubos o cubetas espectrofotométricas.

- Cronémetro.

CONDICIONES DE REACCION

- Longitud de onda: 600 nm

- Temperatura de reaccion: temperatura ambiente (< 25°C)
- Tiempo de reaccion: 5 minutos

- Volumen de muestra: 200 ul

- Volumen total de reaccion: 1,4 ml

PROCEDIMIENTO
En tres tubos marcados B (Blanco de Reactivos), S (Stan-
dard) y D (Desconocido) colocar:

B S D
Agua bidestilada 200 ul - -
Standard - 200 ul -
Muestra - - 200 ul
Reactivo A 1mil 1mil 1ml

Mezclar. Leer la absorbancia del tubo D (Blanco de Suero
BS) en espectrofotdmetro a 600 nm llevando a cero el apa-
rato con agua. Luego agregar:

Reactivo B 200 ul 200 ul 200 ul

Mezclar inmediatamente. Volver a leer cada tubo a los 5
minutos, llevando el aparato a cero con agua.

ESTABILIDAD DE LA MEZCLA DE REACCION FINAL
Los tubos deben ser leidos entre 5 y 30 minutos luego de
completados los pasos del procedimiento.

CALCULO DE LOS RESULTADOS

Corregir las lecturas de Sy D, restandoles los Blancos co-
rrespondientes:

S - B = S corregida

D - (B + BS) =D corregida

Fe (ug/dl) = D corregida x f

100 ug/dl (Standard)*
donde: f=

S corregida
* Si se emplea Calibrador A plus consultar los valores asig-

nados debido a que son lote especifico. En este caso, la
lectura del calibrador debera corregirse restando el blanco
correspondiente.

METODO DE CONTROL DE CALIDAD

Procesar 2 niveles de un material de control de calidad
(Standatrol S-E 2 niveles) con concentraciones conocidas
de hierro, con cada determinacion.

VALORES TEORICOS
Hombres: 65 a 175 ug/dl (11,6-31,3 umol/l)
Muijeres: 50 a 170 ug/dl (9-30,4 umol/l)

VALORES DE REFERENCIA

En un grupo de 20 mujeres y 20 varones sanos, con edades
oscilando entre los 18 y 51 afos, se hallé un rango de 55 a
175 ug/dl* con los siguientes promedios:

Hombres: 114,6 ug/dl (20,5 umol/l)
Mujeres: 103,3 ug/dl (18,5 umol/l)

*Valores de referencia extraidos de archivos de Wiener lab.
Se recomienda que cada laboratorio establezca sus propios
valores de referencia.

CONVERSION DE UNIDADES AL SISTEMA SI
Hierro (ug/dl) x 0,179 = Hierro (umol/l)

LIMITACIONES DEL PROCEDIMIENTO

- Valores de Blanco aceptables son necesarios para prevenir
posibles contaminaciones del agua y los reactivos con hie-
rro. El Blanco de Reactivos, procesado de acuerdo al Ma-
nual de Instrucciones, no debe ser superior a 0,05 D.O.
debiendo ser ademas despreciable la contribucion del agua
en dicho Blanco. Para ello se recomienda el uso de agua de
calidad comprobada.

El Reactivo A puede adquirir un leve color amarillo con el
transcurso del tiempo que no afecta su reactividad.
Limpieza del material: todo el material de laboratorio em-
pleado debe estar libre de hierro, para ello debe ser sumer-
gido durante al menos durante 6 horas en HCI 10%, elimi-
nando la acidez mediante numerosos lavados con agua li-
bre de hierro. Todo el material debe ser empleado exclusiva-
mente para la determinacion de hierro.

PERFORMANCE
a) Reproducibilidad: procesando de acuerdo al documento
EP15-A del CLSI (ex-NCCLS), se obtuvo lo siguiente:

Precision intraensayo (n = 20)

Nivel D.S. C.V.
61,84 ug/dl +0,87 ug/dl 1,40 %
116,89 ug/dl +0,46 ug/dl 0,39 %
236,31 ug/dl +0,72 ug/dl 0,31%
Precision total (n = 20)
Nivel D.S. C.V.
61,82 ug/dl +0,88 ug/dl 1,42 %
116,89 ug/dl + 1,30 ug/dl 1,11 %
236,31 ug/dl +2,83 ug/dl 1,20 %
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b) Linealidad: la reaccion es lineal hasta 1500 ug/dl en au-
toanalizadores y hasta 1000 ug/dl en técnica manual.

c) Limite de deteccion: la minima concentracion de hierro
detectable, utilizando el método de Fer-color AA liquida es
de 1 ug/dl.

d) Limite de cuantificacion: la minima concentracién de
hierro que se puede determinar cuantitativamente con preci-
sion y exactitud aceptables con el método de Fer-color AA
liquida es de 4 ug/dl.

PARAMETROS PARA ANALIZADORES AUTOMATICOS
Para las instrucciones de programacion debe consultarse el
Manual del Usuario del analizador en uso. Para la calibracion
debe emplearse Calibrador A plus de Wiener lab. de acuer-
do a los requerimientos del analizador.

PRESENTACION

120 ml: - 1 x 100 ml Reactivo A
-1 x20 ml Reactivo B

(Cdd. 1492360)

120 ml: - 2 x 50 ml Reactivo A
-2 x 10 ml Reactivo B
(Cod. 1009285)

120 ml: - 2 x 50 ml Reactivo A
-2 x 10 ml Reactivo B
(Cod. 1009336)
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SIMBOLOS
Los siguientes simbolos se utilizan en todos los kits de reac-
tivos para diagndstico de Wiener lab.

tos por la Directiva Europea 98/79 CE de productos
sanitarios para el diagnéstico "in vitro"

c € Este producto cumple con los requerimientos previs-
Representante autorizado en la Comunidad Europea
Uso diagndstico "in vitro"

Contenido suficiente para <n> ensayos

Fecha de caducidad

Limite de temperatura (conservar a)

No congelar

Riesgo bioldgico

Volumen después de la reconstituciéon

Cont. Contenido

Numero de lote

Elaborado por:

Nocivo

b'Eé‘LEIl@%*“@@

Corrosivo / Caustico

<

Irritante

Consultar instrucciones de uso
[ 1 Calibrador

Control

Control Positivo

Control Negativo

SRR

Numero de catalogo

J Wiener Laboratorios S.A.I.C.
Riobamba 2944

2000 - Rosario - Argentina L]

http://www.wiener-lab.com.ar W I e n e r I a b
Dir. Téc.: Viviana E. Cétola [ ]
Bioquimica

Producto AutorizadoA.N.M.A.T.
PM-1102-27

2000 Rosario - Argentina
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9. Anexos

ANEXO 111

FUNDACION BIOQUIMICA ARGENTINA
Programa de Evaluacion Externa de Calidad

INSTRUMENTAL

Laboratorio: 10073 Encuesta N° 44 — Septiembre 2009

Informe de Resultados

CONTROL DE LA EXACTITUD FOTOMETRICA
Instrumento de lectura: (4005) — BIOSYSTEMS A 15
Temperatura: 37°C.
Longitud de onda: 540 nm.
Absorbancia de Referencia: 0,420 UA a 540 nm.

RESULTADQOS

Absorbéancia promedio informada: 0,410 UA
Inexactitud fotométrica: -2,38%

Intervalo de aceptabilidad
Intervalo 6ptimo:  (inexactitud <=+ 2,00%) = 0,412 UA a 0,428 UA

Intervalo aceptable: (inexactitud <=% 3,00%) = 0,407 a 0,433 UA
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