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1.0 INTRODUCGION

Uso Previsto: La determinacidn cuaniitativa de
concentraion de Ferritina clrculante en el suero humano
mediante ¢l andlisis inmunoenzimomeétrico de microplaca

2.0 RESUTEN Y EXPLICACION DE LA PRUEBA

La Ferriing en circulacion, medida en niveles de suero es un indice
safisfactoric de almacenamienfo de hiemo en el cuerpo. El
almecenariento de hierro es medido directamente por febotornia
cuantitativo, estudios de absorcion de hierto, biopsias de higado y
exdmenes microscopicos de medula espinal Algunas condiciones
asotiadas ton almacenamisnto de hierro son la deficiencia de hisrro
(Aramia) ¥ exceso de hisrro (Hemocromatosis) en ef cuerpo. Las
mediciones de ia capedidad total de enlaces de hisrro (CTEH) han
sido amplamente utiizadas como apoyo para la determinacion de
estas condiiones, Sin embargo, un andlisls de sueros Fariting es
simplement: el medio més sensible y corfiable para la demostracién
de eslos trastomos.

La Feriting se presenta en la sangre enconcentraciones muy bajas,
Normalmente, la Feniina confiene aproximadamente 1% de hiemo
plasma. Elplasma ferriting se encuentra en b risma cantidad que ka
acumulacicn en el cuerpo y las variaciones de almacenarriento de
herro. Las concentrationes de plasma de Fenitina deciinan muy
répido en condiciones de anemia presentindose tomo ura forma de
desarrofio de deficiencia de hiermn fiampo después de observar
deficiercias en |a concenfacion de hemogiohina, tamafio da ios
erifrocitos ¥ ja capacidad fotal de enlaces de hiemo, De este modo el
calculo de Ferriina funciona como un indicador da deficiencia de
hieiro sin resentar complicaciones con otras condiciones actuales,
Del mismo modo un gran nimera de condiciones crénicas pueden
dar como resullsdo elevados niveles de Femitina. Entre estas
condiciones estdn las Infecciones crénicas, enfermedades
inflamatoriss cronicas tales como la artitis reumatica, enfermedad
del corazény ofras enfermedades malignas, especialments infomas,
leucemias, céncer de mama y reuroblastoma. En pacientes que
presentan alguna condicione de estas junto con deficiencia de hierra,
los niveles de ferrltina son frecuentemente normales. Se observa un
aumento en la circulacion de ferrifina en pacientes con hepafis viral
o luego de una lesion de higada come fa evacuacion de feritina
presente en las célules afectadas del higado. Los niveles clevados
de ferriina se encuentran en pacientes con hemocromatosis y
hemosiderasis,

Los niveles circulantes de feritina se han usado por personal clinico,
cormo una syuda en la diagnosis de diversos desordenes de sahsl
Se ha demmostrade ser Una herramienta imporiante en ka diagnosls
diferencial ¢e anemia por deficiencia de hiemo y anemias producidas
por ofros desorderes y, asf mismo importante para la exposicidn de
deplecién de reservas de hiemo mucho anfes de un atague de
anemia. Se han mado varias delerminaciones para monitorear, la
degradacion de almacenamiento de hiemo durante estado de
embarazo y en pacientes con tratamiento de didlisis. La ferriina se
usa para demostrar la deficiencia de hisrro en una variedad de
poblacionet fales como donadores de sangre y personas que

reciben fransfusiones regulares de sangre o gue se encuentran en
terariae da ranneicidn da harra

En este método, el calibrader de feritna, el espécimen paciente o
confrol se adiciona primero a un pozo revestido con esireptavidina
Se adicionan anficuerpos moncclonales marcado con  bioina
(especificos para fermiting) y se mezslan los reactantes. La reaccion
entre los anticuerpos de Ferriina y Ferrifina natvos forma un
complejo inmune que se depasita en un pozo revestida con
esfreptaviding. El excaso de proteinas en suero es removido en los
pasos de enjuague. Se adiciona a los pozos offo anficuerpo
especifico de femitina, marcado con una enzima. El anficuerpo
enzimatco se une a la ferriina ya inmovifizada en el pozo, B exceso
de enzima es removido por medio de enjuague, Se genera tn color
medante la adicion de sustrato. La intensidad del color es
directamente proporcional a la concentracidn de feriina en la
muestra.

El uso de varlas referencias de sueros de niveles de ferrifina
conocidos permite b construccidn de una curva de respuesta a la
dosis de actividad y concenfracidn. De la comparacion de lacurva de
respuesta a la dosis, una actividad de espécimen desconocido
puede estar correlacionada con la concentracién de ferrifna,

3.0 PRINCIPIO
Anélisis Inmuncenzimométrico secuencial (TIPO 4):

Los reactivos esenciales requeridos para un  andlisis
inmuncenzimatico incluyen mayor afinidad v especificidad de
los anticuerpos (enzima e inmavilizada), con diferentes v
distintos reconocimientas de epitopes, en exceso, un antigeno
nativo. En este procedimiento, la inmovilizacion toma lugar
durante el andlisis en la superficie de una microplaca pozo a
través de la inferaccion de estreptavidina cubierta en el pozo y
con el anticuerpo anti-ferritina monaclonal marcade con bictina
agregado exdgenamente.

Después de la mezcla del anficuerpo monoclenal marcado con
biotina y un suero que confiene antigeno native, la reaccién
resulta entre el antigeno nativo y los anticuerpos, formando un
anficuerpo-antigeno  complejo.  Simultdneamente la  biotina
adherida al anticuerpo se une a ka estreptavidina cubierta en las
micropozos resuftande en la inmovilizacidn del complejo. La
interaccion es ilustrada por la siguiente ecuacion:
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Estreplavidina ., = estreptavidina inmovilizada en la pozo
Complejo_inmoviizado (CI) = Ag-Ab Artigeno-Anticuerpo
unido a pozo

Luego de un periodo de incubacion adecuado, la fraccion unida
de anticuerpo-antigeno es separada del antigeno por
decantacion o aspiracidn, Se adiciona ofro anticuerpo (dirigido
en diferente epftope) marcade cen una enzima. Ocurre ofra
inferaccion para forman un complejo anticuerpe-antigeno-
marcado con biotina en fa superficie de la pozo. El exceso de
enzima es extraido mediante un Javado. Se adiciona un sustrato
adecuado para producir color acorde para el uso del
espectrofotdmetro de microplacas, La actividad enziméfica en
las pozos es directaments proporcional a fa concentracion de
antigenos nativos, Mediante el uso de diversas referencias de
sueros de concentracién antigena conocida, se puede generar
una curva de respuesta de dosis, de la cual se puede deducir la
concenfracién de antigeno desconacida,
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4.0 REACTVOS

A, Calibradores de ferritina~ 1 milvial lconos A-F
7 viales de calibradores de ferrifina a niveles de 0 (A), 10
(B), 50 {C), 150 (D}, 400 (E) y 800 {F) ng/mi, Almacenar a 2-
8°C, Un preservante ha sido adicionade.

Nota: Los calibradores en base a suero humano fueron
calibrados usando una preparacidn de referencia, la cual fue
analizada contra WHO 3er IS 84/572.

B. Reactivo Biotina Ferritina - 13 mivial - icono ¥
Un (1) vial que contisne monoclonal de raton 1gG marcado
con biotina en buffer, tinte y preservante. Aimacenamienio a
2-8°C.

C. Reactive Enzimético de Ferritina - 13 milvial = icono
Un (1) vial que contiene anti-ferriina 1gG  marcada con
peroxidasa de rabano en buffer, finte vy preservante.
Almacenamiento a 2-8°C.

D. Microplaca cubierta de estreptavidina- 96 pozos- lcono
Una microplaca de 96 pozos revestidas con estrepiavidina y
empaquetada en uha bolsa de aluminio con un agente de
secado. Almacenar a 2-8°C.

E Solucian de Lavade- 20 ml - lcono ‘
Un vial que contiene un surfactante en solucidn salina
tamponada. Un preservante ha sido adicionado. Almacenar a
2-8°C.

F Substrato A~ 7 mlviak kono §*
Una (1) botella que cantiene tetrametilbenzidina (TMB) en
buffer. Almacenamiento a 2-8°C.

G. Substrato B ~ 7 mivial - [cono 5°
Una (1) bolella que contiene peréxide de hidrdgeno (H,0,)
en buffer. Almacenamiento a 2-30°C,

H. Selucion de paralizacién - Bmbvial - lcono
Une (1) botella que contiene un &cido fuer®e (HCI 1N).
Almacenamiento a 2-8°C,

L Inserto del Producto

Nota 1: No usar reactives més alla de la fecha de expiracion

Nota 2: Evite la exposicién prolongada al calor y 2 1a luz, Los
reactivos abiertos son estables por 60 dias cuando
son aimacenados a 2-8°C.La estabilidad del kit y sus
componentes estan Identificados en la etigueta.

Naota 3: Todos los reactivos vienen para una microplaca de 96
pozos.

4.1 Material Requerido No Provisto

1. Pipefa(s) capages de distribuir 25 y 50 wolimenes con una
precisién superior al 1.5%

Dispensador(es) para las distribuciones repetidas de 0.100 miy
0.350mi volimenes con una precisian superior al 1.5% (opcianal)
Lavador de microplaca o una botella de lavado (cpcional).

Lector de microplaca con capacidad de absorbancia de longitud
de onda de 450nm a 620nm.

Papel absorbente para borrar los pozos de la microplaca.
Cubierta plastica o de microplaca para los pasos de incubacion,
Aspirador al vatio o vacuo (opcional) para los pasas del lavado.
Crondmefro

Materiales de control de caldad,
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5.0 PRECAUCIONES

Para el uso Diagndstico in Vitro
No para el Uso Interno ni Externo en Humanos o Animales

Todos los productos que contienen suero humano se
enconfraron no reactivos para el Antigene de Superficie de la
Hepatitis B, VIH 1y 2 y anticuerpos para VHC por los reactivos
licenciados por la FDA. Ya que no se ha conocido prueba que
pueda ofrecer seguridad a pesar gue los agentes infecciosos
estén ausentes. todos s broducios séricos de humanos deben

ser manejados como potencialmente peiigrosos y capeces de
transmitir enfermedades. Los procedimientos de laboratorio
excelentes para el manejo de productos sanguineos pueden ser
encontrados en el Centro de Contral de Enfermedades/ Instituto
Nacional de Salud, “Bloseguridad en Laboratorios
Microbioldgicos y Biomédicos”, 2da Edicion, 1988, HHS
Publicacién N° (CDC) 88-8395,

La Efiminacidn Segura de los componentes del kii deber
realizarse de acuerdo a la regulacion jocal y a los
reguerimlentos estatutarios,

6.0 RECOLECCION DEL ESPECIMEN Y PREPARACION

Las muestras deben ser sangre, suaro y se deben emplear las
precauciones en la recoleccién de muestras por puncién venosa
para las muestras de suera o sangre Para la comparacién
exacta de los valores normales establecidos, una musstra de
suero por la mafiana en ayunas serd obtenida. La sangre sera
recogida en un fubo de puncidn venosa con linea roja superior
sin aditivos o anticoagulantes. Permitir que la sangre coagule.
Centrifugar el espécimen para separar el suero de las células,

En pacientes que reciben terapia con dosls aftas de bioting
{(>5mgldia), la muestra deberd ser tomadu, al menos ocho (8)
horas después de la witima dosis administrada de biotina.
Preferentements @ la mafana sigulente pare ssegurar la
muestsa en ayunas.

Las muestras pusden ser refrigeradas a 2-8°C por un periodo
maximo de 5 dias. Si ef espécimen no puede ser ensayado
dentro de este tiempo, la muestra puede ser almacenada a
temperatura de -20°C por més de 30 dias, Bvitar el
congslamiento rapido vy sl descongelamiento. Cuande se
analice en duplicado, 0.050ml del espécimen es requerido.

8.0 PREPARACION DE LOS REACTVOS

1, Buffer para Lavado
Diluir jos contenidos del Concentrado de Lavado a 1000 mi
con agua destilada o deslonizada en un contenedor de
almacenamiento adecuiado, Almacenar de 2-30°C hasta por
60 dias

2. Boluclén de Substrato de Trabajo
Verter el contenido del vial color ambar marcado como
Solucién” A" dentro del vial transparente Solucion “B",
colocar |a tapa amarilla en el vial transparente para una fécil
identificacion. Mezclar y marcar segin corresponda
Almacenar de 2 - 8°C.

Nota 1: No use el sustrato de irabajo s/ este es de tolor
azul

Nota 2: No use los reactivos que estén contaminados o que
tengan crecimisnto bacieriano.

9.0 PROCEDMMIENTO DE LA PRUEBA

Antes de proceder con el andlisis Hleve todos los reactivos, las
referenclas séricas y los controles a temperatura ambiente (20-
27°C).

**El procedimiento de la prueba deben ser desarrollado por
personas expertas o profesionales entrenados*®

1. Marcar los pozos de la microplaca para cada suero de
referencia, muestras de contral y de paciente para que sean
ensayadas en duplicade. Colocar las tiras no utilizadas de
micro pozoes nuevamente en ja bolsa de aluminio, sallar
y almacenarlo a 2.8°C,

2 Pipetear 0.025 mi (254) del suero de referencia apropiado,
confrol o espécimen dentro del pozo asignado,

3. Adicionar 0.100mi (100y] de Reacfws de Biotina Ferrifna acada
pozo. Es muy importante dispensar todos los reactivos
cercanos al fondo del pozo cublerio,

4. Revolver fa microplaca ligevamente por 20-30 segundos para

mezclary cubrir.

Incubar 30 minutos a femperatura ambiente

Descartar los conteridos de la microplaca par decantacion o

aspiracion, Si se decanta, se debe sacudir la placa sobre un

papel absorbente,

7. Adicionar 3504 de buffer de lavado (ver Seccién Preparacion de
Reactivos), decantar (golpear y secar) o aspirar, Repefr dos (2)
veces adicionales para un total de fres (3) lavados, Se pusde

© !



utilizar un lavacor de placa automdtico o manual. Seguk kas
instructiones del fabricante para ef uso apropiado. Sise usa
unha botelia lavadora, llene cada pozo descomprimiendo los
contemedores (evitar las burbujas de aire) para dispensar el
lavado. Decaitar el lavado y repeti dos (2) veces
adicionales.

8. Adiciorar 0.100 ml de conjugade enzimatico de Ferriina en cada

pozo.
NO AAITE LA PLACA DESPUES DE LA ADICION DE ENZIMA

8. Incubara temperatura ambients durante 30 minutos

10. Descatar jos conlenidos de la microplaca por decantacion o
aspiracion, Si se reaiza decantacion, golpee y seque la piscacon
papel absorbente.

1. Adicionar 300y de buffer de lavado (ver Seccitn Preparacion de
Reactivs), decantar (golpe y secado) o aspirar. Repetir dos (2)
veces edicionales para un total de tres (3) lavados.

12. Adiciorar 0.100 ml (100u)) de solucién de Reactivo Sefial (Ver
seccidnde preparacion de resctivo) a todos los pozos.

MO AGHE LA PLACA DESPUES DE LA ADICION DE SUBSTRATO

13. Incubar durante 15 minutos a temperatura ambiente,

4. Adcianar 0.050ml (50u) de solucidn de parada en
cada pazo y mezclar suavemente durante 15-20 segundos.

15. Leer la absorbancla en cada pozo a 450nmn {(usando una
longitud de onda de referercia de 620-630nm para minimizar s
imperferciones de las pozos) en un lector de microplacas, Los
tesultados deben ser leidos después de treinta (30)
minutos de haber adicionsdo la  solucién  de
paralizacion.

Nota: Slempre adicione reactivos en el mismo orden para

minimizar bs diferencias del empa de reaccidn en los pozos.

10.0 CALCULO DE RESULTADOS

Una curva de dosis respuesta es usada para asegurar la

concentracién de Ferritina en especimenes desconocidos.

1. Registrar la absorbancia obtenida del fistado del lector de
microplscas como se delined en el Ejernplo 1

2, Graficar la absorbancia para cada referencia de suero
duplicads  versus la  concentracion de  Ferriting
correspondiente en ng/mi en el papel de gréfica fineal,

3. Sacar la mejor curva fija a fravés da los punfos de fa grafica,

4.Para determinar la concentacién de femifina para un
desconcrido, localizar fa sbsorbancia promedio de los dupicados
para cada desconocido en el eje vertical del gréfico, encontrar el
punio d¢ interseccion de la curva y leer la concentracién (en
ng'm) del eje horizontal del gréfico  (los duplicados de los
desconaiidos pueden ser promediados como se indica). En el
siguiente ejemplo, la absorbancia promedio (1,287) intersecta ia
curva de respuesta a la dosis a una concentracién de feriting de
{154 ng/mi) (Ver Figura 1).

Nota 1. E| software de reduccion de datos disefiado para
andlisis ELISA puede ser usado para la reduccién de datos. Si
se utiliza un software, la validacion del software debe ser
realizada.

EJEMPLG 1

g oz » =

oy ) = Q

5g | 73| K | ¥3| ¢

§ Es| 2 | @8] °
Al

CalA 0002 | 5 003 )
B1 0.003
c

cale 010 | g1z 10
D1 0,113
E7

calc 0586 | pgu7 50
F1 0.847
ol

calD 1204 | 4o | 1m0
Hi 1.320
A3

CalE 1947 |\ ye17 | a0
B2 | 1887
cz

calF 2588 | p5a1 800
D2 2536
=3

Control1 0107 | g721 | ea
F2 0.734

G2
Control 2 1:263 1287 154.0
H2 1.285
Paciente A3 1.647 1859 015
1 83 1671

4
* los datos presentes en el Ejemplo 1 y Figura 1 son
unicamente para iustracién y no deben ser usadas en busca
de una curva de respuesta a ls dosis preparada cun cada
analisis.

11.0 PARAMETROS DE Q. C.

Para gue los resuitados del andlisis sean considerados

vilidos se deben cumplir los siguientes criterios:

1. La observancia (OD) del calibrador F' serd 21.3

2. La absorbancia del calibrador A serd <0.19

3. Cuatro de seis grupos de control de calidad estaran dentro
de los rangos esfablecidos

12.0 ANALISIS DE RIESGOS

Las fichas de seguridad (MSDS) y el Analisis de Riesgos de
este produclo estan disponibles por requerimiento a Monobind
Inc.

12.1 Desempefio de |a prueba

1. Esimportante que el iempo de reaccién en cada pozo sea
sostenido  en forma constante para  resultados
reproducibles,

2. El pipeteo de las muestras no se extendsra mas de 10
minutos para evitar derivaciones,

3. No se deben emplear muestas aliaments fipémicas,
hemelizadas o contaminadas

4. Simas de 1 placa es usada, se recomienda repetir la curva
dosis respussta,

5. La adicidn de la solucién sustrato inicia una reaccion
cinética, la cual es terminada por Ia adicién de la solucién
de paralizacion. Por tanto, la adicion de los substratos y la
solucion de detencién seran adicionadas en la misma
secuencia para efiminar cualquier desviacion durante la
reaccion.

6. Los lectores de placa miden verticalments, No tocar el
fondo de los pozos.

7. Lafalla en remover la solucion adherente adecuadamente
en los pasos de aspiracion o lavado por decantacion
puede resultar en una pobre replcacidn y resultados
falsos.

8. Usar componentes del mismo lote. No mezclar los
reactivos de diferentes lotes.

9. Esesencid un pipeteo preciso y exacto asi como seguir el
tiempo exacto y la temperatura requerda. Cualguier
desviacién de las instrucciones de uso puede arrciar
resultados inexactos.

10, Se deben seguir las buenas practicas de laboratorio fodos
fos estandares nacionales aplicables, regulaciones y layes
de manera estricta para asegurar el cumplimiento v uso
adecuado del dispositivo,

11. Es importante calibrar todos los equipos, por ejemplo:
pipetas, lectores, lavadores  y/o  instumentos
aulbmafizados con este reactivo y reafizar un
manienimiento preventivo rutinario

12. El anélisis de riesgo ~ como lo requiere la directiva VD
9B/79/EC de la marca CE- para estos y ofros dispositivos
elaborados por Monebind, pueden ser solicitades via

Email: Monobind@monobind.com

2.2 Interpretacion

1. Las mediciones y la interpretacién de Jos resultados

deben ser desarrollado por personas expertas o

profesionales entrenados
Los resultados de laboratorio por si solos son dnicamente un

aspecto para determinar el cuidato del paciente y no geben
ser |a Unica base para una ferapia, paricularmente si fos
resuliados estan en conflicto con oiros determinantas,

. Para resultados de pruebas vélidas, los controles adecuados
y ofros parametros deben estar dentro de los rangos listados
y requerimientos del ensayo.

. 8ilos kifs de prueba estan alterados, ya sea por mezcla de
partes de diferente kits, lo cual puede producir resultados de
prueba falsos o si los resullados son interpretados
incorrectamente, Monobind no tendréa responsabilidad.

Si se uflliza el sistema de reduccion de datos controlades por
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necesario que los valores de prediccién para los calibradares

se ubiquen denfro del 10% de las concenbaciones
asignadas.
. Las muestras de pacientes con concentraciones de ferriting
superiores a 800 ng/ml deben diluirse {por ejemplo 1/10) con
suero normal libre de ferritina y re enseyado, Las
concentraciones de las muestas es obtenido  por
multiplicacién de los resultados con el factor de dilucisn (10).
Cada componente an el ensayo deben ser almacenades bajo
condiciones idénticas,

13.0 RANGOS ESPERADOS DE VALORES

Se establecieron rangos aproximados de referencia para
adultos hombres y mujeres mediante el uso de 400 sueros con
&l procedimiento para farrifina AccuBind™ ELISA,
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En adicion a lo anterior los sigulentes rangos se asignaron en
base a los documentos disponibles. Sin embargo, estos rangos
8¢ corroboraron usando el Pracedimiento Elisa de Microplacas
AccuBind™ para Ferriina con un niimero fimitado de musstras,

Recién nacido

Es importante guardar en mente que el establecimient de un
rango de valbres es dependiente bajo una mulfiplicidad de
factores tales como la especificidad del método, 1a poblacion
probada y la precision del método en las manos del analista.
Par estas razones cada laboratorio dependera bajo el rango de
valores esperados establecidos por el fabricante solamente
hasta un rango local pueden ser determinados por los analistas
usando el método con una poblacion indigena al &rea en la cual
¢l laboratorlo estd localizado,

14.0 CARACTERISTICAS DEL RENDIMIENTO

14,1 Precision

Las precisiones dentro y entre los andlisis del sistema ELISA
AccuBind™ para Ferritina fueron determinadas por anafisis en 3
diferentes niveles de suero de confrol. El nimero (N), valor
promedio (X), la desviacidn estindar (o) y el coeficiente de
variacién (C.V.) para cade uno de eslos sleros confroles son
presentados en la Tabla 2 y Tabla 3.

TABLA 2
Precisién Intra ensayo (Valores en ng/mi)
Muestra N X o GV,
Nivel 1 20 43,5 1.36 3.1%
Nivel 2 20 110.5 8,10 5.5%
Nivel 3 20 349.6 7.54 2.2%
TABLA 3
Precision Inter ensayo” (valores en ng/mi)
Muestra N X o C.V.
Nivel 1 10 41,2 233 5.5%
Nivel 2 10 113.2 8.1 7.2%
Nivel 3 10 372.4 11.80 3.2%

* Medido en 10 experimentos en duplicada.

14.2 Sensibilidad

La dosls minima detectable (Sensifvided) se defina tomo la
concentracion aparente de 20 par encima de la absarbancia
para calibrador cero. 2o de la absorbancia media para 20
replicas de] calibradar cero de sistema de prueba de fertitina
AccuBind™ ELISA presento una sensibilidad de 0,17 ng/mi

14,3 Especificidad

Se evalud la reaccion cruzada del sisiema para farriina AccuBind™
EUSA & sustancias seleccionadas adicionande sustancias de
interferencia al suera matriz en varias concentraciones. Se calculd la
reacoitn cruzada derivande un radio enbe la dosis da Ia sustancia
que interfiere & la dodis de ferritina necesaria para producir la misma
absorbancia.

KRustaneia Reartividan reurada

Ferritina en Higado 100%

Ferrlitina en Bazo 100%

Ferritina en Corazén <1.0%

Hemoblogina <0.1%
14.4 Efecto Dosls Altas

Visto que el ansliss en disefioc s secusncial, las
concentraciones de Ferritina no muestran el efesto de gancho,
Las muestras con concentraciones de mas de 50,000 ng/mi
demostraron niveles extremadamente altos de absorbancia.
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