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CLF DIRETA
FUNDAMENTO
O tampão (Reagente 2) contendo íons férricos é incubado com o soro para saturar a transferrina, que é a proteína transportadora de ferro. O excesso de ferro que não ligar á transferrina reagirá com a ferrozina (Reagente 3), formando um complexo de cor magenta brilhante cuja absorbância medida em 560 nm é proporcional á concentração de ferro na amostra.
A diferença entre esta quantidade de ferro e a contida no tampão corresponde á Capacidade Latente de ligação de Ferro (CLLF).
Dosando a concentração de ferro na amostra e somando o seu valor ao da CLLF obtém-se o valor da Capacidade Total de Ligação de Ferro (CTLF).

APLICAÇÃO CLÍNICA

O Índice de Saturação da Transferrina (IST) está aumentado nos estados de sobrecarga de ferro (hemocromatose, hemosiderose), anemias hemolíticas, hepatite aguda e na reincidência de anemia perniciosa.
O IST estará diminuído na anemia por deficiência de ferro, na gravidez (3° trimestre), infecção, neoplasia e após hemorragia aguda.

AMOSTRA

Preparo do Paciente

Colher sangue pela manhã após jejum de 8 horas, salvo orientações médicas.

Amostras utilizadas

Soro.
Para controle terapêutico, é aconselhável colher a amostra sempre no mesmo horário, devido a variações diurnas do ferro sérico.

Estabilidade e armazenamento da amostra

O analito é estável por 6 dias entre 2-8°C.

Volume ideal utilizado para análise

(Definir o volume ideal a ser encaminhado para análise).

Volume mínimo utilizado para análise  

(Definir o volume mínimo a ser encaminhado para análise).

Critérios para rejeição da amostra

Não usar amostras hemolisadas.

Fazer referência ao manual ou POP de coleta, separação e distribuição de material.

REAGENTE UTILIZADO

CLF DIRETA

CAT. 433

MS 80022230169
GOLD ANALISA DIAGNÓSTICA LTDA

CNPJ – 03.142.794/0001-16

Av. Nossa Senhora de Fátima, 2363

Belo Horizonte – MG – Brasil

Farmacêutico Responsável: Homero Jackson de Jesus Lopes
CRF – MG - 2010

Componentes do kit

Conservar entre 2-8°C.
1- Calibrador – Soro bovino liofilizado com valor da capacidade latente de ligação de ferro (CLLF) rastreável ao método de referência proposto pelo CLSI5.

O valor da concentração vem indicado no rótulo do frasco.

2- Tampão – Contém tampão pH 8,4 300 mmol/L, cloreto férrico 0,035 mmol/L, hidrogenocarbonato de sódio 150 mmol/L e azida sódica 7,7 mmol/L.
3- Ferrozina – Contém ferrozine 10 mmol/L e ácido ascórbico 32,6 mmol/L em tampão pH 4,0 50 mmol/L.
Estabilidade

Os reagentes são estáveis até o vencimento da data de validade impressa no rótulo do produto e na caixa quando conservados na temperatura recomendada, bem vedados e se evite a contaminação durante o uso.

Precauções e Cuidados Especiais
1- Aplicar os cuidados habituais de segurança na manipulação dos reagentes e amostra biológica.
2- Recomendamos o uso das Boas Práticas de Laboratórios Clínicos para a execução do teste.

3- De acordo com as instruções de biossegurança, todas as amostras devem ser manuseadas como materiais potencialmente infectantes.

4- O Tampão (2) contém azida sódica como conservante. Evitar contato com os olhos, pele e mucosa. Não aspirar ou ingerir.

5- Descartar os reagentes e as amostras de acordo com as resoluções normativas locais, estaduais e federais de preservação do meio ambiente.
EQUIPAMENTOS

Procedimento Técnico Manual

· Espectrofotômetro (leitura entre 540 e 580 nm);
· Banho-maria ou termostatizador na temperatura constante de 37°C;

· Tubos e Pipetas;
· Cronômetro.
Procedimento Técnico Automatizado

Citar nome, modelo e o local onde se encontra o equipamento; Fazer referência ao manual ou POP para utilização do mesmo.

Procedimento Técnico Alternativo

Citar o equipamento alternativo e os procedimentos para medição dos ensaios. Indicar as possíveis diferenças quando os procedimentos manuais substituírem os procedimentos automatizados.

Procedimento em Analisadores Automáticos

Mencionar o manual ou POP para utilização do equipamento analítico. Anexar o guia de aplicação dos reagentes para o sistema automático.

Influências Pré-Analíticas

Os fatores pré-analíticos são causas importantes de determinações incorretas da Capacidade de Ligação de Ferro, sendo que a contaminação pode ocorrer na coleta, no transporte e no processamento da amostra.

O sangue deve ser colhido em jejum e pela manhã. O ritmo circadiano afeta as concentrações de ferro, sendo que os valores á tarde são menores com a diferença podendo atingir a 30%. O soro deve ser separado dos glóbulos o mais rápido possível.

A Capacidade de Ligação de Ferro pode ser alterada em função da idade, sexo, período menstrual, uso de contraceptivos orais e de estrógenos.

Interferências

A bilirrubina até 20 mg/dL, lipemia (triglicérides até 1000 mg/dL) e hemólise (hemoglobina até 200 mg/dL) não produzem interferências significativas.

Reconstituição do Calibrador
1- Golpear o frasco levemente com os dedos para desprender o material liofilizado das paredes do frasco.

2- Abrir cuidadosamente o frasco de Calibrador, removendo as tampas de plástico e de borracha.

3- Usando uma pipeta volumétrica calibrada, adicionar ao frasco 3,0 mL de água deionizada/ destilada recente.

4- Fechar o frasco com a tampa de borracha, golpear o frasco levemente com os dedos e deixar em repouso por 30 minutos.
5- Homogeneizar por inversão suave para dissolver o liofilizado. Evitar a formação de espuma.

6- Estável por 5 dias entre 2-8°C e 30 dias se conservado na temperatura de 8°C negativos.

7- Para evitar congelamentos e descongelamentos repetidos, sugerimos congelar o Calibrador em volumes de 0,5 a 1,0 mL, utilizando frascos apropriados.
PROCEDIMENTO

Procedimento Manual
Notas

1- O material utilizado no procedimento deve estar completamente isento de ferro. Recomenda-se utilizar material descartável ou lavado com ácido nítrico a 50% (v/v) ou detergente não iônico. Lavar a vidraria com bastante água corrente e enxaguar com água deionizada para evitar a obtenção de resultados incorretos devido á contaminação com traços de ferro.
2- O uso de detergente iônico para limpeza da vidraria é uma fonte de contaminação com ferro.

Procedimento do Teste

A-Condições de Reação
       Leitura: Comprimento de onda 560 nm (540 a 580 nm).

                                                                   Medida: Acertar zero de absorbância com água deionizada
              Tipo de Reação: Ponto final

B-Técnica de Análise
1-Identificar 3 tubos de ensaio como: Branco, Teste e Padrão e proceder:
	  Tubos
	  Branco
	  Teste
	  Calibrador

	   Tampão (2)
	  0,75 mL
	 0,75 mL
	  0,75 mL

	  Calibrador (1)
	  ------------
	  --------
	  0,1 mL

	  Soro
	  ----------
	  0,1 mL
	  ------------

	  Água deionizada
	  0,1 mL
	  --------
	  -----------


2-Homogeneizar e incubar em banho-maria a 37°C por 5 minutos.
 O nível de água no banho-maria deve ser superior ao nível dos reagentes nos tubos.
3-Fazer as leituras fotométricas do tubo Branco, Teste e Calibrador em 560 nm (540-580) ou filtro          verde, acertando o zero com água deionizada.

 As absorbâncias dos tubos Branco, Teste e Calibrador serão: AB1, AT1 e AC1.
	Ferrozina (3)
	0,2 mL
	0,2 mL
	0,2 mL


 4-Homogeneizar e incubar em banho-maria a 37°C por 5 minutos.

 5-Fazer as leituras fotométricas do tubo Branco, Teste e Calibrador em 560 nm (540-580) ou filtro     verde, acertando o zero com água deionizada.

As absorbâncias dos tubos Branco, Teste e Calibrador serão: AB2, AT2 e AC2.

Atenção

Antes de calcular a CLLF dos testes, corrigir as primeiras leituras (A1) do Branco, Teste e do Calibrador da seguinte maneira:

Volume total da primeira leitura (A1) = 0,85 mL

Volume total da segunda leitura (A2) = 1,05 mL

Fator de correção da primeira leitura (A1) = 0,85 ÷ 1,05 = 0,809      
CÁLCULOS

Ver linearidade             
CLLF ou LIBC = Capacidade Latente de Ligação de Ferro

CTLF ou TIBC = Capacidade Total de Ligação de Ferro = CLLF + Ferro Sérico

IST = Índice de Saturação de Transferrina

AB1 = Absorbância do Branco (1°leitura)

AT1 = Absorbância do Teste ( 1° leitura)

AC1 = Absorbância do Calibrador (1° leitura)

AB2 = Absorbância do Branco (2° leitura)

AT2 = Absorbância do Teste (2° leitura)

AC2 = Absorbância do Calibrador (2° leitura)

CC = Concentração do Calibrador (Ver valor de CLLF no rótulo do frasco)

Para obter as absorbâncias do Teste e do Calibrador, fazer a correção pelas absorbâncias do Branco, da seguinte maneira:

AT = Absorbância do Teste = (AB2 – AB1 corrigida) – (AT2 – AT1corrigida)

AC = Absorbância do Calibrador = (AB2 – AB1 corrigida) – (AC2 – AC1 corrigida)

Devido a grande reprodutibilidade obtida na metodologia, pode-se fazer os cálculos através do Fator de Calibração (FC).

FC = CC ÷ AC
CLLF (µg/dL) = FC × AT

Exemplo

Se AB1 = 0,003 e AB2 = 0,724

AB1 corrigida = 0,003 × 0,809 = 0,002

Se AT1 = 0,032 e AT2 = 0,672

AT1 corrigida = 0,032 × 0,809 = 0,026

Se AC1 = 0,030 e AC2 = 0,618

AC1 corrigida = 0,030 × 0,809 = 0,024

AT = Absorbância do Teste = (AB2 – AB1 corrigida) – (AT2 – AT1 corrigida)

AT = (0,724 – 0,002) – (0,672 – 0,026) = 0,722 – 0,646 = 0,076

AC = (0,724 – 0,002) – (0,618 – 0,024) = 0,722 – 0,594 = 0,128

Se CC = Concentração do Calibrador = 265 µg/dL (Valor indicado no rótulo do Calibrador)

FC = CC ÷ AC = 265 ÷ 0,128 = 2070
CLLF (µg/dL) = FC × AT = 2070 × 0,076 = 157 µg/dL

CTLF = Ferro Séric0 + CLLF
Se o Ferro Sérico da amostra = 144 µg/dL

CTLF = 144 + 157 = 301 µg/dL

IST = (Ferro Sérico ÷ CTLF) × 100 = (144 ÷ 301) × 100 = 0,48 × 100 = 48%
Transferrina (mg/dL) = CTLF × 0,70 = 301  × 0,70 = 211 mg/dL

RESULTADOS DOS TESTES
1-CLLF = 157 µg/dL
2-Ferro = 144 µg/dL

3-CTLF = 301 µg/dL

4-IST% = 48%
5-Transferrina = 211 mg/dL

Conversão de Unidades

Unidade Convencional (µg/dL) × 0,179 = Unidade SI (µmol/L).

CONTROLE DA QUALIDADE

Materiais

Identificar os materiais de controle interno e externo da qualidade, citando fabricante e número de catálogo.

Referenciar POP para limpeza e secagem dos materiais utilizados. 

Controle Interno

Descrever a calibração periódica de pipetas, equipamentos utilizados, controle de temperatura ambiente e geladeiras para armazenamento dos kits.

Citar a utilização de soros controles (nível normal –código ---------  e patológico –código -------) nas  análises realizadas juntamente com a freqüência da utilização dos mesmos. Descrever o procedimento  de verificação de novos lotes de controles e reagentes.

Citar POP para controle interno.

Controle Externo 

Descrever os procedimentos utilizados nas avaliações de qualidade feitas por programas de comparação entre laboratórios ou outros controles de qualidade: PNCQ-SBAC e/ou PELM-SBPC

Gerenciamento dos dados obtidos no Controle Interno e Externo

Definir como os dados de controle são arquivados e gerenciados.

Fazer referência ao manual ou POP de garantia da qualidade.

VALORES DE REFERÊNCIA

1- CLLF: 140 – 280 µg/dL

2- CTLF (Adultos): 250 a 450 µg/dL

3- CTLF (Crianças): 150 a 400 µg/dL

4- IST: 20 - 50%

5- Transferrina: 200 a 300 mg/dL
Estes valores devem ser usados como uma orientação. É recomendado que cada laboratório estabeleça seus próprios valores de referência.
SIGNIFICADO CLÍNICO

A capacidade de ligação de ferro é uma medida da quantidade de ferro total que as proteínas plasmáticas podem unir. Praticamente, toda a capacidade de ligação é devida á transferrina.
Normalmente, apenas um terço dos sítios de ligação da transferrina estão ocupados por ferro. Deste modo, a transferrina plasmática tem uma considerável reserva para a ligação do ferro.

Um aumento na concentração plasmática de transferrina eleva a capacidade total de ligação de ferro (CTLF ou TIBC). Deste modo, são encontrados valores elevados da CTLF na gravidez (3° trimestre), nas deficiências crônicas de ferro (anemia por deficiência de ferro), no uso de contraceptivos orais, na necrose hepática (destruição de células hepáticas), e após hemorragia aguda.

Valores diminuídos de CTLF ocorrem quando há uma diminuição na síntese de transferrina (infecção, neoplasia, uremia) ou aumento na perda urinária de transferrina (nefrose).
O Índice de Saturação da Transferrina (IST) está aumentado nos estados de sobrecarga de ferro (hemocromatose, hemosiderose), anemias hemolíticas, hepatite aguda e na reincidência de anemia perniciosa.

O IST estará diminuído na anemia por deficiência de ferro, na gravidez (3° trimestre), infecção, neoplasia e após hemorragia aguda.

LINEARIDADE 

Linearidade

A reação é linear até 500 µg/dL. Para valores maiores diluir a amostra com água deionizada e repetir a determinação. Multiplicar o resultado obtido pelo fator de diluição empregado.
SENSIBILIDADE ANALITICA
Sensibilidade Analítica

O limite de detecção é igual a 5,7 µg/dL, equivalente a média mais dois desvios padrão (DP) obtidos a partir de 20 determinações em uma amostra protéica não contendo transferrina.

LIMITAÇÕES DO MÉTODO

Os resultados deverão ser usados em conjunto com informações disponíveis da avaliação clínica e outros procedimentos diagnósticos.
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