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Active vitamin B-12 (holotranscobalamin)

Codigo SCPC (Sociedad Colombiana de Patologia Clinica): 20040. Codigo CUPS (Codifica-
cion Unica de Procedimientos en salud): No aplica. Seccion: quimica clinica. Nivel de com-
plejidad: alto. Metodologia: inmunoensayo quimioluminiscente de macroparticulas (CMIA).
Sinonimos: holotranscobalamina

Definicion

La prueba de la vitamina B , activa (holotranscobalamina) es un inmunoensayo quimioluminis-
cente de macroparticulas (CMIA) para la determinacion cuantitativa de la holotranscobalamina
en suero, como ayuda para el diagnostico y tratamiento de la deficiencia de vitamina B, [1].

Espectro clinico de aplicacion

La vitamina B , (cobalamina) es una metaloenzima esencial para el metabolismo de aminoa-
cidos y, en particular, para la sintesis del ADN mediante la conversion del metiltetrahidro-
folato a tetrahidrofolato [2,3]. Esta vitamina no se sintetiza en el cuerpo humano sino que
es tomada de la dieta a partir de productos como las carnes y los lacteos. La vitamina B,
en el suero se encuentra unida a las proteinas transcobalamina y haptocorrina, siendo el
complejo formado por la vitamina B, , y la transcobalamina conocido como holotranscoba-
lamina y por la vitamina B , y la haptocorrina como holohaptocorrina [4,5].

La holotranscobalamina contiene aproximadamente el 30% de la vitamina B, circulante y
representa la vitamina B, biolbgicamente activa, la cual es transportada a todas las células
e ingresa a través de un receptor especifico, el CD320 [4-6]. La deficiencia congénita y
las alteraciones genéticas de la transcobalamina conducen a deficiencia de vitamina B ,
poco después del nacimiento y se manifiestan clinicamente con afecciones hematologicas,
neurologicas y metabodlicas propias de la deficiencia de esta vitamina, las cuales requieren
tratamientos agresivos incluso cuando el valor sérico de la vitamina B, se encuentra nor-
mal [6-10]. Entretanto, la vitamina B, unida a haptocorrina, a pesar de que representa
alrededor del 80% de la vitamina B, circulante, se considera metabolicamente inerte de-
bido a que no existen receptores celulares para su captacion en los tejidos, excepto en
el higado [2]; ademas, la deficiencia genética de la haptocorrina es poco comin y no se
considera grave [2,11].

La holotranscobalamina circulante presenta una vida media aproximadamente de -2 h,
mucho mas corta que la de la holohaptocorrina que dura varios dias, y es rapidamente
captada en los tejidos [5,6]. La holotranscobalamina se ha encontrado como uno de los
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primeros marcadores de deficiencia de vitamina B, [12,13], con un mejor desempeho
para detectar la deficiencia que la medicion sérica de vitamina B, total [4,12,14-17], cuyos
niveles corresponden en mayor parte a la vitamina B, unida a la haptocorrina. Ademas, se
ha demostrado la correlacion de los niveles de holotranscobalamina con los de vitamina
B,,[2,16]; no obstante, en algunos casos pueden presentarse niveles bajos de holotransco-
balamina en presencia de valores altos de vitamina B, [16].

La deficiencia de vitamina B, en la poblacion joven se encuentra entre el 5% y el 7%
mientras que la deficiencia funcional de esta vitamina, establecida por niveles bajos de
holotranscobalamina, es comdn en los ancianos y se ha encontrado en el 10% al 30% de
los individuos mayores de 65 afhos. Los grupos de riesgo que se han establecido para la
deficiencia de vitamina B, incluyen: pacientes con anemia de origen desconocido, con
sintomas neurosiquiatricos inexplicables, con manifestaciones gastrointestinales (p. ej. es-
tomatitis, anorexia y diarrea), personas de edad avanzada, vegetarianos, pacientes con tras-
tornos gastrointestinales (p. ej. enfermedad de Crohn o infeccion con Helicobacter pylori)
y los pacientes con reseccion de estomago, entre otros [18], en los cuales se requiere
evaluar el estado de la vitamina B, y la medicion de la holotranscobalamina podria ayudar
a establecer la deficiencia.

Los valores de holotranscobalamina se han registrado disminuidos en individuos con signos
bioquimicos de deficiencia de vitamina B , [15,19]; ademas, en aquellos con riesgo de su-
frirla como los vegetarianos [12,20], los veganos [21], los ancianos [17] y las personas con
bajo consumo de la vitamina [ I5]. De igual manera, en los pacientes con Alzheimer se han
encontrado concentraciones de holotranscobalamina reducidas, sin cambios en los niveles
de vitamina B , en comparacion con individuos sanos [22]. Contrariamente, las concentra-
ciones de holotranscobalamina han demostrado ser mayores en los sujetos con creatinina
elevada en comparacion con aquellos con valores disminuidos de creatinina [16], por lo
cual es importante tener en cuenta el estado renal del individuo para la interpretacion de
los resultados y el establecimiento del diagnostico de deficiencia de vitamina B, [18].

Actualmente, se disponen de nuevos métodos basados en anticuerpos monoclonales es-
pecificos de la transcobalamina para el diagnostico de la deficiencia de vitamina B, [4],
en los cuales las concentraciones de holotranscobalamina determinadas reflejan el estado
de la vitamina B,, independiente de la absorcion reciente de la vitamina [23]. Ademas, el
desarrollo de métodos automatizados para evaluar los niveles de holotranscobalamina he
hecho posible que los estudios de tamizaje puedan ser realizados a gran escala. De esta
manera, el efecto costo-beneficio de la deteccidon temprana de la deficiencia de vitamina
B,, mediante el uso de holotranscobalamina anticipa que pronto reemplazara a la medicion
de la vitamina B,, como un parametro de laboratorio de primera linea para el tamizaje de
la deficiencia de vitamina B, [18].

Fundamento

El ensayo de vitamina B, activa (holotranscobalamina) es un inmunoandlisis de dos pasos que
utiliza la tecnologia de inmunoensayo quimioluminiscente de macroparticulas (CMIA) para la
determinacion cuantitativa de holotranscobalamina en suero humano [1].
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En el primer paso se combina la muestra con las microparticulas paramagnéticas recubier-
tas de anticuerpos antiholotranscobalamina, los cuales se unen a la holotranscobalamina
presente en la muestra. En el segundo paso, luego de un lavado, se ahade el conjugado de
anticuerpos monoclonales de raton antiholotranscobalamina marcados con acridinio. Tras
otro ciclo de lavado se incluyen las soluciones preactivadora (peroxido de hidrogeno) vy acti-
vadora (hidroxido de sodio) y la reaccion quimioluminiscente resultante se mide en unidades
relativas de luz (URL) [1].

Las unidades relativas de luz detectadas en el sistema Optico del equipo son directamente pro-
porcionales a la cantidad de holotranscobalamina presente en la muestra [1].

Preparacion del paciente
y manejo de las muestras

Preparacion del paciente

El paciente requiere de un ayuno de 12 h.

Tipo de muestra

Suero humano recolectado en tubos secos (tapa roja) o con separador (tapa amarilla) [1].

Manejo y conservacion de las muestras

Las muestras se pueden almacenar con o sin el codgulo durante maximo |16 h a temperatura
ambiente o hasta por tres dias entre 2 °Cy 8 °C. En caso de que el analisis tome mas de tres
dias en realizarse se debe retirar el codgulo del suero y almacenar este Ultimo a una tempera-
tura menor o igual que -20 °C por un perfodo maximo de seis meses [|].

Las muestras congeladas se deben descongelar por completo antes de ser mezcladas. Una vez
descongeladas se mezclan en un agitador de tubos tipo Vortex a baja velocidad o por inversion
|0 veces. En caso de observarse capas o estratificacion se debe continuar mezclando hasta que
las muestras estén visiblemente homogéneas. Las muestras no se deben someter a mas de tres
ciclos de congelacion/descongelacion [17].

Antes del andlisis, si las muestras contienen fibrina, eritrocitos u otras particulas en suspension
o han sido congeladas y descongeladas, deben transferirse a tubos de centrifuga y centrifugarse
durante 10 minutos a mas de 10.000 g. Las muestras lipémicas deben transferirse a una copa
de muestra o a un segundo tubo procurando tomar solo la porcion clarificada de la muestra
sin el material lipidico [1].

Para el andlisis dispense la muestra aclarada en una copa de muestra o un segundo tubo [1].

El transporte de muestras se recomienda realizarla sin el codgulo y preparadas y etiquetadas
de acuerdo a las normativas vigentes para el transporte de muestras y sustancias infecciosas, a
una temperatura entre 2 °Cy 8 °C (con hielo) o congeladas (con hielo seco), sin sobrepasar
los tiempos de almacenamiento mencionados previamente [1].
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Valores esperados

Los valores esperados en muestras de suero para el ensayo de vitamina B, activa (holotransco-
balamina) en los sistemas de ARCHITECT i 2000, son: 25,1 pmol/L a 165,0 pmol/L [1].

Interpretacion de resultados

Los niveles de holotranscobalamina por debajo de 25,1 pmol/L son indicativos de una defi-
ciencia de transcobalamina, condicion que da lugar a sintomas graves en la primera infancia y
que debe ser diagnosticada lo antes posible para evitar dahos permanentes en esta poblacion.

Teniendo en cuenta que los niveles de transcobalamina reflejan el estado de vitamina B, un
valor por debajo del intervalo de referencia sugiere una deficiencia de vitamina B, [4], la cual
se debe correlacionar con los hallazgos hematolbgicos y neurologicos, la informacion sobre la
ingesta de vitamina B,, y con la presencia de falla renal [24], condicion clinica en la que general-
mente se encuentran aumentados los niveles de holotranscobalamina a pesar de la deficiencia
de vitamina B, caracteristica en estos individuos [18,25].

Los niveles de holotranscobalamina se pueden encontrar normales en los pacientes con anemia
perniciosa luego de la correccion de la deficiencia de vitamina B,
siendo menores respecto a las personas sanas [23], lo que sugiere una influencia independiente
del estado de absorcion de la vitamina B, sobre los valores de la holotranscobalamina.

aunqgue sus valores continlian

Interferentes

Las muestras inactivadas con calor, mezcladas, intensamente hemolizadas, con contaminacion
microbiana evidente, con fibrina, eritrocitos o particulas en suspension no se deben utilizar
pues pueden arrojar resultados alterados [I].

Las muestras de suero de pacientes con tratamientos anticoagulantes o terapia trombolitica
pueden contener fibrina, debido a la formacion incompleta del coagulo, la cual interfiere con
los resultados [I].

Las muestras no deben tener burbujas. En caso de presentarse se deben retirar con un palillo
antes del analisis [ 1].

Las muestras no homogéneas pueden dar resultados inconsistentes [|].

Las muestras con concentraciones de bilirrubina, hemoglobina, proteinas totales, triglicéridos
y factor reumatoide mayores que 20 mg/dL, 200 mg/dL, 10 g/dL, 850 mg/dL y 70 Ul/mL,
respectivamente, pueden interferir con los resultados del ensayo de la vitamina B , activa
(holotranscobalamina) de los sistemas de ARCHITECT i 2000, [1].

Las muestras de pacientes que han recibido preparados de anticuerpos monoclonales de
raton con fines diagnosticos o terapéuticos pueden contener anticuerpos humanos antiraton
que alteran los resultados del ensayo [|].
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Los anticuerpos heterofilos presentes en el suero humano pueden reaccionar con las in-
munoglobulinas del reactivo de la prueba e interferir con el ensayo in vitro. Los individuos
que estan en contacto habitual con animales o productos con suero de origen animal son
propensos a presentar este tipo de interferencia y resultados alterados. En estos casos se
requiere informacion adicional del paciente para establecer el diagnostico [1].

Limitaciones

Los resultados de la prueba deben ser coherentes con los datos clinicos, en caso contrario se
recomienda realizar otro andlisis para confirmar los resultados [1].

Los resultados con fines diagnosticos se deben correlacionar con los sintomas, resuttados de
otros andlisis, la impresion clinica, entre otros [1].

No se recomienda usar otro tipo de tubos ni de muestra a los especificados [1].

Cada laboratorio debe establecer su propio intervalo de valores de referencia, segiin la poblacion
que atiende v los factores geograficos, de pacientes, de alimentacion y medioambientales [ 1].

El ensayo de vitamina B, activa (holotranscobalamina) para los sistemas de ARCHITECT i 2000,
esta disehado para tener un porcentaje de reactividad cruzada menor o igual al 10% con las
proteinas apotranscobalamina y haptocorrina, a las que también se une la vitamina B ,, cuando
se encuentran a concentraciones entre 250 pmol/L y 500 pmol/L, y entre 2.500 pmol/L vy 5.000
pmol/L, respectivamente [1].
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