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INTRODUCCION.



Como respuesta a las crecientes necesidades de los modernos labo-
ratorios de diagndstico clinicoe, se producen cada vez mis reacti~
vos Yy equipos, para realizar las pruebas con mayor exactitud y ~

sensibilidad, en un menor tiemvo.

La estandarizacién y optimizacifn de los métodos para determina--
cifn de enzimas, es de vital importancia porque la actividad de -
la enzima es altamente dependiente de la temperatura, pH, clase

de amortiguador y concentracidn del sustrato. Ademds el m&todo -
deberd@ ser suficientemente sensible, altamente especifico, deberd
proporcionar resultados correctos y reproducibles y ser suficien-
temente simple para trabajo prdctico, por esto se pensd en estan-
darizar los reactivos empleados, asi como en determinar su estabi
lidad a fin de proporcionar al laboratorio sencillez y reproduci~
bilidad.

Por estandarizacifn se entiende uniformizar un grupo de objetos o
lograr que las caracteristicas de estos, gueden dentro de ciertos
limites previamente establecidos.

Para lograr la estandarizacidn, es necesario fijar un valor de re
ferencia, con el cudl efectuar la comparacidn, pero al tratarse -
de la medicién de actividad enzimdtica, esto se complica. Es posi
ble conseguir pesar una cantidad dada de una enzima definida
y cristalizada, pero esto no nos garantiza que la medicién de la
actividad enzimftica, sea correcta. Por lo que el material de re-
ferencia seri tratado de la misma manera que las muestras. Esto
se hace para seleccionar apropiadamente los materiales de referen
cia. )

La estandarizacidn se lleva a cabo, para incrementar la sequridad
y reproducibilidad de las valoraciones, para alcanzar un m&ximo -
valor diagnéstico y poder comparar los resultados de laboratorio

a laboratorio.



En el laboratorioc Sigma de México S.A. se inicidé un estudio de -
los reactivos para diagnistico a fin de determinar nuevas normas

de control de calidad.
Se escogieron los siguientes reactivos para su estudio:
Equipo para deteminacién de Amilasa, Lipasa, Deshidrogenasa -

ldctica, Aminotransferasa de Alanina y Aminotransferasa de Aspar
tato.



. OBJETIVO




Establecer métodos adecuados de control de calidad, que nos
garanticen la exactitud y reproducibilidad de los resultados
afin cuando se utilicen reactivos de diferentes lotes, asf{ -

como demostrar la estabilidad de dichos reactivos.



CAPITULO I

FUNDAMENTOS E IMPORTANCIA CLINICA.
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1.1. Determinacién de Amilasa.

La enzima conocida comos{~amilasa es la
o -1,4-glucan-4 glucanohidrolasa.

E.C. 3.2.1.1

1.1.1.Fundamento.

LaX -amilasa pertenece a la clase de enzimas designadas hidrola-
sas. Estas enzimas se caracterizan por su capacidad para catali-~-
zar la escisién hidrolftica de diversos enlaces quimicos. Las -
amilasas animales, entre las cuales se encuentra la del suero hu
mano, son amilasas alfa y pueden atacar enlaces alfa 1-4 al azar.
Asi las grandes unidades de polisacéri&os se rompen en unidades
menores.

Las cadenas de almidcnes lineales, reaccionan con yodo molecular
para formar el complejo de yodo y almiddr, de color azul intenso.
Asf la hidrdlisis del almidén se mide colorimétricamenre ya que
es paralela a'la pérdida de la capacidad del almidén para enla--
zar yodo, y el matiz del complejo cambia a azul claro, violeta

y finalmente a rojo.

No se forma color con yodo, cuando el tamafio de la cadena es de
seis unidades de glucosa o menos.

En el laboratorio Sigma de México S.A., se utiliza el método de
Caraway, que mide la cantidad de almidSn hidrolizado, en un pe-
riodo de tiempo.

La enzima es muy estable; su pérdida de actividad a temperatura
ambiente es despreciable en el curso de una semana y si se con-
serva en refrigeracidén mantiene su actividad hasta dos meses.

Con excepcidn de la heparina, todos los anticoagulantes inhiben )
la actividad de la enzima, por lo que la determinacién se debe

efectuar en suero.
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1.1.2. Importancia clinica.

En pacientes con pancreatitis aguda, la amilasa en suero alcanza
valores de mis de 500 unidades de Somogyi y a veces niveles de
2000 y 4000 unidades. El ascenso es transitorio y aumenta durante
las primeras 24 a 30 horas, para bajar de nuevo al intervalo nor-
mal en las 24 a 48 horas siguientes. También se ohserva hiperami-
lasemia en pacientes con {lceras gdstricas o duodenales perforadas
obstruccién intestinal y obstruccién del conducto pancreftico &
biliar comdn. En general, todo proceso de enfermedad agudo, en a-
reas adyacentes al pancréas podria dar por resultado elevaciones
de amilasa en suero.

En pancreatitis crénica los valores van desde niveles normales
hasta aproximadamente 250 a 400 unidades. El carcinoma pancreitico
solo en ocasiones va acompafiado de una elevacién de amilasa. La -
inyeccidn de morfina causa un ascenso transitorio de la amilasa.
Las paperas y parotiditis bacteriana, que bloquean la secrecidn -
de amilasa salival, se acompaifian de leves elevaciones de amilasa
en suero.Se pueden encontrar niveles en el intervalo bajo e inclu
so inferiores en pacientes con hepatitis y con ictericia obstruc-
tiva, tumores de higado y abscesos hepdticos. En la pancreatitis,
aumenta la eliminacifn de amilasa urinaria y la hiperamilasuria -
puede persistir durante tres a cinco dias, mucho después de haber
llegado a niveles normales de amilasa en suero. La eliminacidn me
menoscabada de orina, como resultado de enfermedad renal, puede -

reflejarse en una elevacién de niveles en suero.

1.1.3. valores de referencia. .

En general se acepta que los niveles de amilasa en suero de una -
persona aparentemente sana son de 50 a 150 unidades Somogyi por -
decilitro, con el limite inferior establecido por algunos investi
gadores, entre 30 y 40 unidades y el limite superior a valores --

que varian entre 120 y 160 unidades.



12

1.1.4. Calibracién
La unidad de amilasa se defina como la cantidad de enzima que hi-
droliza 10 mg de almiddn en 30 minutos, a un punto en el cuil el

yodo no da ningin color.
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1.2.Determinacién de lipasa.

La enzima conocida comunmente como lipasa es
Glicerol éster hidrolasa.
E.C.3.1.1.3.

1.2.1 Fundamento.

Se definen las lipasas como las enzimas de un grupo caracterizado
porque sus miembros hidrolizan los ésteres de glicerol con &cidos
grasos de cadena larga. .

El método aqui descrito, conserva la especificidad del método de
Cherry y Crandall, a base de una emulsidn de aceite de oliva. Las
estear;sas y otras enzimas se inhiben por la presencia de sales -
en el sustrato y por un valor de pH mis elevado.

El método se basa en la disminucidén de la turbidez de una emulsidn
muy diluida de aceite de oliva que se mide fotométricamente. La
pérdida de la turbidez es proporcional a la concentracién de lipa

sa en el suero.

1.2.2. Importancia clinica. - )

En general los valores de lipasa guardan paralelismo con los de -
amilasa. Se cbservan elevaciones en pancreatitis aguda y obstruc-
cidn del conducto pancredtico. Los valores elevados suelen persis
tir m8s que las elevaciones de amilasa (7 & 10 dias) 4En ocasiones
se encuentran valores elevados en pacientes con Glceras en ilio y
duodeno.

Hay niveles elevados en 50 a 60 por 100 pacientes con carcinoma -
en el pancreas y en algunos con pancreatitis crdnica. La adminis-
tracidn de opiiceos y morfina, puede causar un ascenso en niveles
de lipasa a causa de los espasmos en musculatura duodenal y del
esfinter de 0ddi.

La lipasa es depurada por los rifiones y la orina puede contener -

hasta 0.7 unidad/ml. Se pueden hallar aumentos apreciables de li-
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pasa urinaria en casos de pancreatitis aguda o de obstruccidn del
zonducto pancredtico. Si estd menoscabada la Jepuracidn renal --

pueden aumentar significativamente los niveles de lipasa en suero.

1.2.3. vValores de referencia.
La mayoria de los sueros de perscnas aparentemente sanas ho  dan
reaccidn alguna con este procedimiento. Alguncs sueros tienen una

reaacidn leve de una unidad y se consideran normales.

1.2.4. calibracién. .

No se requiere de patrdn para calibracién en este equipo, aunque

se puede usar un suero control, con valor de lipasa elevado.
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1.3. Determinacién de deshidrogenasa lictica.

La enzima llamada deshidrogenasa lactica es
Lactato NAD-oxidorreductasa.

E.C. 1.1.1.27

1.3.1. Fundamento.

1a deshidrogenasa de lactato es una enzima de transferencia de hi -
dr6geno, que cataliza la oxidacifn de L-lactato a piruvato con me
diacién de NAD como aceptor de hidrégeno. La reaccién es reversi-
ble y el equilibrio de reaccibn favorece la reaccién inversa.

El método de Wroblewski se basa en la reaccidn de reduccién de pi
ruvato a lactato y se hace reaccionar con 2,4—dinitrofehilhidragi
na para formar la fenilhidrazona correspondiente, la cufl tiene -

color pardo dorado a pH alcalino.

1.3.2. Importancia clinica.

lLos infartos de miocardio van acompafiados de elevaciones hasta de
2500 unidades. El ascenso en el nivel en suero comienza de 48 a
72 horas después de la aparicién del dolor y el nivel sigue eleva
do de 10 a 14 dfas. Los valores son moderadamente elevados en fa-
1lo cardiaco y en pericarditis con congestifn hepAitica. Los nive-
les estan moderada o sefialadamente elevados en pacientes con cho-
que grave y anoxia.
Se ven elevaciones de LDH en suero en aproximadamente un texcio -
de pacientes con enfermedad renal, pero no guardan correlacién -
con otros parimetros. Se encuantran elevaciones en los niveles de
LDH en orina en la mayoria de los casos de glomerulonefritis acti
va y necrosis tubular aguda y en la mayorfa de pacientes con cén-
cexr renal o de vejiga.
Se observan elevaciones de LDﬂ en suero en un 50% de pacientes con
carcinoma y los niveles son altos en casos de cAncer abdominal vy

pulmonar. Sin embargo las elevaciones asociadas con clncer son de
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demasiado errfticas para tener utilidad. También se encuentran -
elevaciones en leucemias, en especial las de tipo mielocitico.
Se encuentran elevaciones importantes de LDH sérica en pacientes
con anemia perniciosa no tratada, con niveles que llegan a ser
tan elevados como 20 000 unidades. En otros tipos de anemias he-
molfticas los niveles varian degsde valores de referencia hasta -
2000 unidades.

1.3.3. Valores de referencia. _

El intervalo ob.tenido de” sueros de pacientes aparentemente norma
les es de 200 a 500 unidades W1l/ml de suero.

La unidad de actividad est{ definida como la cantidad de enzima
que causa un cambio de absorcidn dé 0.001 por minuto, si esti --
présente en un volumen total de 3 ml y se mide en una cubeta con

un recorrido de luz de 1 cm.

1.3.4. Notas.

Estabilidad de la enzima:

El almacenamiento del suero a la temperatura de 4°C por periodo
hasta de 5 dfas o a la tempere;tura ambiente por 24 horas, no re-
Qucen éignificativamente la actividad de la enzima. La congela-
cién de la muestra, prolonga considerablemente la actividad de =

la enzima.

Sueros hemolizados:
La deshidrogenasa ldctica se encuentra en los glébulos rojos, en
concentracifn mayor que en el suero. Por lo tanto es importante

evitar la hemdlisis al obtener la muestra.



17

1.4. Determinacién de Aminotransferasa de Alanina y Aminotransfe-
rasa de aspartato.

La aminotransferasa de aspartato ( ASAT )

L-aspartato: 2-oxoglutarato aminotransferasa.

E.C. 2.6.1.1.

aminotransferasa de alanina ( ALAT )
L~alanina: 2-oxoglutarato aminotransferasa.

E.C. 2.6.1.2. . :

1.4.1. Fundamento.

Las aminotransferasas, constituyen un grupo de enzimas que cata-
lizan la interconversibn de aminodcidos y -cetodcidos , por 1la
transferencia de grupos amino. El 4cido L-glutdmico actia como -
el donador en la mayorfia de las reacciones de transaminacién.
Los cetodcidos se determinan colorimétricamente por copulacidn -
con 2,4-dinitrofenilhidrazina. Las hidrazonas, de los productos
de las dos reacciones, la catalizada por ASAT v la catalizada -~
~ por ALAT, son considerablemente mds cromogénicas que la de alfa-

cetoglutarato.

1.4.2. Importancia clinica.

Después de infarto de miocardio aparece ASAT en suero con activi
dad aumentada. Sin embargo los niveles en suero no empiezan a su
bir hasta 6 a 8 horas después de aparecer el dolor. Los valores
mds elevados se alcanzan después de 48 a 60 horas y el nivel baja
hacia el cuarto o quinto dfa. Los valores son aproximadamente -
proporcionales al grado de dafio sufrido por el tejido cardiaco.-

Los valores de ALAT estin solo ligeramente elevados.

En hepatitis y otras formas de enfermedad hep&tica, con necrosis
hepitica concomitante, estarin elevados los niveles de las dos

aminotransferasa en el suero, afin antes de aparecer los sintcomas
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clinicos de la enfermedad. El cuadro en hepatitis téxica es simi
lar al observado en hepatitis infecciosa. Se ven elevaciones has
ta de 500 unidades en mononuclecsis infecciosa. En casos de cirro
sis, los niveles observados varian con la actividad del proceso
cirrético, con el nivel de ASAT mis alto que el de ALAT. En caso
de ictericia obstructiva, el nivel de ALAT es mis alto que el de
ASAT. Los niveles de ASAT aumentan algo, en distrifia muscular

y dermatomiositis, y llegan a ser de 150 a 200 unidades. Embolias
pulmonares pueden producir ascenso de niveles de ASAT y se ven
elevaciones de ligeras a moderadas, en pancreatitis aguda, magu

llamiento muscular y metdstasis hepitica.

1.4.3. valores de referencia.
Los valores de referencia establecidos para este método son de 8
a 40 unidades para ASAT en suero y de 5 a 35 unidades para ALAT

en suero.

1.4.4. Aclaraciones.
Una unidad representa la formacién de material cromogénico equi~

valente a una gamma de piruvato bajo las condiciones del método.

Sueros hemolisados:
La aminotransferasa de aspartato se encuentra en los gldbulos ro
jos en concentraciones mayores que en el suerc. Por lo tanto es

importante evitar la hemélisis de la muestra.

Estabilidad de la emzima:
El almacenamiento del suero a la temperatura de 4°C por periocdo
hasta de 5 dias 6 a la temperatura ambiente por 24 horas, no re-

duce significativamente la actividad de la enzima.



CAPITULO II

REACTIVOS ANALIZADOS.
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EQUIPO PARA DETERMINACION DE AMILASA.

EQUIPO PARA DETERMINACION DE LIPASA.

EQUIPO PARA DETERMINACION DE LDH.

EQUIPO PARA DETERMINACION DE TRANSAMINASA GLUTAMICO PIRUVICA
Y TRANSAMINASA GLUTAMICO OXALACETICA.

2,1. COMPONENTES DEL EQUIPO PARA DETERMINACION DE AMILASA.

1) Soluci6n amortiguadora-sustrato de almidén

Componentes:

Fosfato de sodio dibdsico . . . . . 17.3 g
Fosfato de potasio monobdsico . . . 10.2 g
Clorurode sodio . ... ... . . 1.46g
Almidén soluble Litner . .. .. . 6.6 g
Agua destiladaa ... ... .. 1000 m1
Inhibidor de hongos . . . . . . . 1 ml
Preparacién:

En aproximadamente 600 ml de agua destilada, disolver los fosfa-

tos, con agitaci6n mecdnica y calentamiento ligero ( 50°C), agre-

gar el cloruro de sodio y filtrar.

Aparte, en 100 m! de agua hirviendo afiadir el almid6n mezclado --

con 30 ml de aqua fria y agitar durante 30 seg. se enfria y se -

mezcla con la solucién de fosfatos, se agrega el inhibidor de hon

gos y se 1leva el volumen a 1000 ml verificando que la temperatura
de Ta solucién sea de 25°C.

2) Reactivo de yodo 0.01 N

Componentes:
Yodo . .. ... .... 13¢
Yoduro de potasio . . .10 g

Agua destilada a . . . . 1000 ml
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Preparacién:

En un mortero, pulverizar el yodo y el yoduro, agregando agua poco
a poco, transferir a un matraz de 1000 ml, agregar agua hasta la =
marca y estandarizar.

2.2, COMPONENTES DEL EQUIPO PARA DETERMINACION DE LIPASA.

1) Aceite de oliva al 1%.

Reactivos:

Aceite de oliva purificado . . . . . . 10 ml
Alcohol etflico absoluto . . . . . . . 900 m
Alcohol metflico absolute., . . . . . . 50 m

Alcohol isopropflico anhidro. . . . . 40 ml

Preparacién;

En un matraz aforado de un 1itro, se colocan en el siguiente orden
los reactivos: 800 ml de alcohol etflico, 50 ml de metanol, el al-
cohol isopropilico y el aceite de oliva, mezclar perfectamente y
afiadir el resto del etanol a la marca, mezclar y estandarizar.

Nota:

El aceite de oliva se purifica de 1a siguiente manera:

a 100 ml de aceite de oliva, se agregan 25 g de alGmina grado cro
matografico y se agita macénicamente durante 8 horas, se deja re-
posar durante 48 horas y se filtra con papel de poro pequefio,re-
gresando el filtrado hasta que el aceite esté transparente.

2) Liquido diluyente amortiguador pH 9.1 a 38°C

Reactivos:

Trishidroximetilaminometano . . . . . 24 g
Acido clorhidrico Normal. . . . . . . 100ml
Desoxicolato s6dico . . . . .. . . 0.284 ¢
Cloroformo. . . . . « . v v ¢« v v v . 2 ml

Agua destiladaa .. ... .. « . » 1000 m
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Preparacidn:

En BOO m1 de agua destilada disolver con agitacién mecdnica y ca-
lor moderado el TRIS, agregar cuidadosamente el desoxicolato de
sodio y agitar, una vez'que se han disuelto las sales se agrega -
el 4cido clorhidrico Normal y se agrega agua hasta un volumen de
900 ml, se agrega el cloroformo y se agita a la mdxima velocidad
del magneto durante 5 a 6 horas, o el tiempo necesario para que -
el cloroformo se haya incorporado perfectamente a la solucién, a-
justar el volumen a 1000 ml y estandarizar.

2.3, COMPONENTES DEL EQUIPO PARA DETERMINACION DE DESHIDROGENASA
LACTICA. ’

1) Desarrollador de color, solucién de 2,4-dinitrofenilhidrazina
1 Vial de 16 m}

Reactivos:

2,4-Dinitrofenilhidrazina . . . . . 0.278 g
Acido clorhidrico conc. . . . . . . 80 ml
Agua destiladaa .. .. ... . . 1000 ml

Preparacitn: .
En un mortero pulverice la 2,4-dinitrofenilhidrazina con pequefias
porciones de acido clorhidrico, con cuidado transfiera a un matraz
de un litro, enjuagando el mortero con agua destilada varias veces
agregue agua hasta tener un volumen de un litro y estandarizar.

2) Sustrato de piruvato

1 Vial de 16 mi

Reactivos:

Fosfato de potasio dibisico . . . ... 13.95 g
Fosfato de potasio monobdsico . . ... . 2.70 ¢
Acido pirdvico. . . . . . . . . . .. 1.8 m
ihibidor de hongos . . . . v . v . .. 1 ml

Agua destiladaa . . . . . v« . ... . 1000 m!
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3) Dinucledtido de la dihidronicotinamida adenina.
10 viales con 1 mg

Reactivos:

Fosfato de sodio dib&sico . . . . . 12.6 g
Fosfato de potasio monobdsico . . . 2.9 g
NADH sal sOdica . . . .. .. . .. 1.0 ¢
Agua destilada . . . .. ... .. 1000 mi
Preparacifn:

En 800 ml de agua destilada, disolver los fosfatos, agregar la -
sal sddica de dihidronicotinamida adenina y mezclar, agregar agua
suficiente para tener un volumen de un litro, estandarizar.
Colocar frascos vialeg un mililitro de Ta solucidn en cada vial
Tiofilizar y sellar.

4) Hidraxido de sodio 0.4 Normal

Reactivos:

Hidroxido de sodio . . . . 169
Agua destiladaa . . . .. 1000 ml
Preparacidn:

en 500 ml de agqua destilada disolver el hidrixido de sodio, por -
agitacidén, enfriar a 25°C y filtrar, agregar agua a 1000m! y es-
tandarizar. ’

2.4, COMPONENTES DEL EQUfPO PARA DETERMINACION DE TRANSAMINASA
GLUTAMICO PIRUVICA Y GLUTAMICO OXALACETICA.

1) Sustrato acido aspdrtico-acido alfacetoglutdrico.
1 frasco 100 mi.

Reactivos:
Acido atfa-cetoglut&rico . . . . . 1.6 g
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Acido L-aspdrtico . . . . . 50 g
Fosfato de potasio diicido.. 13.6 g
Hidréxido de sodio .. . . 33g
Agua destilada. . . . . . . 1000 ml

Inhibidor de hongos . . . . 1 ml

Preparacidn:

En 600 m! de agua destilada disolver el fosfato y el hidr6xido de
sodio, agregar el &cido L-aspdartico y el alfacetoglutdrico y agi-
tar hasta que se disuelvan, afadir el inhibidor de hongos y fil-
trar, afiadir agua destilada hasta 1000 ml y estandarizar.

2) Desarrollador de color, solucién 2,4 dinitrofenilhidrazina.
1 Frasco de 100 ml.

Reactivos:

2,4 Dinitrofenilhidrazina . . . . . 0.2 ¢
Acido c]orhidrico concentrado . . . 75 mi
Agua destilada a. « . . . « . . . . 1000 ml
Preparacién:

En un mortero pulverice 1a 2,4 dinitrofenilhidrazina con 10 mi de
dcido clorhidrico, trasfira a un matraz de un litro, lavando el -
mortero con agua destilada y pasando los lavados al matraz, agre-
gar agua hasta 1000 ml y estandarizar.

3) Sustrato alanina-acido alfacetoglutdrico.
1 frasco de 100 ml.

Reactivos:

L-Alanina". . . . . ... .. ..44.5¢
Acido alfacetoglutérico . . . . . 14.6 g
Fosfato de potasio monobdsico . . 13.6 g
Hidréxido de sodic . . . . . .. 33 g
agua destilada. . . . . . . . . . 1000 mi
Inhibidor de hongos . . . . . . . 1ml



24

Preparacién:

En 500 ml de agua destilada, disolver el hidréxido de sodio, afia-
dir el fosfato, la L-alanina y el dcido alfacetoglutdrico, dejar-
enfriar a temperatura ambiente y filtrar, afadir el inhibidor de -
hongos y 1levar el volumen a 1000 ml y estandarizar,

4) Acido pirdvico 0.0015 M
1 frasco de 10 ml

Reactivos

Acido benzoico . . . . . . . 1.25g
Piruvato sédico. . . . . . . 0.165g
agua destilada . . . . . . . 1000m}

Preparacién:

En 500 ml de agua hirviendo disolver el acido benzoico, una vez - ~

disuelto. agregar 400 ml de agua destilada y filtrar, dejar que
“alcance la temperatura ambiente y pesar en balanza analitica el -

piruvato, pasar a un matraz volumétrico y agregar 1a solucién del o

dcido benzoico, aforar con agua destilada a un litro y estandari-
zar

5} Hidréxido de sodio 0.4 Normal
Reactivos:
Hidréxido de sodio . . . . . . . 16 g

Agua destitada . . . . .. .. . 1000 ml

Preparacion:
La misma que para el inciso 4 de 4.3.
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3.1. BEquipo para determinacién de amilasa.

3.1.1. Determinaciones para el sustrato.

Se verifica el pH del sustrato debido a que afecta directamente -
la velocidad de una reaccibn enzimitica, por lo que se escogif un
pH al cuil la velocidad de reaccidn es 6ptima para esta reaccidn.
Se determina la concentracifn de almidSn porque el almidSn es el
sustrato sobre el cuil va a actuar la amilasa,_y su actividad en=-
zimftica se mide por la disminucifn de la capacidad del almidén -

para formar complejo con el yodo molecular.

3.1.2. Determinaciones para el reactivo de yodo 0.01 N.
Se determina la normalidad exacta de la solucidn y en caso necesa
rio se ajusta a 0.01 , para asequrar que la formacién del complejo

de almiddn-yodo se lleve a cabo.

3.1.3. Estabilidad del equipo:

Para asegurar que los reactivos pueden'evaluAr la cantidad de ami
lasa en un suero, se efectda la determinacién de amilasa en un =-
suero Enza-trol, los valores obtenidos deberdn ser iguales al va
lor principal para cada lote especf{fico de Enza-trol.

Todas las determinaciones se hicieron cada tres meses, durante un
afio, para demostrar que en ese periodo de tiempo, los reactivos
correctamente almacenados no sufriefon alteracién en su capacidad

reactiva.
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3.2. Equipo para determinacidn de lipasa.

3.2,1.Control de calidad del aceite de cliva al 1s

Se determina la transmisidn de la solucidn ya que ésta debe ser
de 95 a 100% para que no interfiera la turbidez de ésta, con el
método de medicién que es turbidimétrico, y para comprobar que la

solucién es estable.

3.2.2, Control de calidad para el liquido diluyente amortiguador.
Se determina y ajusta el°'pH para asegurar que la reaccidn sea lle
vada a cabo en condiciones dptimas, en este caso ademis se asequ-
ra la inhibicibn de estearasas y otras enzimas que podrian inter-

ferir con la reaccidn.

3.2.3. Estabilidad del equipo.
Para determinar la capacidad del equipo para reaccionar y la esta=-
bilidad del mismo se hizo la determinacifén en suero Monitrol cada

tres meses durante un periodo de un afio.
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3.3. Equipo para determinacidn de Deshidrogenasa ldctica.

3.3.1. Determinaciones para el desarrollador de color, 2,4-dini-
trofenilhidrazina.

Se determina la concentracibn espectrofotométricamente para ase-
gurarnos'de que es la concentracién adecuada para la total o casi

total formacién de la hidrazona correspondiente.

3.3.2. Determinaciones para el sustrato de dcido pirfivico.

Se determina el pH ya que es un factor importante en toda reaccifn
enzimdtica, por lo que debe ser controlado.

Se determina la concentracifn de Scido pirfivico para asegurar la

Ppresencia de sustrato en la cantidad adecuada.

3.3.3. Control para el NADH.
Se determina el pH por la importancia que tiene este parimetro =
en toda reaccidn enzimitica.
Se determina la concentracién espectrofotométricamente para asegu
rar la presencia de aceptor de hidrdgeno en cantidad suficiente -

para efectuar la reaccidn.

3.3.4. Control para el hidroxido de sodio 0.4 Normal.

Se determina la normalidad de la solucién y se ajusta a 0.400 --
exactamente, para evitar posibles variaciones en la intensidad de
color, prodicidas por una variacidén en la concentracién de este

reactivo.

3.3.5. Determinacidn de la estabilidad del equipo.

Se hace la curva de calibracién y la determinacifn de la enzima ~
en suero control, cada tres meses durante un periodo de un afio -
para comprobar que los reactivos no han sufrido alteraciones vy
pueden ser usados durante ese tiempo sin perder su capacidad de

reaccicnar.
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3.4. Equipo para la determinacidén de Aminotransferasa de alanina

y Aminitransferasa de aspartato.

3.4.1. sustrato de Acido aspdrtico-dcido alfacetoglutdrico.

Se determina el pH para que la reaccibn enzin&tica se realice en
condiciones Sptimas para este paradmetro.

Se determina colorim&tricamente la presencia del sustrato para -
controlar la concentracidn de &ste durante la reaccién.

3.4.2. Reactivo de color 2,4 dinitrofenilhidrazina.

Se determina la concentracidn colorimétricamente, para asegurar -
que la formaciéh de la fenilhidrazona correspondiente sea total o

casi completa.

3.4.3. Sustrato de alanina-dcido alfacetoglutdrico.

Se verifica el pH, debido a que es un factor muy importante para
llevar a cabo la reaccifn enzimitica.

La determinacién de la concentracidn se efectila para que el sus-

trato se encuentre en la cantidad necesaria.

3.4.4. Control de calidad para el &cido pirivico 0.0015 M.

Se realiza la identificacién que asequra la piesencia del conser-

vador.

La valoracifn es efectuada porque se trata del patrén para elabo-

rar la curva de calibracibn, aunque es un patrén primario, se eli-
mina asf un posible error del analista al pesar, o la disminucién

de la pureza del reactivo.

3.4.5. Hidrdxido de sodio 0.4 N
Se determina la normalidad para evitar cambios en la formacidn del

color, debidos a variacidn en la concentracidén de esta solucidn.



3.4.6. Estabilidad del equipo.

Se realiza la curva patrSn y se determina la concentracidn de la
enzima er un suero control cada tres meses, durante un afio,para
comprobar que el equipa conserva su capacidad reactiva en ese -~

periodo de tiempo.



CAPITULO IV

METODOS DE' CONTROL DE CALIDAD.’
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4.1. Bquipo para determinacidén de amilasa.
4.1.1. Determinaciones para el sustrato.

a) Verificacidén del pH.

Material y equipo:

Solucién amortiguadora pH 4.01 a 25° C.
Solucién amortiguadora pH 7.00 a 25°C.
Hidréxido de sodio Normal.

Acido clorhidrico .Normal.

Vasos de precipitados de 50 ml.
Pipetas serolégicas de 10 ml,
Termémetro de -10.a 110 °C.

Potencidmetro digital Corning, modelo 135, con 3 decimales.

Método:

Ajustar el potencifmetro, con las soluciones amortiguadoras de re
ferencia. Enjuagar los electrodos con agua destilada al cambiar -
de solucifn. Una vez calibrado el aparato, tomar 50 ml de ;uestra
e introducir los electrodos en el vaso y dejar que se estabilice
la lectura.

El pH del sustrato deber&d ser de 7.00% 0.05 a 25°C.

Si el pH del sustrato no se encuentra en estos limites, se adicio
na hodréxido de sodio o &cido clorhidrico segiin se necesite.

b) Concentracidén de almiddn.

Matérial y equipo:

Agua destilada.

Reactivo de yodo 0.01 N.

Matraces aforadqs de 50 ml.

Pipetas volumétricas de 5 ml.

Celdas para esﬁectrofotﬁmetro de 19%105 mm.

Espectrofotémetro Coleman Junior II.
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Método:

Pipetear en matraz aforado de 50 ml, 5 ml de sustrato de almidén
Afiadir inmediatamente 5 ml de reactivo de yodo 0.01 N.

Aforar con agua destilada y leer a 660 nm utilizando un blanco de
agqua destilada para ajustar el aparato.

La absorcidn deber§ ser de 0.43 a 0.49.

si la absorcién no se enéuentra en dichos limites, ajustar por me
dio de la adicién de agua destilada o con solucidén concentrada de
almiddn.

4.1.2. Determinaciones para el reactivo de yodo 0.01 N.

a) Determinacidén de la normalidad.

Material y equipo:

Solucién valorada de tiosulfato de sodio 0.01 N
Solucidn indicadora de almiddn.

Agua destilada.

Pipeta volumétrica de 20 ml.

Matraces erlermeyer de 250 ml.

Bureta de 50 ml.

Método:
Pipetear en un matraz de 250 ml, 20 ml del reactivo de yodo 0.01N
titular con la solucién de tiosulfato, agregando el almiddn cerca

del punto de equivalencia. Deberdn gastarse 20.0 ml de tiosulfato.
4.1.3. Estabilidad del equipo.

a) Determinacién de amilasa en un lote de Enza-trol.

Material y equipo:

El mismo del inciso b) de 4.1.1.

Método:



Pipetear en un matraz aforado de 50 ml, 5 ml de sustrato, incubar
10 minutos a 37°C.

Pipetear exactamente 0.1 ml del suero control, al fondo del matraz
mezclar e incubar 7?7 minutos 30 segundos exactamente.
Evite contaminar la mestra con saliva.

Retire el matraz del bafio y anada 5 ml de yodo 0.01 N.
Diluya a 50 ml con agua destilada, mezclar por inversidn.
Medir la absorcifn de la muestra a 660 nm usando un blanco de agua
para ajustar el aparato.

Los valores obtenidos, deberin ser iguales al valof principal de
actividad de amilasa para el lote especifico de Enza-trol utili-
zado.

Los cdlculos se realizan de la siguiente forma:

E. del control - E. de la prueba

X 800 = U Amilasa/dl
E. del control

E= Extincidn, absorcién.

En donde la E. del control, representa los 40 mg iniciales de al-
middn, por lo tanto E. del control - E. de la prueba, representan
los mg de almiddn hidrolizados por la enzima en 0.5 ml de suero.

Asi tenemos que

E.c. - E.p 1 '
X 40 X 100 = 800 X E.c. E.p.

E.c. 10 0.5 E.c.

La unidad de amilasa fué definida por Caraway, como la cantidad -
de enzima que hidroliza 10 mg de almidén en 30 minutos, a un punto

en el cudl el yodo no produce color.



33

4.2. Equipo para determinacién de lipasa.
4.2.1, Control de calidad del aceite de oliva al 1%.

a)Determinacién de la transmisién.
Material y equipo:

Agua destilada.

Papel absorbente.

Pipeta graduada S5 ml.

Celdas de 12 x 75 mm. -

Espectrofotdmetro Coleman Junior II.

Método:

Colcocar en una cubeta una muestra del reactivo por analizar, en
otra cubeta colocar agua destilada.

Ajustar el aparato a 100% de Transmisidn con el agua destilada a
400 nm.

Leer la transmisidn del aceite de oliva al 1%.

El resultado deberd ser de 95 a 100% de Transmisidn a 400 nm.

Si el resultado no estd dentrd de estos limites, el reactivo debe

rd ser rechazado.
4.2.2. Control de calidad para el liquido diluyente amortiguador.

a) Determinacién del pH a 38°C.
Material y equipo:

Solucidn amortiguada pH 7.00 a 25°C
Hidr6xido de sodio Normal.

Acido clerhidrico Normal.

Vasos de precipitados de 50 ml.
Pipetas graduadas de 10 ml.
Termdmetro de -10 a 110 °C,

Potencidmetro digital Corning, modelo 135.
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Método:
Calentar una muestra del amortiguader de referencia a 38°C.
Ajustar la temperatura en el potenciimetro a 38°C.

l Colocar los electrodos dentro del amortiguador y esperar que la
lectura se estabilice.
El pH deberd ser de 9.1f 0.05 a 38 °C. .

Ajustar con &cido clorhidrico Normal o con hidréxido de sodio Nor

mal en caso necesario.
4.2,3. Determinacién de la estabilidad del equipo.

a) Determinacién de la enzima en suero Monitrol.
Material y equipo:

Matraz erlermeyer de 50 ml.

Pipetas graduadas de 1 y 5 ml.

Celdas para espectrofotémetro de 19x105 mm.
Agitador magnético.

Espectrofotémetro Coleman Junior II.

Método:

Preparacidén del sustrato:

Poner 25 ml de liquido diluyente amortiguador en un matraz elerme
yer de 50 ml. Agregar gota a gota 1 ml de solucidn de aceite de =~
oliva al 1% agitando constantemente con el agitador magnético.
Diluir 0.2 ml de suero con 0.8 ml de liquido diluyente amortigua~-
dor. Poner 4 ml del sustrato en un tubo de ensaye. Colocarlo en -
bafio de agua a 38°C durante 5 minutos. Sacar el tubo del Bafio y
agregar 0.2 ml de suero diluido. Mezclar por inversidn. Leer la -
Extincién inmediatamente en un aparato ajustado a cero con el 1i-
quido diluyente amortiguador.

Volver a poner el tubo en el bafio de agua a 38°C durante 20 minu-
tos exactamente.

Sacar el tubo del baiio y leer inmediatamente la extincién.
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Calculos:

Lectura inicial - segunda lectura

Y

X 25 = Unidades de lipasa

Lectura inicial

En donde:
la lectura inicial- segunda lectura representa la cantidad de a-
ceite de oliva hidrolizado.

Si tomamos en cuenta que del suero se tomaron 0.04 ml. tenemos

By - By 1 100 E - E

—m—— X —— X = ————— X 25.

E; 100 0.04 E
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4.3. Equipo para determinacién de deshidrcgenasa ldctica.

4.3.1. Determinaciones para el desarrollador de color, 2,4-dinitro

fenilhidrazina.

a) Determinacidn espectrofotométrica de la concentracién.
Material y equipo:

Agua destilada.

‘Pipetas volumétricas de 1 ml.

Matraces aforados de 100-ml.

Papel absorbente.

Celdas de 19 x 105 mm,

Espectrofotémetro Coleman Junior II.

" MEtodo:
Pipetear 1 ml del reactivo en un matraz aforado de 100 mi.
Llevar a la marca con agua destilada.
Ajustar el aparato a 100 % de Transmisidn utilizando agua destila
da como blanco.
Leer la transmisidn a 360 nm. °

La lectura deberd ser de 70 a 74% de Transmisidn.
4.3.2. Determinaciones para el sustrato de dcido pirivico.

a) Determinacidn del pH.
Se utiliza el método descrito para el inciso a) de 4.1.1.
El pH de la solucidn deberi ser de 7.6% 0.1 a 25 °C.

b) Determinacién de la concentracidn de &cido pirfivico.
Material y equipo: -

Agua destilada )

Reactivo de 2,4 dinitrofenilhidrazina aprobado.

HidrSxido de sodio 0.4 Normal.
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Pipetas graduadas de 1 ml.
Pipetas graduadas de 10 ml.
Cubetas de 19 x 105 mm.
Cronémetro.

Espectrofotdmetro Coleman Junior II.

Método:

Pipetear 1 ml del sustrato de 8cido pirfivico en un tubo.

Agregar 0.1 ml de agua destilada.

Anadir 1.0 ml de reactivo de 2,4 dinitrofenilhidrazina, mezclar yk
dejar reposar 15 minutos a temperatura ambiente.

Agregar 10 ml de hidréxido de sodio 0.4 N, mezclar y dejar en re-
poso 20 min. a temperatura ambiente. A
Leer a 550 nm, ajustando el aparato con un blanco de agua destila
da.

La lectura deberi ser de 13 % de Transmisién.

"4.3.3. Control de calidad para el dinucleftido de la dihidronico=-

tinamida~adenina.

R) Determinacidn del pH

Material y equipo:

Agua destilada.

Solucidn amortiguadora pH 7.00 a 25°C.
Vasos de precipitados de 50 ml.
Termémetro de ~10 a 110 °C.

Potencifmetro digital corning modelo 135.

‘Método: ) )
Reconstituir el DPNH, agregando 10 ml de agua destilada al conte-
ﬂido de un vial.

Ajustar el aparato a pH 7.00 a 25°C.

Enjuagar el aparato con agua destilada.
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Colocar la muestra y dejar que la lectura se estabilice. El

pH de la solucidn deberd ser de 7.0% 0.1 a 25°C.

b) determinacidén espectrofotométrica.
Material y equipo:

Agua destilada.

Pipeta graduada de 10 ml.

1 vial de DPNH por analizar.

Celdas de 12 x 75 mm.

Espectrofotdmetro Coleman Junior II.

M8todo:

Reconstituir el NADH, agregando 10 ml de agua éestilada y agitando
Ajustar el aparato a 0.0 de absorcidn utilizando agua destilada.
Leer la absorcién a 259 y a 340 mm.

Los resultados deber@n ser de 0.14 a 259 nm.

Y de 0.62 a 340 nm.

En caso de que la lectura no sea la indicada, el reactivo se dese

cha.
4.3.4. Control de calidad pard el hidrdxido de sodio 0.4 Normal.

A) Determinacién de la normalidad.

Material y equipo:

Agua destilada.

Fenolftaleina al 1%

Matraces erléermeyer de 250 ml.

Bureta de 50 ml con soporte.

Biftalato de potasio R.A.

Balanza analitica Mettlex.

Horno con rango de temperatura de .50 a 500°C.
Desecador, con silica gel.

Pasafiltros.

N
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. M&todo:
Secar el biftalato de potasio a 105 °C durante una hora. Enfriar
en el desecador.
Pesar exactamente 2.0422 g de biftalato de potasio y vaciar cuan-
titativamente en un matraz erlermeyer de 250 ml.
Disolver en 30 ml de agua destilada, afadir una gota de la solu-
cibn de fenolftaleina y titular con la solucidn de hidrdxido de -
sodio hasta la aparicidn de color rosa que permanezca un minuto.
Deber3n gastarse 25.0 ml de la solucibn para que esta sea 0.4 N.

Ajustar la solucidn a 0.4000.
4.3.5. Determinacidn de la estabilidad del equipo.

a) Determinacién de la concentracién de la enzima en un suero Mo-
nitrol con 576 U/ ml.
El equipo se mantuvo en refrigeracidn durante el tiempo gque no se

empled.

Método:
Curva de calibracidn:

A los siguientes tubos marcados, agregar las cantidades que se in

dican.
Mmero  piiile  howa destilags. SRR Srivmn
1 1.0 ml 0.1ml 0

2 0.8 ml 0.3 ml 280

3 0.6 ml 0.5 ml . 640

4 0.4 ml 0.7 ml 1040

5 -0.2ml 0.9 ml 1530

6 0.1ml 1.0ml 2000

Agregar a cada tubo 1.0 ml de desarrollador de color. Mezclar y -

dejar reposar 20 minutos a temperatura ambiente.
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Transcurridos lcs 20 minutos, agregar 10 ml de Hidrdxido de sodio
0.4 N a cada tubo. Mezclar bien y dejar reposar a temperatura am-
biente durante 15 minutos.

Leer todos los tubes en secuencia usando un blanco de agua desti-
lada, fijando la cbsorcibn a cero, o a 100% de Transmisifn a 550
nm, Graficar.

Determinacién de la enzima en un suero Monitrol.

Diluir 0.1 ml de suero con 0.5 ml de agua destilada.

Pipetear exactamente 1.0 ml del sustrato de piruvato en el vial
de NADH,. Colocar el vial en un baio de agua a 37°C durante 5 -
minutos. Agregar 0.1 ml de suero diluido al vial de prueba. Ta-
par y regresar al bafio a 37°C.

Exactamente 30 minutos después, agregar 1.0 ml de desarrollader
de color, mezclar y dejar reposar 20 minutos a temperatura de 25°
Agregar 10 ml de hidréxido de sodio 0.4 N. mezclar y dejar reposar
15 minutcs a temperatura ambiente.

Transferir el contenido del vial a una cubeta y leer en el colé;i
metro a 550 mm.

Obtener las unidades de DHL por mililitro de suero, leyendo direc

tamente de la curva patrén.

Todos los reactivos deberdn estar a la temperatura ambiente.Esta

temperatura la deberdn alcanzar por si solos.
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S.4. Equipo para la determinacifn de aminotransferasas.

5.4.1. Determiraciones para el sustrato de &cido asp&rtico-&cido-

alfacetoglutdrico.

a) Determinacién del pH.
Se utiliza el método descrito en el inciso a) de 4.1.1.
El pH deberd ser de 7.40 % 0.05 a 25°C.

b) Determinacidn colorimétrica de la concentracibn.

Material y eguipo:

Agua destilada.

Patrén de &cido piriivico.

Hidr&xido de sodio 0.4 N.

Pipetas serolégicas de 1 ml.

Pipetas seroldgicas de 10 ml.

Tubos de 19 x 150 mm.

Crondmetro.

Celdas de 19 x 105 mm.
Espectrofotémetro Coleman Junior II.

Método:

Preparar dos tubos de la siguiente forma.

Tubo N°. Agua dest. Sust.ac.aspartico-ac. ac. pirdvico.
alfacetoglutérico.
1 0.2 ml 1.0 m} 0.0 ml
2 0.2 ml 0.6 ml 0.4 ml

Afiada a cada tubo 1 ml de reactivo de 2,4-dinitrofenilhidrazina,
agitar y dejar reposar a temperatura ambiente 10 minutos.
Agregar a cada tubo 10 ml de hidréxido de sodio 0.4 N, mezclar y

dejar repcsar 10 minutos a temperaturu ambiente.



Leer la Transmisidn a 505 nm, ajustando con agua Jdestilada a 100%.
La lectura deberi ser de 57- 58%T para el tubo N° 1,de 30.5 -31.5%
de transmisién para el tubo N° 2.

5.4.2. Determinaciones para el reactivo de color, 2,4 dinitrofenil

hidrazina.
a) Determinacidn colorimétrica de la concentracidn.

Material y equipo: .
Agua destilada.’

Pipetas volumétricas de 1 ml.
Matraces aforados de 100 ml.
Celdas de 19 x 105 mm.

Espectrofotémetro Coleman Junior II.

Método:

Pipetear 1 ml del reactivo por analizar, en un matraz volumétrico
de 100 ml y aforar con agua destilada.

Leer en el espectrofotfmetro, -utilizando un blanco de agua desti-~
lada para ajustar el aparato.

La longitud de onda es de 360 nm y la lectura deberd ser de 78%l%

de Transmisién.

5.4.3. Determinaciones para el sustrato de Alanina-dcido alfaceto-

glutdrico.
a) Verificacién del pH.
Se utiliza el método descrito en el inciso a) de 4.1.1.
El pH deberd ser de 7.40% 0.05 a 25° C.

b) Determinacién colorimétrica.

Material y equipo:
Agua destilada.
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Patrdén de &cido pirfivico 0.0015 M.
Hidréxido de sodio 0.4 N

Reactivo de 2,4-dinitrofenilhidrazina.
Pipetas seroldgicas de 1 ml

Pipetas serolégicas de 10 ml.

Cubetas de 19 x 105 mm.

Crondmetro.

Espectrofotémetro Coleman Junior II.

Método:

Prepare una serie de tubos de la siguiente forma:

Tubo N°. Agua dest. Sust. alanina-ac. ceto- ac,pirfvico
glutdrico. 0.0015 M.
1 0.2 ml 1.0 ml 0.0 ml
2 0.2 ml 0.6 mL . 0.4 ml

Afiada a cada tubo 1.0 ml de 2,4-dinitrofenilhidrazina. Agite y de
'je reposar 20 minutos a temperatura ambiente.

Afada a cada tubo 10 ml de hidrdxido de sodio 0.4 N mezcle y deje
reposar 20 minutoa a temperatura ambiente.

Leer a 505 nm usando agua destilada como blanco.

La lectura deberd de ser 57-58% de Transmisién para el tubo N° 1
y de 30.5 a 31.5 % de Transmisidn para el tubo N° 2.

5.4.4. Control Qe calidad para el &cido pirivico 0.0015 M.
a) Identificacibn.

Material y equipo:

Agua destilada.

Reactivo de Tollens.
Reactivos de Fehling A y B.
Reactivo de Schiff.

Pipetas seroldgicas de 5 ml.



44

Tubos de 13 x 100 mm.
Gradilla.

Bafio maria.

Método:

Mezclar en un tubo de ensayo, 2 ml de reactivo de Tollens con 0.5
ml del reactivo por analizar. Mezclar y observar.

La formacién de un espejo de plata, significa reaccidn positiva.

En este caso la reaccién deber& ser negativa.

Mezelar 1 ml de solucibén fehling A , con 1 ml de solucidn Fehling
B, inmediatamente después afadir 1 ml del reactivo por analizar y
colocar en bafio marfa durante un minuto. La formacién de un preci
pitado rojo, indica reaccién positiva.

El patrén de &cido pirfivico deberd dar reaccidén positiva.

En un tubo de ensaye, colocar 1 ml del reactivo de schiff, afadir
3 6 4 gotas del reactivo en estudio, la aparicién de un color rosa
indica reaccidén positiva.

El reactivo de dcido piriivico '0.0015 M produce reaccién positiva.
b) valoracién.

Material y equipo:

Agqua destilada. ‘

Reacivo de 2,4 dinitrofenilhidrazina.
Hidréxido de sodio 0.4 N.

Pipetas graduadas de 10 ml.

Pipetas graduadas de 1 ml.

Tubos o cubetas de 19 x 105 mm.

Espectrofotémetro Coleman Junior II.

Método:

Pipetear en un tubo de ensayo 0.1 ml del reactivo de &cido pirﬁv_i_
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co 0.0015 M. Agregar 1 ml de reactivo desarrollador de color 2,4
dinitrofenilhidrazina, agitar y dejar reposar 20 minutos a tempe-
ratura ambiente. Agragar 10 ml de hidréxido de sodio 0.4 N .Dejar
reposar 10 min. a temp. ambiente y leer a 505 nm ajustando el apa
rato, con agua destilada como blanco.

La lectura deberd ser de 40% 1% de Transmisidn.
4.4.5. Control de calidad para el hidrSxido de sodio 0.4 N,

a) Se determina la normalidad de la solucidn con el método descri

to en el inciso a) de 4.3.4.
4.4.6. Determinacifn de la estabilidad del equipo.

a) determinacién de las enzimas Aminotransferasa de aspartato y
Aminotransferasa de alanina. En un suero Enza-trol.
El valor para la aminotransferasa de aspartato es de 18 unidades,

y para la aminotransferasa de alanina es de 15 unidades.

Material y equipo:

Agua destilada.

Pipetas seroldgicas de 1 ml
Pipetas serol8gicas de 10 ml.
Tubos de 19 x 150 mm.

Celdas de 19 x 105 mm.

Papel absorbente.

Espectrofotémetro Coleman Junior II.
Método: -

Preparar una serie de tubos de la mdnera siguiente:
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Tubo N°. Agua dest. Sustratc ac.aspdrtico Ac. pirdvico ASAT

ac.alfacetoglutirico. 0.0015M mU/ml
1 0.2 ml 1.0 ml 0.0 ml o]
2 0.2 ml 0.3 ml 0.1 ml 10
3 0.2 ml 0.8 ml 0.2 ml 26
4 0.2 ml 0.7 ml 0.3 ml 45
5 0.2 ml 0.6 ml 0.4 ml 72

Afiada a cada tubo 1 ml de reactivo de 2,4~dinitrofenilhidrazina,-
agitar y dejar repcsar 10 minutcs a temperatura ambiente.

Agregar a cada tubo 10 ml de hidréxido de sodio 0.4 N, mezclar 'y
dejar reposar a temperatura ambiente 10 minutos.

Leer a 505 na.

Determinacifn de Aminotransferasa de aspartatc en sueros:
Pipetear 1 ml del sustrato en un tubo de ensaye. Poner en bafio de
agua a 37°C durante 5 minutos.

Afiadir 0.2 ml de suero, mezclar bien, incubar a 37°C durante una
hora. Sacar el tubo del bafo y anadir 1 ml de 2,4-dinitrofenilhi-
drazina, mezclar y dejar reposar 20 minutos a temperatura ambien-
te. Anadir 10 ml de hidréxido de sodio 0.4 N. Mezclar y dejar re-
posar 5 minutos a temperatura ambiente. A

Leer a 505 nm ajustando el aparato con un blanco de agua.

Determinacién de Aminotransferasa de alanina €n suero:

En un tubo de ensaye pipetear 1 ml de sustrato alanina-acido alfa
cetoglutdrico. Colocarlo en bafio de agua a 37°C 5 minutos. Afadir
0.2ml de suero, mezclar bien y regresar al bafio durante 30 minutos
retirar del bafio y afiadir 1 ml de reactivo desarrollador de color
(2.4.dinitrofenilhidrazina). Dejar reposar 20 minutos a temperatu
ra ambiente. Afiadir 10 ml de hidrdxido de sodio 0.4 N. Mezclar y
dejar reposar 5 minutos a temperatura ambiente.

Leer a 505 nm usando un blanco de agua destilada.
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Curva de calibracidn:

Preparar una serie de tubos de la siguiente forma:

Ne, Agua sustEaFo ac. —?eto- ac.piriivico ALAT
glutarico-alanina. 0.0015 M. mU/ml

1 0.2 ml - 1.0 ml 0.0 ml 0

2 o.2m 0.9 ml 0.1 ml 12

3 0.2 ml 0.8 ml 0.2 ml 24

4 0.2 ml 0.7 ml 0.3 ml 40

5 0.2'ml | 0.6 ml 0.4 ml 60

Afiadir 1 ml de reactivo de 2,4-dinitrofenilhidrazina, dejar repo-
sar 20 minutos. Afadir 10 ml de hidréxido de sodio 0.4 N. Mezclar
y dejar reposar 5 minutos a temperatura ambiente.

Leer a 505 nm usando el tubo N° 1 como blanco.



CAPITULO V

RESULTADOS .
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5.1.Equipo para determinacidn de amilasa

5.1.1. Sustrato de almidén.

Lote 191280 Lote 180281
Meses PH a 25°C Meses PH a 25°C
0 7.010 o] 7.002
3 7.012 3 7.002
6 7.012 6 7.005
9 7.009 9 7.004
12 7.008 12 7.005
Lote 100181 Lote 250581
Meses PR a 25°C Meses pH a 25°C
0 7.014 [¢) 7.028
3 . 7.013 3 .020
6 7.010 6 7.025
9 7.009 9 7.022
12 7.010 12 7.020
Lote 120181 Lote 120881
Meses pH a 25°C Meses pH a 25°C
o’ 7.007 0 7.010 '
3 7.005 3 7.009
6 7.007 6 7.009
9 7.010 9 7.007
12 7.007 12 7.008

En estos seis lotes analizados se encontrd que la variacidn fué
minima en un afio, ademids en los casos en que hubo variacién,se --—,

mantuvo siempre dentro de los limites aceptables.
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5.1.2, Reactivo de yodo 0.0l N.

En los seis lotes analizados no se encontré ninguna variacién en
la normalidad durante un aifio por lo que se puede asegurar que si
la fecha de caducidad del equipo es de un afio después de su elabo

racidn, el reactivo de yodo 0.01 N se mantendrd estable ese tiempo.

5.1.3. Estabilidad del equipo.

Lote 191280 u. Amilas.a/dl

Meses '

0 183 la media es de 180.4

3 183

6 170 1a desviacidn estandard es de 5.3
9 183

12 183 coeficiente de variacién 2.9%
Lote 100181 U.Amilasa/dl

Meses

0 170 . la media es de 170

3 170 ‘

6 170 la desviacidn estandard es de O
9 ‘ 170

12 170 coeficiente de variacidn 0

Lote 120181 U.Amilasa/dl

Meses

0 153 la media es de 148.6

3 153

6 153 la desviacidn estandard es de 5.1
9 142

12 142 coeficiente de variacidén 3.4%
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Lote 180281 U.Amilasa/dl
Meses
0 160 la media es de 151
3 160
6 145 la desviacidn estandard es’8.2
9 . 145
12 145 coeficiente de variacidn 5.4%
Lote 250581 U.Amilasa /dl
Meses .
0 .150 la media es de 162.8
3 166
6 166 la desviacidn estandard es 5.1
9 166
12 166 coeficiente de variacidn 3.1%
~ Lote 120881 U.amilasa/dl
Meses
[ 170 la media es de 170
3 170 '
6 170 la desviacidn estandard es 0
9 170

12 170 coeficiente de variacién 0

En estos seis lotes analizados se encontrd que la variacién de -
los valores para actividad de amilasa fué pequefia, la desviacidn
estandard solo en un caso excedi& ‘el valor de 5.5, y ya que para
una determinacidn enzimftica una desviacidén estandard de 3'a 5 -
se considera buena, se vid gue el equipo es estable durante un ~-

afno por lo menos.



5.2. Equipo para determinacidn de lipasa.

5.2.1. Aceite de oliva 1%.

Lote 250580
Meses

0

3

6

9

12

Lote 020680
Meses

0

3

6

9

12

Lote 070980
Meses

0

3

6

9

12

fTransmisién

97.0
98.0
98.0
97.0
97.0

$Transmisién

95.0
95.0
96.0
95.0

- 96.0

fTransmisién

99.0
99.0
98.0
98.0
98.0

Lote 251280
Meses

0

3

6

9

12

Lote 180181
Meses

0

3

6

9

12

Lote 250481
Meses

[o]

3

6

9

12

fTransmisidn

'97.0

97.0
97.0
98.0

- 98.0

$Transmisidn

95.0
96.0
96.0
27.0
95.0

$Transmisién

98.0
98.0
97.0
98.0
98.0

En estos lotes se encontré que la variacibn en los resultados, du

rante un afio fué minima y siempre se mantuvo dentro de los limites

para aprobar el reactivo.



52

5.2.2. Solucidn amortiguadora pH 9.1 a 38° C.

Lote 250580 pH a 38°C Lote 251280 pH a 38°C
Meses Meses

o] 9.108 4] g9.101

3 9,106 3 9.119

6 9.100 G 9.120

9 9.101 9 9.100
12 9.100 12 9.112
Lote 120680 bH a 38°C Lote 180181 pH a 38°C
Meses Meses

0 9.120 0 9.100

3 ’ 9.118 3 9.108

6 . 9.120 . 6 9.104

9 9.115 9 9.099

12 9.110 12 9.101
Lote 070980 pH a 38°C Lote 250481 pH a 38°C
Meses Meses

O 9.088 0 9.104

3 9.100 3 9.105

6 9.100 6 9.109

9 9.100 9 9.102
12 9.090 12 9.110

En seis lotes del reactivo analizado se encontrd que la variacién
de pH fué pequefia y siempre estuvo dentro de los limites acepta-~
bles para- el reactivo por lo que se aprobd la fecha de caducidad-

para un afio después de su elaboracién.
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5.2.3. Estabilidad del equipo para determinacidn de lipasa.

Lote 250580
Meses

o]

3

6

9

12

Lote 020680
Meses

0

3

6

9
12

Lote 070980
Meses

0

3

6

9

12

Lote 251280
Meses

0

3

6

9
12

Unidades de lipasa

6.9 la media es de 7.1

7.2

6.9 la desviacidn estandard es 0.3
6.9

7.6 coeficiente de variacién 4.3%

Unidades de lipasa

7.5 la media es 7,1

7.6

7.6 desviacidn estandard 0.05
7.6

7.5 coeficiente de variacidn 0.72%

Unidades de lipasa

12.35 media 12,08

12.35

12.10 desviacidn estandard 0.26
11.80

11.80 coeficiente de variacidn 2.1%

Unidades de lipasa

11.6 media 11.68

12.35

12.35 desviacién estandard 0.75
10.5

11.6 coeficiente de variacién 6.4%
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Lote 180181

Meses Unidades de lipasa

4] 12.35 la media es 11.61

3 12.35

6 12.35 desviacién estandard 1.01

9 10.5

12 10.5 coeficiente de variacifn 8.7%
Lote 250481
Meses Unidades de lipasa

0 12.37 La media es 12.52

3 12.88

6 12.9 desviacidn estandard 0.35

9 12.1
12 12.37 coeficiente de variacién 2.8%

En general se considera que las determinaciones de actividad enzi
miAtica tienen un rango de error (desviacién estandard) de 3 a 5 %

en el caso de la determinacidn de lipasa, la desviacién estandard
observada en estos seis lotes, fué menor de dos, por lo que se '~
considera que durante un afo, los reactivos no sufren pérdidas eh

su capacidad reactiva.
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5.3.Equipo para determinacién de Deshidrogenasa lictica.

5.3.1. Desarrollador de color,2,4-dinitrofenilhidrazina.

Lote 300480 % Transmisién Lote 020181 % Transmisién

Meses Meses
] 72.0 0 71.0
-3 " 73,0 3 71.0
6 73.5 6 72.0
9, 74.0 9 71.0

12 73.0 * 12 - T71.0

Lote 150880 % Transmisidn Lote 120481 % 'rransmis’ién

Meses Meses
0 74.0 0 71.0 3
3 73.5 3 71.0
6 73.5 6 . 72.0
9 74.0 9 72.0
12 74.0 12 70.5

Lote 201081 - & Transmisién Lote 200781 % Transmisién

Meses . Meses
0 ’ . 72.0 0 ’ 74.0
3 72.0 .3 74.0
6 72.0 6 74.0
9 72.5 9 74.0
12 72.5 12 74.0

- Durante el afio que se analizaron estos reactivos se encontré una
pequefia variacidn que no impide que se apruebe la fecha de caduci
dad para un afio, ya que estas variaciones siempre se mantuvieron

dentro de los limites establecidos.
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5.3.2. Sustrato de dcido pirivico.

Lote 300480

Meses pH
0 7.609
3 7.610
6 7.609
9 - 7.608

12 . -7.609

Lote 150880

Meses pH
0 7.609
3 7.609
6 7.609
9 7.595
12 7.596

Lote 201080

Meses pH
0 7.600
3 7.601
6 7.600
9 7.600

12 - . 7.600

% Transmisién
13.0 :
13.0

13.0

12.5

12.5

% Transmisi6n
12.5
12.5

13.0

13.0
13.0.

% Transmision
13.0
13.0
13.0
12.5
12.5



57

Lote 020181 -

Meses pH % Transmisitn

0 < 7.600 13.0

3 7.601 13.0 .
6 7.600 13.0

9 7.602 ' 13.0

12 7.600 13.0

Lote 150880

Meses pH ’ % Transmisién
0 7.605 12.5

3 _ 7.606 12.5

6- "7.606 ‘ 12.5

9 : + 7.605 Co12.5

12 7.606 12.0

Lote 201080

Meses pH % Transmisibn
0 7.605 13.0
3 7.605 13.0
6 7.606 13.0
9 7.603 13.0
12 7.600 13.0

La variacién de pH fué minima durante un aflo y siempre estubo dentro

de los limites aceptables para el reactivo.



5.3.3. Reactivo de Dihidronicotinamida-Adenina.

Lote 300480

Meses
0
3
6
9
12

" Lote 150880

Meses
0
3
6
9
12

Lote 201080

Meses

0

3 -
6

9

12

pH
7.030

7.028

7.030

'7.029

7.031

pH

7.090
7.080
7.090
7.085
7.090

" oH

7.001
7.005
7.000
7.001
7.000

58

A. a
- 0.14
0.14
0.14
0.14
0.14

A. a
0.14
0.14
0.14
0.14
0.14

A a
0.15
0.14
0.14
0.15
0.14

259 nm

259 nm

259 nm

A. a
0.62
0.62
0.62
0.62
0.62

340 nm

A.a 340 nm

0.63
c.63
0.63
0.63
0.63

A. a
0.63
0.63
0.63
0.63

340 nm

0.63 .
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Lote 020281

Meses pH A. a 259 nm A. a 340 nm
0 7.010 0.14 0.62
3 7.010 0.14 0.62
6 7.009 0.14 0.62
9 . 7.010 0.14 0.62

12 ' 7.009 . 0.14 0.62

Lote 150880

Meses pH A. a 259 nm A. a 340 nm
0 7.005 0.14 0.63

3 ' 7.005 0.14 0.63

6 , 7.006 0.14 . 0.62

9 . 7.004 0.14 0.62

12 7.004 - 0.14 0.62

Lote 201080

Meses pH A. a 259 nm A, a 340 nm
0 7.000 0.14 0.62
3 . - 7.001 0.14 0.62
6 ' 7.000 0.14 0.62
9 7.001 0.14 0.62

12 7.000 0.14 0.62

Los valores obtenidos al analizar seis lotes de reactivo durante un
afio tuvieron variacidn minima y siempre se mantuvieron dentro de los

limites fijados.
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5.3.4. Hidrdxido de sodio 0.4 Normal.

Se determind la normalidad cada tres meses en seis lotes de reac-
tivo, y no se encontrd ninguna variacidn por lo que establecimos

que durante un aio la solucién es estable a temperatura ambiente.
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5.3.5. Estabilidad del equipo para determiracidn de D.H.L.

Lote 300480

Tubos 1 - 2 3 ) 5 6 Suero
Meses ’
-0 0.88 0.77 0.61 0.42 0.23 0.12 0.65
3 0.90 0.74 0.58 0.39 0.23 0.13 0.66
6 0.88 0.74 0.60 0.40 0.24 0.13 0.65
9 0.88 0.75 0.61 0.42 0.23 0.12 0.64
12 0.90 0.74 0.58 0.40 0.24 0.12 0.66

Curva patrén de acido pirivico
Para determinaci6n de D.H.L. en suero.

Extincidn

1000 T 2000

Unidades de D.H.L. /ml de suero



Lote 300480

Tubos
Meses
0
3
6
9
12
media
480

1

0.88
0.90
0.88
0.88
0.90

D.E.

0.77
0.74
0.74
0.75
0.74

17.32

Lote 150880

Tubos
Meses
0
3
6
9
12
jaedia
474

1

0.90
0.88
0.88
0.90
0.90

D.E.
7.2

Lote 201080

Tubos
Meses
0
3
6
9
12

fedia
480

1

0.87
0.87
0.88
0.87
0.87

D.E.
0.0

2

0.75
0.74
0.75
0.75
0.74

6.74
0.75
0.74
0.74
0.74

0.61
0.58
0.60
6.61
0.58
c.v.
3.6%

0.59
0.58
0.58
0.58
0.59
C.v.
1.5%

0.59
0.59
0.60
0.58
0.60

c.v.
0.0%
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0.42
0.39
0.40
0.42
0.40

0.40
0.40
0.40
0.39
0.3%

0.42
0.40
0.40
0.40
0.39

6

0.23 0.12
0.23 0.13
0.24 0.13
0.23 0.12
0.24 0.12

0.21
.21
0.21
0.22
0.21

0.20
0.20
0.20
0.21
0.20

0.11
0.1
0.1
0.11
0.11

.11
0.12
0.12
0.12
0.10

Suero

0.65
0.66
0.65
0.64
0.66

Suero

0.65
0.66

-0.65

0.65
0.65

Suero

0.65
0.65
0.65
0.66
0.66

U/mid.H.L.

480
460
480
500
460

U/miD.H.L.

480
460
480
480
480

U/mide D.H.L¢

480
480
480
480
480
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Lote 020181

2

0.76
0.74
0.75
0.75
0.74

0.75
0.74
0.74
0.75
0.74

2

0.76
0.75
0.75
0.74
0.74

Tubos 1
Meses
0 0.89
3 0.89
6 0.88
9 0.89
12 0.88
media D.E.
474 7.2
Lote 120481
Tubos 1
Meses
0 0.90
3 0.88
6 0.88
9 0.88
12 0.90
media D.E.
480 17.32
Lote 200781
Tubos 1
Meses
0 0.87
3 0.88
6 0.88
9 0.88
12 0.89
media D.E.
480 0.0

- 0.60
0.59
0.59
0.60
0.60

c.v. -
1.5%

0.59
0.60
0.60
0.60
0.60

c.v.
3.6%

0.59
0.59
0.59
0.60
0.59

C.v.
0.0%

63

0.40
0.40
0.40
0.40
0.39

0.39
0.40
0.40
0.40
0.40

0.39
0.39
0.40
0.40
-0.40

0.21
0.21
0.21
0.21
0.21

0.22
0.22
0.22
0.22
0.22

0.21
0.21
0.21
0.21
0.21

.11
0.11
0.11
0.11
0.12

0.12
0.12
0.11
0.11
0.12

6

0.1
0.11
0.11
0.12
0.12

Suero

0.66
0.65
0.65
0.65
0.65

Suero

0.64
0.65
0.65
0.66
0.66

Suero

0.65
0.65
0.65
0.65
0.65

U/miD.H.L.

460
480
480
480

480

U/miD.HL.

500
480
480
460
460

U/miD.H.L.

480
480
480
480
480
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Al analjzar estos seis lotes de reactivos se encontrS que el
coeficiente de variabilidad fu€ menor al 10% por lo que es -
confiable la determinacién de la actividad de L.D.H. hecha -
con estos equipos, durante un periodo minimo de un afio, asf
que la fecha de caducidad quedS establecida un afip después de
la fecha de elaboracidn del equipo.



5.4. Equipo para determinacidn de Aminotransferasas.

5.4.1. Sustrato de Hcido asp&rtico-acido alfacetoglutirico.

Lote 251280
Meses

0

3

6

9

12

Lote 040281

Meses

12

Lote 120581

Meses

12

pH

7.416
7.399
7.400
7.401
7.401

PH

7.400
7.401
7.401

©7.402

7.400

pH
7.411
7.410
7.405
7.405
7.408

Tubo 1 3T

57.0
57.0
57.0
57.0
57.0

Tubo
57.5
57.5
57.0
57.0
57.0

Tubo
58.0
58.0
57.5
57.5
57.0

1 8T

1

ST

Tubo
30.5
30.5
31.0
31.0
31.0

Tubo
30.5
31.0
31.0
31.5
31.5

Tubo

31.0
31.0
31.0
31.0
31.0

2 4T

2 4T

2 8T
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Lote 200881
Meses pH Tubo 1 %T Tubo 2 ®T
0 7.415 . 57.0 30.5
3 7.415 57.5 30.5
6 7.414 57.0 30.5
9 7.411 57.0 . 30.5 -
12 7.410 57.5 ; 31.0
Lote 301081
Meses pH Tubo 1 3T Tubo 2 ST
0 7.408 57.5 . 31.0
3 7.407 : 58.0 31.0
6 7.407 58.0 - 31.0
9 7.404 57,5 31.0
12 7.405 57.5 -« - 31.0
Lote 2-01281
Meses pH Tubo 1 &T _ Tubo 2 8T .
0 7.401 58.0 31,5
3 7.400 58.0 31.5
6 7.402 58.0 31.0
om. 7.402 58.0 31.0

ST 7.402 57.5 -31.0

Los valores obtenidos con este grupo de reactivos, fueron estables
durante un afio. En los casos en que. se presentd variacién, fué mi-

nima y siempre dentro de los limites aprobados.
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5.4.2. Reactivo de 2,4 dinitrofenilhidrazina.

Lote 251280 % Transmisidn.  Lote 200881 % Transmisidn
Meses Meses

0 78.0 ) ©77.0

3 78.0 3 77.5

6 78.0 6 ' 77.5

9 77.5 9 : 77.0

12 77.5 12 : 77.0

Iote 040281 % Transmisién Lote 301081 % Transmisidn
- Meses . Meses

0 77.0 ) 77.0

-3 77.0 3 78.0

‘6 77.0 6 78.0

9! . 77.0 9 77.0

12 77.5 "12 ~ 78.0

Lote 126581 % Transmisidn Lote 201281 $ Transmisidn
Meses : o " Meses

0 77.5 , o 8.0

.3 77.0 - 3 77.5

6 77.0 ’ 6 77.0

9 77.5 9 77.0

12 77.5 12 - 77.0

La variacidn observada durante un afio nos permite asegurar que el

reactivo demostrd ser estable durante.ese tiempo



5.4,3. Sustrato de Alanina-acido alfacetoglutdrico.

Lote 251280

Meses
0
3
6
9
12

Lote 040281

Meses
0
3
6
9
12

Lote 120581

Meses
0.
3
6
9
12

pH
7.422
7.421

- 7.421

7.420
7.420

pH

7.415
7.416
7.416
7.415
7.414

pH

7.402
7.402
7.400
7.400
7.401

Tubo
57.0
57.0
57.0
57.0
57.0

Tubo
58.0
58.0
58.0

57.5

57.0

Tubo
57.5
57.5
58.0
58.0
58.0

197

19T

14T

Tubo
31.0
31.0
31.0
31.5
31.5

Tubo
31.5
31.0
31.0
31.0

297

297

31.5

Tubo
30.5
30.5
30.5
30.5
31.0

24T
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Lote 200881

Meses L © Tubo 1 ET Tubo 2 %7
0 7.600 §7.5 30.5
3 7.401 57.5 30.5
6 7.400 57.0 : 30.5
g 7.400 57.0 30.5

12 7.402 57.0 31.0

Lote 301081

Meses pH Tubo 1 57 Tubo 2 %

0 7.484 57.0 31.0
3 7.443 57.0 31.0
6 7.443 57.0 - 31.0
9 " 7.442 57.5 31.0
12 7.4 8135 31,0 -

Lote 201281

Meses pH Tubo 1 &7 . Tubo 25T

0 7.409 58.0 31.0
3 ~7.408 58.0 31.5
6 7.408  58.0 31.0
9 7.409 58.0 31.5
12 7.497 57.5 31.5

De ‘acuerdo con estas pruebas el reactivo es estable durante un afio.
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5.4.4. Acido pirdvico 0.0015 M

Lote 191280

Meses
0
3
6
9
12

Lote 040281

Meses
0
3
6
9
12

Lote 120581

Meses
0
3 ~
6
g
12

Identificacion
+

+ + o+ o+

Identificacion

+ 4+

Identificacién
+

+ o+ o+ o+

1)

40.0
40.5
40.5
40.0
40.0

%7

41.0
41.0
40.0
40.5
40.5

1

41.0
41.0
41.0
40.5
40.5
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Lote 200881

Meses Identificacion s T
0 + 39.0
3 + 39.0
6 + 39.5
9 + 39.5
12 + 39.5

Lote 301081

Meses Identificacién o %T
0 ' + ~ 40.5
3 + 40.0
6 + 40.0
9 v 40.5
12 ¥ 40.0

Lote 201281

Meses - _ Identificacion T
0 + 40.0
3 + 40.5
6 + 40.0
9 + 40.5
12 + 40.5

Las pruebas realizadas nos indican que durante un afioc la variacién
en los resultados del andlisis fué muy pequefia y siempre se mantuvo

dentro de los limites necesarios para la aprobacion del reactivo.
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5.4.6. Estabilidad del equipo para determinacidn de

Aminotransferasas.

Deteminacifn de Aminotransferasa de aspartato:

Lote 251280
Tubos 1 2 3 4 5 & Suero
Meses
0 8.23 0.39 0.46 0.58 0.74 0.88 0.27
3 0.23 0.39 0.47 0.58 0.73 0.86 0.27
6 0.25 0.39 0.46 0.58 0.74 0.86 0.26
9 0.25 0.40 0.47 0.58 0.74 0.86 0.26
12 0.25 0.39 0.47 0.58 0.74 0.86 0.27

Curva patrén de dcido piriivico.

Para determinacidén de Aminotransferasa de aspartato.
Extincién

1.0 _ , L

50 100

Unidades de Aminoctransferasa de aspartato / ml de suero.



Lote 200881

Tubos 1
Heses

0 0.26
3 0.26
6 0.26
9. . 0.27
12 0.27
Media

18.4

Lote 301081

Tubos 1
Meses

6 0.2
3 0.26
6 0.26
9 0.26
12 0.26
Media

19.8

Lote 201281

Tubos 1
" Meses
0 0.27
3 0.27
6 0.28
9 0.28
12 0.25
Media
18.4

0.41
0.41
0.40
0.40
0.40

D.E..
0.94

0.40
0.40
0.39
0.39
0.39

D.E.
0.34

0.39
0.39
0.39
0.40
0.40
D.E.
1.7

0.47
0.47
0.47
0.47
0.47

0.47
0.47
0.47
0.47
0.47

0.47
0.47
0.47
0.47
0.47

73

0.58
0.58
0.58
0.58
0.58

C.V.
5.1

0.58
0.58
0.58
0.58
0.58

» C.V.
2.25

0.58
0.58
0.58
0.58
0.58
c.v.
3.2%

0.74
0.74
0.74
0.74
0.74

0.74
0.75
0.75
Q.75
0.74

0.72
0.72
0.72
0.72
0.75

0.87
0.87
0.87
0.87
0.84

0.87
0.87
0.88
0.88
0.88

0.84
0.84
0.84
0.84
0.84

Suero

0.43
0.43
0.43
0.43
0.44

Suero

0.44
0.44
0.43
0.44
6.44

Suero

0.43
0.43
0.43
0.43
0.44

U)mlasar

U/mlasaT

20
20
19
20
20

U/mlasaT

18
18
18
18
20



Lote 251280

Tubos 1
Meses

0 0.23
3 0.23
6 0.25
9 0.25
12 0.25
Media

15.2

Lote 040281

Tubos 1
Meses
0 0.27
-3 0.25
6 0.25
9 0.25
12 0.27
Media
18.4

Lote 120581

Tubos 1
Meses

0 0.27
3 0.27
6 0.27
9 0.27
12 0.27
Media

18.4

0.39
.0.39
0.39
0.40
0.39

‘D.E.
1.3

0.40
0.40
0.39
0.40
0.40

" D.E.

2.1

0.39
0.39
0.39
0.40
0.40

D.E.
1.7

0.46
0.47
0.46
0.47
0.47

c.v.
8.5%

0.47
0.46
0.47
0.47
0.46

c.v.
11.9%

0.47
0.47
0.48
0.48
0.48

C.v.
3.2%

74

0.58

0.58
0.58
0.58

.58
.58
.57
.57
.58

O O O O O

0.58
0.58
0.58

0.57

0.57

.74
.13
.74
.74
.74

o O O O ©

.73
.72
.72
.72
.72

o o O o o

0.72
0.72
0.72
0.72
0.74

0.88
0.86
0.86
0.86
0.86

0.84
0.84
0.84
0.84
0.84

0.84
0.84
0,84
0.84
0.86

Suero

0.40
0.39
0.41
0.41
0.41

Suero

0.44
0.42
0.44
0.44
0.42

Suero

0.43
0.43
0,43
0.44
0.43

U/mlasaT

15
13
16
16
16

U/mlASAT

20
16
20
20
16

U/ml ASAT

18
18
18
20
18
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Las pruebas de estabilidad nos incdican que el reactivo es confia-
ble por lo menos durante un afio, ya gue en ese lapso de tiempo la
determinacidn de la actividad enzimdtica tuvo una desviacidn estan

dard inferior a 3%.
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RESUMEN.
Para poder determinar la actividad enzimdtica, es necesario contro
lar el mayor nimero de factores posible, ya que dicha actividad -
es muy sensible a cambios de pH, temperatura, concentracién etc.
a fin de minimizar los cambios en las condiciones de reaccibn, se
procedid a estandarizar los reactivos y a determinar su estabili-
dad.
Se hicieron pruebas de control de calidad, cada tres meses, duran
te un afio, para comprobar que los reactivos son estables por lo -
menos durante ese tiempo.
En el equipo para determinacién de amilasa, se encontrd que la -~
d.e. fué menor de 5.5 excepto en un caso; en una determinacién ---
enzimitica, una d.e. de 3 a 5 se considera muy buena, asi qde se
observd que el equipo fide estable durante un afio.
Para la determinacién de Lipasa, la d.e. fué menor de 2%, si toma
mos en consideracidn que una d.e. de 3 a 5 se considera buena pa-
ra una determinacidn enzimitica, tenemos que la estabilidad del -
equipo es confiable durante un afio. )
Al analizar el egquipo para determinacién de L.D.H.se encontrd que
el coeficiente de variabilidad fué menor de 10%, por lo que es --
confiable la determinacién, durante un tiempo de un afio.
El ecuipo para determinacién de aminotransferasas tuvo una ﬁesvia-
cién esténdard inferior a 3%, por lo que la determinacién es con-

fiable durante un afio.



CAPITULO VI

- CONCLUSIONES.



77

De acuerdu con los resultados obtenidos, podemos observar que el
coeficiente de variacidn, con la excepcién de un lote de -~
reactivos siempre fué menor del 10%, durante un ano, conservando
los productos en condicjiones Gptimas de almacenamiento.

los reactivos asi elaborados y estandarizados, estar8n garantiza-
dos, por un afio, siempre y cuando el manejo y almacenamiento sean
los adecuados, asi se ahorra tiempo al efectuar los anflisis al
no tener que preparar ni analizar los reactivos previamente.

Para los laboratorios que elaboran sus propios reactivos, es ==
recomendahle que realicen el control de calidad en sus reactivos
para elimipnar los posiblesverrores humanos, por reactivos en mal
estado o elaboracifn incorrecta de los reactivos.

La tendencia en el campo de los andlisis clinicos, es lograr la
estandarizacidén de los métodos, para poder comparar resultados -
de laboratorio a laboratorio, si adamds todos los reactivos = .
empleados estuvieran estandarjzados, se lograria aumentar la -
confiabilidad y la reproducibilidad de las determinaciones, lo -
que se traduciria inmediatamente en un beneficio para las perso-
nas que utilizan estos servicios.

Se planea continuar realizando pruebas de control de calidad en
otros reactivos, a fin de lograr gue todos los reactivos utiliza
dos en analisis clinicos tengan garantfa de exactitud y reprodu-

cibilidad de los resultados.
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