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CAPITULO I 

I N T R o o u e e I a N. 

El exlimen de la orina constituye un método de d1agn6stico­

apliceble, a enfennedadea y tranatornoa atribuibles a riftonee,­

vejiga, uretra, próstata y .veeiculas aemineles, esi como a elt~ 

raciones del aparato cardioveecular, hematopoyético, digestivo, 

endocrino y hepático. El exámen de le orina consiste en le lec­

tura de le tira y análisis microec6pico del sedimento (15). 

En la actualidad el trabajo y loe costos de loa leboreto -

rioa han aumentado enormemente, por lo que es necesario material 

de bajo costo que permita un análieia rápido de le orine, estas 

cualidades son proporcionadas por las tiras reactivas, que po­

seen un ain número de determinaciones que ae pueden realizar r! 

pidamente y cuyas ventajas ee describen a continuaci6~: 

a) Facilidad de manejo 

b) Pequefte cantidad de maestra 

e) Baja costo 

d) Tiempo minimo 

Va que los reactivos que poseen lea tiras no aon eetablee-

1ndef1nidemente, ee considera importante conocer la vida medie­

de eetes. Este estudio se realiza con la tire reactiva •combur-

8 testª (Lakeaide). 

El producto ncombur B test• ea uno tire combinada que ae -



···~ 

usa en loa exámenes generales de orina, y que permite en una ª.':!. 

la operaci6n, con una única introducci6n de eata en la orina, -

determinar simultáneamente y valorar los siguientes parámetros: 

ni tri toa 

pH 

proteínas 

glucosa 

cuerpos cet6nicoa 

urobilin6geno 

bilirrubine 

sangre 

Es importante hacer recalcar que les tiras reactives noe -

dan resultados semicuantitetivos. Estas poseen una fecha de ca­

ducidad, aun cuando el envase originnl permanezca sin abrir. 

Desde el fabricante hasta el consumidor, a través de varios 

intermediarios pueden transcurrir meses y eílos, por lo cual co.n 

viene saber si después de su fecha de caducidad estas tires pu_!! 

den proporcionar resultados confiables. 

Objetivos: 

1.- Estudiar loa componentes de las tiras reactives, reac­

ciones, inhibidorea, sensibilidad, especificidad y es­

tabilidad de las mismas. 

2.- Determinar el tiempo de funcionamiento de las tiras 

reactives después de vencida la fecha de caducidad, la 

cuál ea de 24 meses. 
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H1p6t~ 

El sector de cetoneo con:iene nitroprue1eto de sodio, que 

ea sensible e la humedad y se descompone lentamente. El aector­

de sangre contiene un per6xido que se descompone con el oxigeno, 

por lo cuál estos dos sectores serán los primeros en perder su-

· aspecto fisico y sensibilidad. Los demás reactivos que contienen 

los otros sectores son más establea por lo cuál darán resulta -

dos confiables despu~s de su fecha de caducidad que es de 24 me 

ses. 
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C A P I T U L O II 

G E N E R A L I D A O E S 

Les tiras reectivae de Lakeeide (Eloehringer Mannhein) tie­

nen un eoporte o cuerpo de pláetico, esta contiene varice coji­

nes de celulosa (áreas o sectores reactivos) fijados con una m..!! 

lle protectora. Ceda coj1n está impregnado con Lln amortiguador 

y uno o varios indicadoree qulmicoe (cuando la orine llega al -

aector reactivo ocurre una reacci6n qu1mica qua reeponde a le -

presencia de compuestos qu!micoa eepec1f1cos de la muestra). -

Tambi6n la tira tiene un papel hidr6fobo. fig.No. 1 

Figure No. 1 

área o sector reactivo 

hidrófobo 

cuerpo de la tire 



Se han realizndo estudios para compar~r la sensibilidad y 

prec1a16n de diversas marcas de tiras. Smith y cola. (25) com­

pararon el "N"-Multisti~ (AMES) y el •cambur 8 test• (B.M.) En­

contraron que el "Cambur 8" ea más sensible a la valoración de 

la glucosa, sangre y nitritos que el "N"-Multistix y que dá re­

sultados más precisos que el "N"-Multistix en loa sectores de -

pH, proteínas y sangre. Por otra parte Hearne y cola. (12) com­

pararon el Rapignost Total Screen A (Hoechat) y el "N"-Multi­

tlx (AMES) encontrando qu~ el Rapignost es más sensible a las -

proteínas y a le glucosa y menos sensible e lea cetonea, b111 -

rrubinea y sangre que el "N"-Mul tistix. Por lo tanto el wcombur 

8" ea más sensible a los ni tri tos y e la sangre que el "N"-Mul­

tistix y que el Repignost, proporcionando buena precisión en la 

determ1nac16n del pH. 

Las ventajas del "Cambur 8 test" son (25): 

a) Fácil manejo 

b) Le-lectura del color obtenido ee facilitado por le for­

ma vertical de la etiqueta, en lugar de la forme hori­

zontal. 

c) Superior conatrucci6n del lamlneda de le malla con un -

gran conj1n en las zonas de pruebe y el fondo opaco. 

d) Le hematuria se distingue de le hemoqlobinuris. 

e) Buena preciai6n pare el an~l1aia del pH urinario. 

Loa factores que influyen en errores son (5,8,25): 

1.- La regle de verieci6n individual entre t~cnicos: es de gren 

importancia pare le determinación obtenida de falsos posit_!. 
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vos y faleua negativas, debida a le percepción del color. 

2.- Le composición de las d1ferentea orinas.- Ea otro factor i,!!! 

portante que está influenciado por el estado nutricional, -

procesos metab6licos, cap~cldad del rin6n para manejar se-

lectivemente las sustancies y presencia de sustancias de i..!:! 

terferencia que tienden a inhibir las reacciones enal1ticas. 

El trabajo consiste en realizar las pruebas funcionales de 

cada uno de los sectores y determinar los reactivos de cada una 

de las fireas de 5 lotee dif'erentes del producto comercial "Com-

bur 8 testA (Lekeaide), 

Lote Caducidad Tiempo de 
fabricación 

83156 lo.-Enero-85 6 meses 

82023 la.-Agosto-84 11 meses 

82945 lo.-Febrero-84 1? meses 

81819 lo. -Mayo-83 28 meses 

616?0 lo .-Abril-82 39 meses 

Una de las limitaciones ea el no especif'icar la concentra-

ci6n inicial de cada reactivo de loa 5 lotee al •alir como pro-

dueto terminado, esto implica el no poder ver el grado de dete-

riere en los reactivos can el tiempo de almacenamiento. Otra de 

las limitaciones es que las tiras se humedecen rápidamente el -
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exponerles el aire, perdiendo sus propiedades F1sicee. 

Cabe mencionar la importancia que representa la atenc16n -

de une muestra representativa de orina ya que de la toma de ea-

ta depende la confiabilidad de loa resultadas. Se utiliza de 

preferencia la primera orina de la mañana.· La rnayoria de los m.!!_ 

tebolitoe que se van a valorar se representan en cantidades pe-

queñas en le orina normal. 

A continuac16n se describen los reactivos que se encuentran 

en cada sector, le reacción que se lleve a cabo con el metebol.!_ 

to a determinar y las alteraciones que pueden ocasionar un va -

lar elevado. 

SECTOR DE NITRITOS 

El sector es de color blanco y tiene papel hidr6fobo. 

Los nitritos nos dan un indice de infección bacteriana ye 

que algunos microorganismos reducen el nitrato en nitrito. La -

reducci6n de este ea debido a ~m sistema de transporte de elec­

trones en donde el último aceptar ea el oxigeno y ocurre en co11 

dicionee eneer6bices (9). 

N03 + 2e- + 2H+~~~~~~~~~~-. 

nitrato 
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Mecanismo de acci6n y contenido 

El sector está constituido de: 

a) Sulf anilemida 

b) 3-hidroxi-1,2,3,4-tetrahidrobenzoquinolina (THBCH) 

c) Acido tartárico 

El mecanismo de la reacci6n ocurre de la siguiente manera 

(flg. 2), el nitrito que contiene la orina reacciona con la sul 

fanilamida en medio ácido formando una sel de diazonio, esta se 

acople can el derivado quinol1nico en pos1c16n "paran dando lu-

gar a un colorante azoico de calor rosa {18,25). 

Sulfanllemida ac. nitroso Sal de diazonia 

M 
~-ir THBCH 

Producto colorido 

Figura No. 2 

Valorea de referencia 

Loa nitritos na se encuentren normulmente presentes en le­

arina y los que provienen de la alimentación no se eliminan co­

mo talea. Coma ya se mencion6 esta prueba está basada en la ha­

bil .dad de loa microorganiswns pat6genoa pera reducir el ND3 d,! 
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rivado de la dieta, a N02 (22). 

Alteraciones 

las infecciones urinarias pertenecen el grupo de los proc!!. 

sos infecciosos más frecuentes de la patologia médica. Su imPo..!: 

tancia radica en el daño que pueden ocasionar sobre la funci6n­

renal. Producen una considerable morbilidad (sobre todo en ado­

lescentes) con complicaciones frecuentes en el embarazo, se pr!!_ 

sentan a cualquier ecad; originando a menudo incapacidad severa 

y muerte ( 14). 

Loa microorganismos encontrados en genitales externos y VJ! 

gina son: ~hvlococcus !!.E.·i Streptococcus viridans; Neiseerias 

Streotococcus fecalis; Lactobacilos; Corinebacterias y Colifor­

mes 0,9). 

En la siguiente tabla se enuncian los microorganismos máa­

frecuentes en la orina de pacientes con infecciones de vías urJ. 

narias (3,4,18). 

Las enfermedades en las que se puede encontrar nitrito po­

sitivo son: Pielonefritie aguda, Pielonefritia cr6nica y Cisti­

tis. 
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microorganismo reducci6n de No; 

Escherichia .E:!lJ:. + 

Proteus ~· + 

Klebsiella SE. + 

Pseudomonas seuruginose + 

Streetococcus fecal is -
Streetococcus E!lr'.º!::lenes -
Sta2hlr'.lococcus aureus + 

Neisseria gonorrhoeae -
Mlr'.cobacterium tuberculosis -
Haemophilus .§.P.• + 

Aerobacter .fil!.· + 

Cl. trobacter .!!E· + 

Sensibilidad 

El sector de nitritos detecta desde D.5 mg de nitrito/l de 

orina mediante una tenue coloraci6n rosa, dando un máximo de 

gerant1.a, mientras que la "N"-Multistix es sensible a l .mg/l de 

orina 08,25). 

En estudios realizados por Guignard y Torrado (11) y Sina­

niotia y cole. (24) con el MCabur B testª encontraron que tanto 

las infecciones urinarias sintomáticas como las asintomáticas -

que dan resultados de nitritos positivos indican 105 colonias / 

ml. En comparaci6n con un urocultivo que determina una becteri..!:!. 

ria, se observa que el sector de nitritos no detecta un 40 % de 
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las infecciones, como se ~bserva en el cuadro No. l; Kunin y De 

Goot (11) sugieren que para disminuir el porcentaje de falsos -

negativos y aumernar la sensibilidad del sectc1r de nitritos se-

deben usar 3 series de muestras de la primera orina de la mafia-

ne. 

Cultivo Cultivo Total poei tivo negativo 

N02 poai tivo 9 o 9 

N02 negativo 6 1043 1049 

15 1043 1058 

Cuadro No. 1: Compsraci6n de un urocultivo 

y la prueba de N02 en detección de le bac­

teriuria asintomática usando 1058 muestras 

de niñas de 5 a 12 aftas. 

Especificidad 

Unicamente el nitrito puede formar una sal de diezonio en­

orina. Por tal raz6n están excluidas las reacciones falsas pos_! 

tivsa. Le fenezopiridine eliminada puede aparecer como una reaE_ 

ci6n positiva al analista poco experimentado. La tira puede de-

tectar del 88 al 100 % de lee enfermedades del aparato genito -

urinario. 
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Inh1b1doree 

El 6nico inh~bidor encontrado hasta le fecha es el ácido -

aec6rbico, cuando la orina contiene 100 mg/dl disminuye su sen-

eibilided y esto ee he confirmado por el estudio realizado por 

Scheifere y cale. (22) en donde na Re detecta une infección de­

bida a f.· E.9Jl. por le frecuente acidificación de la orina del -

paciente con ácido aac6rbico. Es importante hacer notar que no-

todos las microorganismos patógenos que producen infecciones --

urinarias reducen el nitrato. 

Estabilidad 

1) Sensible a le acción de la humedad del aire. 

2) Sensible a humos industriales. 

3) Son estables en el envese original haata la fecha de c~ 

ducidad indicada en la etiqueta. 

4) Al almacenar las tiras en frasco arnbar a 4°C, no se pie_!: 

de le potencie durante un periodo de 9 meses (22). 

Fuentes de error 

Las causas de error eon debidas a (22): 
6 a) Insuficiente concentración de bacterias (< 10 cola./ml) 

que poseen nitrato reductase. 

b) Poco periodo de incubación de la orina en la vejiga. 

e) El no realizar rápido la prueba (no debe tenerse máa de 

4 hrs. después de la m1cc16n) pera evitar ulterior reduE, 
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c16n del ND2 en N2 6 NH4 

d) Tratamiento con antib16ticos y quimioterapéuticos dura.!! 

te la obtenc16n dP. muestra. 

SECTlJR DE pH 

El papel reactivo es de color amarillo-anaranjado y con P.!! 

pe l hidr6fobo. 

El pH de la orina es el reflejo de le capacidad del riñ6n 

para mantener una concentraci6n normal de hidrogenionee en el -

plasma y liquido extracelular. La actividad metabólica del --­

cuerpo produce ácidos no volátiles que no pueden aer depurados­

por los pulmones (principalmente ácido sul Fúrico, fes F6rico, -

clorhídrica y pequeñas cantidades de ácido láctico, pirúvico y 

cítrico, además de algunos cuerpos cetónicas). Estos ácidas son 

excretados por el glomérulo con loa cationes, pricipalmente el­

sodio. Las células tubulares cambian hidrogenionea por el sodio 

del filtrado glomerular y le orina se hace ácida (8). 

El pH de la orina puede variar en muestres el azar desde -

4.5 a 8.2. Esta capacidad para eliminar cantidades variables de 

ácidos o bases es de máxima importancia y hace del ri~6n el me­

canismo de equilibrio, contra cambios drásticos en el pH del -­

cuerpo y en la compoaici6n cat16n-an16n (27). 
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Mecanismo de acci6n y contenido 

El sector está impregnado de: 

a) Rojo de metilo 

b) Azul de bromotimol 

El mecanismo de acci6n se explica de la aiguiente manera: 

los 2 indicadores mezclados tienen intervalos similares de -

transici6n tales que sus colores ácidos se combinan dando un -­

matiz que ea el complemento del resultado de la combinaci6n de­

sus colores básicas (7). 

Valore~ de referencia 

Para una oersone sana con dietas ordinarias, Pl pH urina­

rio es de aproximadamente 6.D. Normalmente el funcionamiento de 

los riñones puede producir una orina con una concentraci6n de -

hidrogeniones desde 4.5 e 8.2 unidades de pH, ya que se encuen­

tra influenciado por la alimentaci6n, en una alta ingesta de -

protetnas el pH se vuelve ácido mientras que un pH básico se -

manifiesta por la ingeste predominante de vegetales (8,15). 

Alteraciones 

Encontremos alteraciones en el pH o en el intercambio de -

hidrogeniones cuando está afectada la función renal y en infec­

ciones bacterianas, el pH puede ser ácido o básico dependiendo­

de los productos finales del metabolismo bacteriano. 
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Sensibilidad 

La combinación de los 2 indicadores pennite u11a diferenci_! 

c16n en la zona de pH de 5 a 9 unidades, puede detectar interv.1! 

loe de 0.5 unidadea entre eete rengo. 

Al comparar la preciei6n del pH de la tire "Cambur 8 test• 

can le tira "N"-Mul t1s1;ix se encentró que fue mejor el ªCombur-

811. La tira "N"-Multiatix tiene una precisi6n pobre el medir el 

pH de 9 debido a que el emortiguadcr de citrato, un reactivo 

ácido que se encuentra en el sector de prote1nae adyacente al -

sector de pH se mezcló con el reactivo indicador de pH, lo cual 

no ocurre en el "Cambur 8" (25). 

En estudios realizados se encontró que lea variaciones no­

ae encuentran uniformemente distribuidas en todas loe niveles -

de pH, el agruparlos en 3 grupos: pH de 4.5-5.D; 5.5-8.0 y de -

8.5-9.0, las mayores variaciones se encuentren en el renga de -

5.5-8.0 y las menores variaciones en loe otros 2 grupos (15). 

Especificidad 

Tiene una alta especificidad ye que los indicadores de pH 

que contiene no reaccionan con las otras sustancias presentes -

en la orine (18). 

Inhibidores 

No se han encontrado sustancias o medicamentoa que produz­

can disminuc16n en el pH, a excepc16n del ácido asc6rb1co. 
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Estabilidad 

1) Sensible a la humedad 

2) Estable hasta la fecha de caducidad que contiene la et.!_ 

queta (18). 

Fuentes de error 

En estudios realizadas por Jemes P. Gordon (15) y Brerenton 

D.M. y cola. (6) demostraron que en este.sector, el resultado 

está en función de la percepci6n del color en cada bloque y de­

la composici6n de la muestra. En la tira "N"-Mul tiatix influye­

el tiempo de reecci6n ya que después de sumergirse la tira y e~ 

ponerla al aire se observa un aumento en el pH a los 120 seg. ; 

peDo esto no ocurre en el "Combur 8 test•. 

SECTOR DE PROTEINAS 

El papel ea de color amarillo sin papel hidr6fobo. 

Normalmente la orina no contiene prote1nas o puede cante -

nerlas en cantidades muy pequeRas, debido a que los glomhruloe­

impiden el paso de la albúmina y de las prote!nas plasmáticas -

de mayor peso molecular desde el plasma al filtrado glomerular. 

La medic16n de la cantidad de prote1naa excretadas pueden eer -

de utilidad para el diagn6st1co y control de le evoluci6n de e.!!. 

fermedadee; principalmente del rin6n. 

Laa proteínas presentes en la orina reflejan a lee prote1~ 

nas presentes en el plasma junta con las prcteinae de origen t.!!. 

- 16 -



bular renal y las de los 2xudedos de los tejido9 que revisten -

al tracto urinario. Las prote1nas presentes en la orina son: 

albúmina, globulinaa (predominantemente o<.
1 

y o<.
2

), prealbúm.1.­

na, productos de fibrin6lisis 1 trensferrine, haptoglobina, cer..!:!. 

loplaamina, fracciones de inmunoglobulinas de cadena ligera. 

Mecanismo de ecci6n y contenido 

El sector de prote1nas está constituido de: 

s) Tetrsclorofenoltetrabromosulfoftaleine 

b) Amortiguador de pH ácido 

El mecanismo se basa en el error proteico de indicadores.­

El indicador se encuentra en forma ácida HI con une pequeña 

fracci6n de la forma básica 1-. 51 la proteina está presente, -

los grupos amino se enlazan con la forme aniónics, con la que -

tienen una gran afinidad. El cambio de la forma ani6nica ¡­

causará una disminución de la forma ácida HI, formando compuefl­

toa de colo·r verde. pálido e verde o azúl. El color presentado -

por la tira reactiva depende de la proporción relativa de las 2 

formas (I-/HI) (25,26). 

Valorea de referencia 

La orina normal contiene pequeñas cantidades de prote!naa, 

aunque los glomérulos intactos generalmente impiden el paso de 

la albúmina y de las proteinas plasmáticas mayores, desde el 

plasma el filtrado glomerular; la concentraci6n de proteinaa e~ 

cretadas diariamente es de 2 e B mg/dl 
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Alteraciones 

Se encuentran diferentes grados de proteinuria en: glomer..!:!. 

lonefritia, poliarteritis, lupus eritematoso, nefroacleroais, -

mieloma múltiple, policitemia vera, cistitia, prostatitis, pie­

lonefritis, diabetes mellitus, mixedema, uretritis y enfermeda­

des hemorragicas (8,17). 

Sensibilidad 

El sector es sensible a 25 mg/dl, según el número de gru -

pos amino libres de las diversas fracciones proteicas. Ea con -

gran diferencia más intenso para le albúmina y mucho más débil­

para las globulinas, glucoproteinas, mucoprote1naa, etc. 

En un estudio realizado en orinas con la misma concentra -

ci6n de proteínas sérices totales y albúmina respectivamente, -

es más intenso el color obtenido en orinas que contienen albúmJ:. 

na que las que poseen proteínas séricas totales. Al comparar la 

tira "N"-Multistix y el "Cambur 8 testN es más definido el color 

de negativo a positivo en esta Última (18,25), 

Esoecificidad 

La especificidad ea baja ya que se pueden obtener resulta­

dos falsos positivos provocados por un pH elevado, Resultados -

inespeci fices pueden eatar condicionados por la .elimineci6n de­

ezúl de metileno, azul de fenazopiridina, debido a que dificul­

ten le lectura. Falsea poaitivos por la eliminaci6n de polivi -

nilpirrolidona, quinina, derivados químicos y alcaloides elimi-
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nadas en general (18). 

Inhlbidores 

No se han encontrBdo sustancies que produzcan una disminu­

ci6n de la sensibilidad, aunque se han encontrado resultados n.!. 

gatlvos en la globulinuria predominante, proteinuria de 8ences­

Jones y en la albuminuria mínima. 

Estabilidad 

1) Las tiras son sensibles a la humedad y deben guardarse­

con el desecante que contiene el tap6n del envase. 

2) Son estables hasta la feche de caducidad impresa (18). 

Fuentes de error 

Para disminuir errores se debe tener precauci6n de: 

a) Suprimir la ingesta de medicamentos unos dias antes de 

la.prueba. 

b) La orina no deberá permanecer más de 4 hre. a temperat~ 

ra ambiente. 

SECTOR DE GLUCOSA 

El papel reactivo es de color amarillo con papel hidr6foba. 

La determinac16n de la glucosa urinaria es uno de loe aná­

lisis más ampliamente utilizados en los laboratorios cllnicos ; 

su presencia indica generalmente diabetes mellitus; esta enfer­

medad .es de las más frecuentes, de aquí la importancia de su d.!, 
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tecci6n y control. 

Para encontrar glucosuria ea necesario que la glucosa ver-

dadera de sangre venosa sobrepase loa 160 mg/dl (umbral renal). 

El análisis de la glucosa urinaria ea una técnica común usada -

cl1nicamente para estimar los niveles de glucosa aangulnea indJ. 

rects~ente, debido a que se obtiene fácilmente la muestra. Est_!! 

dios realizados para corroborar si existe una correlsci6n entre 

la concentraci6n de glucosa sangu1nea y la urinaria por medio -

de pruebas rápidas, demuestran que es muy poca la relaci6n en-

tre ellos, ya que las diferenc.ias son muy variables (1). La gl.!! 

cosa del filtrado glomerular se reabsorbe de los túbulos, la m! 

xima capacidad de resorci6n tubular es de 160 mg/dl aproximada-

mente. Cuando las concentraciones de glucosa son mayor2a a este 

valor aumenta la concentraci6n en orina siendo fácilmente deteE 

table (8). 

Barnett (25) ha establecido diferencias en los resultados-

obtenidos en soluciones acuosas y soluciones preparadas con fluJ. 

dos biol6gicos de las mismas concentraciones indicando la pre -

sencia de sustancias de interferencia en las últimas soluciones. 

Mecanismo de acción y contenido 

El sector contiene: 

a) Enzima glucosaoxidasa (GOD) 

b} Enzima peroxidasa (POD) 

c) 3-amino-6-cloro-9-N-dimetileminopropilcarbazol-dihidro­

cloruro (Cl-APAC) 
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d) Amortiguador ácido 

La reacci6n es la siguiente (Fig. 3): la GOD oxida select..!:, 

vemente la glucosa en ócido glucu~6nico formando per6xido de hJ. 

dr6geno en presencia de oxigeno atmosférico.A fin de que la rea_s 

ci6n resulte visible se agrega la denomin~da reacci6n indicado-

ra, demostrando el peróxido formado en la primera fase, can ay_!! 

da de una reacción cromática acoplada, el crom6geno se oxida 

bajo la acci6n de la peroxidasa (POD). No se conoce el producto 

exacto de la axidsci6n del cromógeno (18,25). 

c.~1011 C.liz.011 Hkt)OH GOD uo~o º" + º2 H20 ,_. o~=º + H202 

o~ º" 
fo-O-glucosa ac. glucurónico 

II H202 H2D 
POD 

>- 2 H20 D + + 
incolora t;olarida 

H2D Cl-APAC 

Figux:a Na. 3 

Valores de referencia 

La orina normal na ae haya completamente libre de glucosa. 

Se ha evidenciado que también en condiciones glucémicas norma -

lee y con reabsorci6n tubular normal llega e le orina una pequ.!_ 

~a cantidad de glucosa (l?,18). Existe discrepancia entre los -
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autores para establecer la cantidad de glucosa excretada, pero­

se toma un rango de 15 a 20 mg/dl de orina. 

Alteraciones 

La glucosa se encuentra elevada en la diabetes mellitus, -

lesiones cerebrales, hipertiroidismo, pancreatitis, acromegalia, 

enfermedad tubular renal (Sindrome de Fancani), infarto al mio­

cardio e infecciones (microbianas agudas). 

Sensibilidad 

La tira "Comour 8 test" es hipersensible a concentraciones 

de 0.5 g de glucosa/l de agua; cualquier saluci6n acuosa de m6s 

de 0.5 g/l produce un color equivalente a un resultado de 20 g/ 

1. Esta hipersensibilidad fue previamente observada por Dyerberg 

y cola., experimentaron una considerable menor sensibilidad 

cuando la prueba de glucosa se realizo con orina en lugar de 

agua, probablemente porque la orina contiene un número de com -

puestos que tienden a inhibir las reacciones anal1ticas aplica­

das en el experimento, particularmente ciertas drogas (10,25). 

En una comparación de la tira "Cambur 8" con la Clinistix, 

se demostró que le primera obtuvo resultados normales y en la -

segunda hubo 4 falsos positivos, ? falsos negativos y varios r,!!_ 

sultados dudosos (10). 
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Especificidad 

Oe acuerdo a los datos de Schmidt (18), puede atribuirse a 

la. enzima GOO una especificidad absoluta. Hasta el momertto solo 

se ha observado una reacci6n signific~tiva con la 2-desoxiglucE_ 

se, un azúcar que no se encuentra comunmente en la orina. La lE. 

calizaci6n de factores que alteran la reacción indicadora en el 

proceso reactivo se muestra en la fig. No. 4. 

Inhibidoree 

- Acido asc6rbico, una ingesta elevada de este aparece en la 

orina después de 3 a 5 hrs. de su ingestión. El ácido esc6rb..!, 

co disminuye la sensibilidad de le tire, encontrando falsos -

positivos en diabéticos y enfermos con un bajo umbral renal -

para la glucosa. El ácido asc6rbico puede afectar en el siet_! 

me GOO-POD-crom6geno a diferentes niveles: 1) en le interfe -

rencia de la reacción con la oxidase; 2) compite por el sus -

trato de la POD ;. 3) los radicales libres del ascorbato tambi~n 

interfieren en la reacción, provocando cambio de color, los -

cuales provienen de la auto-oxidaci6n del ascorbato v le POD-

cateliza la producción de los 
OH OH 

OH }----1 POD 
HO-CH2CH-v~o + H202 

ácido asc6rbico 

mismos (5,l0,23). 
o o 
ll " 

... HO-CH2-CH=O~ o "'o + 

ac. dehidroasc6rbico 

- El ácido homogentis!nico solo en elevadas concentraciones prE_ 

duce inhibici6n. 
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I f3-D-g lucoea + GOD 
o2 ------~-------.. ~-gluoonolaoton• • H,,02 

inhibición de enzimas por 

inhibidores específicas 

presencia inadvertida 

de 1202 o pe,6xidoa 

oxidación directa 

II H202 + cromógeno ------~Qe _____ _., 

del "'ºr'."º 
H2o + cromógeno oxidado 

(colorido) (incoloro) 

+ receptor fue.!:. POD· 
=--~~~~~-...... receptor de Oz oxidado 

te de Oz 
(incoloro) (colorido) 

Catalase 

Figure No. 4. Con linea punteadas (----) se marca el camino que 

sigue la reacción de la glucosa, dividida en 2 pasea. Les inte_! 

ferencias se pueden producir e 3 niveles: enzimas, crorn6geno v 

el peróxido de hidrógeno (H202) obtenido en el primer paso, oc_!! 

sionando resultados falsos positivos o falsos negativos (~~-). 
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- El ácido gentisinico es otro metebolito que compite por el -­

oxigeno 

º"' o 

O'<~' (foO". H202 
POD 

-+ 2H20 + 

01-1 o 
ac. gentis1nico p-quinona 

La p- quinona es de color gris pardo. 51 existe glucosa y ácJ. 

do gentis1nico en la oriha torne de color gris pardo le tire-

reactive. 

- El urobilin6geno tiene poca 1nhibici6n 

POO urobilin6geno + H202 _____ ._.,. urobilina + 2H
2
o 

- El 3,4-hidroxifenilacético es otro inhibidor, en general los-

componentes urinarios intensamente reductores, entre estos se 

tiene: ácido úrico, mucoprote{nas, 5-hidro-indolacético (inh_!. 

be a partir de .25 mg/dl). 

- El acetato de mercurio tambi~n produce inhibici6n. 

Estabilidad 

l) Son sensibles a le humedad 

2) Estables hasta le fecha de caducidad si pennenecen lea 

tiras dentro del envase con el tap6n con desecante (18). 
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Fuentes de error 

Para disminuir el número de erroree·se deben controlar las 

siguientes variables: 

a) No usar ácidos fuertes o carbonato s6dica como conserv_!! 

dares de la orina, para que no rebece la capacidad amo.r 

tiguadora del sector. 

b) Disminuir la ingeata de v.itamina C (ácido asc6rb1co) -­

dias antea de realizar la prueba. 

SECTOR DE CUERPOS CETONICOS 

El área reactiva tiene calor amarillo con papel hidrófobo. 

Los cuerpea cet6nicas presentes en la orina son: ácido acf 

tico (20 %) , acetona (2 %) y ácida ~ -hidrcxibud.rica (al rede -

dar del 78 %). La acetona se forma por descarbaxilaci6n espontá 

nea e irrevers:l.ble del ácido aceto acético. El ácido (3 -hidroxi­

butirico es reversible con ácido acetoecético (19,27). 

• 
ácido 

acetona 

/ 
acetoacético ~ 

~ Ócldo 

- 26 -

$3-h1drGxlbu t1rico 



Mecanismo de acciln y contenido 

El área reactiva contiene: 

a) Nitroprusiato s6dico 

b) Glicina 

c) Amortiguador alcalino 

En la reacci6n el ácido acetoacética y la acetona en medio 

alcalino con glicina como fuente de N2 forman un complejo de CE., 

lar violeta con nitroprusiato. Según Fiegl el mecanismo es: el-

ácido acetoacético sr condensa con el grupo NO del nitroprusia-

to dando un derivado isonitroso, éste se inserta en el ani6n -­

complejo. Simultáneamente ocurre reducci6n de Fe 3+ a Fe 2+ (18, 

25). Fig. No. 5 

R CH3 acetona 

R = CH2CDOH ac. acetoacético 

Figure No. 5 

Valores de referencia 

Según los métodos empleados, loa cuerpos cet6nicos totales 

oscila entre l.? y 4.2 mg/dl (Henry 1964). De acuerdo con Killan 

der y cola. (1962) se considere como referencia haats 2 mg/dl -
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de ácido acetoacético. 

_Elltereciones 

La causa de la ce to sis ea une el teraci6n del metabolismo -

de csrbohidratos y grasas; debido a la deficiente utilizaci6n­

de glucosa se produce lip6lisis aumentada y con ello elevaci6n­

del aporte de ácidos ~rasos. libres y acetil caenzima A. Este -­

Última se utiliza tan sola en parte a través del ciclo del áci­

do cítrico o síntesis de grasas. El exceso se condense en aceto 

acético eliminándose parcialmente a través del riñón. Por reduc 

ci6n surg~ el ácido ~-hidroxibut1rico y por descarboxilaci6n­

acetona. 

Cualquier diabético, por bien adaptado que esté, es susce.E. 

tible e desviaciones de este equilibrio. Un síntoma precoz del­

coma inninente ea la cetonuria, especialmente si se presenta -­

con glucosuria elevada. Por tal raz6n ae exige l~ demostraci6n­

sistémica de la glucosa y cuerpos cetónicos. Debe tenerse pre -

sente oue la cetonuria puede ser expresión de lipólisia aument_!! 

da, y si el paciente estó sometido simultáneamente a un regimen 

reductor de peso, la cetonuria puede ser inofensiva. No existe­

una conexión inequívoca entre cetonuria v contenido cet6nico de 

la sangre, cuando el nivel eangu1neo de cuerpos cet6nicos aobr2_ 

pasan ae 6-8 mg/dl en forma de acetona se encuentran cuerpos C2_ 

tónicos en orina {19,27). 

La cetonuria se desarrolla en une variedad de condiciones­

comu: enfermedades febriles agudas y t6xicaa ~compeñadaa del --
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v6mito y diarrea. También en enfermedades del dep6sito de gluc.§_ 

geno (Von Gierke) sin omitir la diabetes mellitus. 

Sensibilidad 

La sensibilidad para el ácido acetoecético es de 5 a 10 -­

mg/dl y para la acetona es de 40 a 70 mg/dl. La relaci6n entre­

acetona y ácido acetoacético es aproximadamente 1:10. La tira -

no detecta el ácido ¡?> -hidroxibut1rico (8, 25). 

Esoecificidad 

La reacción no es estrictamente específica, sin embargo el 

ácido acetoacético y la acetona son las Únicas sustancias con -

grupos cet6nicos analizables que se presentan en la orina. 

Los medicamentos y colorantes que se eliminan por orina 

pueden producir coloraciones con el amortiguador alcalino, como 

las fenilcetonaa o las ftaleinas. 

Inhibidores 

- Metil cetonas y sustancias con grupos ceto-enolizables, reac­

cionan con el nitroprusiato (ejem: el ácido fenilpirúvica, -­

acetaldehido). 

- L-dopa, L-dopamine y el ácido 3,4-hidroxifenilecética producen 

falsos positivos. 
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Estabilidad 

Las envases que canten1an tiras reactivas se destaparon 2-

a 3 min diarianente, la cual indica el período de usa diario, -

durante 3 semanas. Se sellaron y guardaron por 4 semanas; des -

pués de este tiempo se probaron, encontrando que perdieron su -

sensibilidad¡ mientras que las tiras de un envase que se abri6-

5 veces y se guard6 por 9 meses continuó detectando las cetonas 

a este tiempo. 

fuentes de error 

Los parérnetros a controlar san: (8,18) 

a) Análisis de la muestra lo más pronto posible, la aceto­

na se pierde a temperatura ambiente, pero na si se gua.!. 

da en refrigeraci6n. 

b) Según la temperatura y el pH, el ácido acetoacética se 

descornpone rápidamente en ace~ona y co2 • Como las tiras 

son menos sensibles a la acetona, la descarboxilaci6n -

progresiva significa pérdida de la sensibilidad. A 3D°C 

no hay pérdida del ácido acetoacético por una sem3na. 

c) La acci6n bacteriana causa pérdida del ácido acetoacét.!, 

co tanto in vivo como in vitre. 
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SECTOR DE UROBILINOGENO 

El papel reactivo ea de color blanco ein papel hidrófobo. 

Se denomina urobilin6geno a los productoa finales del met_!!. 

bolismo de la bilirrubina: mesobilin6geno, estercobilin6geno y 

urobilin6geno. La determinaci6n del urobilin6geno en orine es 

de valor clínico en la evoluc16n de enfermedades y trenstornoe 

hepáticos (19). Después que la bilis es excretada en el inteet_! 

no, la bilirrubine conjugada se reduce por le acción de las be~ 

teries e mesobilirrubina, estercobilin6geno y urobilin6geno. El 

eetercobilin6geno v urobilin6geno son incoloros y fácil.mente se 

oxidan para dar pigmentos cromados urobilina y estercobilina. -

Es usual referirse a estas sustancias como urobilin6geno y uro­

bilina, las concentraciones de estercobilin6geno y de estercobJ:. 

lirrubine suelen ser más elevadas que las de los derivados men­

cionados (17). 

Los productos reducidos de bilirrubina son resorbidos en -

la circulac16n portal, para ser excretados por el hígado. Parte 

del urob111n6geno y eatercobilin6geno resorbidos se excretan -­

por la orina junto con meeobilirrubin6geno. La urobiline, forme 

oxidada del urobilin6geno se encuentre en la orina normal. El -

aumento en la producción de bilirrubina ocasiona incremento -

en el contenido de urobilin6geno de la orina. (8). 

31 -



Mecanismo de acci6n y contenido 

El área de urobilin6geno está impregnado de: 

a) p-metoxibenzoldiazonio-tetrafluoroborato con amortigua-

dor ácido. 

En la reacción el urobilin6geno se acopla con la sal de -

diazonio para dar un color rojo carmín. En ensayos cuantitativos 

se ha demostrado Q1Je una molécul!:! de urobilin6geno consume 4 m~ 

léculas de la aal de diazonio. Mediante cromatografía en capa -

fina se pudo identificar un solo producto de la reacción (18). 

Fig. 6 

CtlJ P.-

2H3CO~-~=:N-tc:n-~=N~OCH3 + 3 HCHO + 
H ~ H 

·~· 

Figura No. 6 

Valores de referencias 

La orine de un adulto normal contiene alrededor de 0.5 a-

2.5 mg/dl de urobilin6geno en una muestra de 24 hra.; se excre-
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te menos de 1 unidad Ehrlich/2 hrs. cuando se mide con un méto­

do aemicuantitativo (1 unidad Ehrlich = 1 mg/dl) (2). 

Alteraciones 

El urobilin6geno se encuentre elevado en transtarnos hepá­

ticos (hepatitis asintomática, cirrosis hepática) debida a la -

incapacidad de las hepatocitos de resorber los urobilin6genos -

de la sangre portal y retornarlos a le bilis. Otras enfermeda -

des en las que se encuentra elevado son: ictericia hemol1tica,­

ineuficiencia cardiaca congestiva, mononucleoais infecciosa y -

policitemia. 

Sensibilidad 

Sensible a l mg de urobil1r16geno/dl de orina. No se han -­

realizado análisis detallados de urobilin6geno, pero loa resul­

tados entre el "N"-Multiatix y el "Cambur a• son comparables 

entre s1 y ·embae son menos sensibles que le reacci6n clásica de 

Ehrlich (25). 

Especificidad 

Le bilirrubina origina en ocasiones, después de l min. co­

loraci6n verde gris. Ensayos in vitre ponen de manifiesto que -

la bilirrubina reacciona con la sal de diazonio del sector. Es­

ta reacc16n sin embargo ea más lenta y no perturba le demoetre­

ci6n de urobil1n6geno. El écido p-aminosalic111co dé une reec -

ci6n cruzada con el urob111n6geno (18,25). 
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Inhibido res 

- El porfobilin6geno a la concentraci6n de 100 mg/dl origina -­

una leve coloraci6n rosa, esta se presenta despu~s de 1 min. 

- Le fena·zopiridine produce una coloraci6n roja con el amorti­

guador ácido que contiene el sector. 

- El formaldeh1do interfiere cuando la concentraci6n es superior 

a 200 mg/dl, el cuál se presenta en intoxicaci6n con. formol -

o metano! y en la terapia masiva con hexametilentetremina - -

(18). 

Estabilidad 

1) Las tiras reactivas son sensibles a la humedad. 

2) Los envaaea sin abrir arrojaron tadav1a buenos resulta­

dos al cabo de 2 años 08). 

Fuentes de error 

Para obtener resultados confiables se deben controlar los­

siguientes parámetros: 

a) Orina fresca, debido a que el urobilin6geno se oxida r! 

pidsmente, para esto ae debe realizar le prueba en.loa-

30 min. que siguen a la emisión de la muestra. 

b) Proteger la muestra de la luz, pare evitar le oxidaci6n 

de la misma. 

e) Evitar el uso de formaldeh!do como conservador. 
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d) Evitar la ingeata o suapenai6n de antibi6ticos, si se -

están tomando, debido a que la prueba carece de valer -

diagn6stico, va que estos inhiben las bacterias intest_! 

nales que forman urob111n6geno (19). 

SECTOR DE SILIRRUSINA 

El sector de bilirrubina ea de color blanco n!tido ein pa­

pel hidrófobo. 

La bilirrubina presente en la orina es la conjugada que -­

proviene de (2,19): 

8. 

a) 80 % de la hemoglobina de los gl6bules rejos viejos que 

han llegado al final de su ciclo vital de 120 dias. 

b) 20 % de fuente diferente de las eritrocitos viejos. Es­

tudios con glicina marcada N~5 ~1gieren que podrle tra­

tarse en gran parte de la hemoglobina de gl6buloe rojos 

j6venes, quizá expulsada con las núcleos durante la ma­

duraci6n, de eritrocitos. 

e) Una pequeña parte proviene de otros compuestas de heme­

como mioglobina, citocromoa, peroxidasas y catalasas. 

El metabolismo de la bilirrubina se describe en la fig. Ng 

Mecanismo de acción y contenido 

El eector contiene: 

a) 2,6-diclorobenzoldiazonio-tetrarluoroboreto en emartigu_!! 

dor ácido. 
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S.R.E. (bazo v médula 6eea) 

E"'iº"º' 

Hemoglobina ---------to Bilirrubine + fe + Globina 

! 
SANGRE 

Bilirrubina + Albúmina ________ ...., B111rrub1na-Albúmina 

RIÑON 

o 
a: 

¡Orina 

UTob111n6geno 
0-4 mg/d1a) 

Bilirrubina 
(0.02 mg/dl) 

l HIGADO 

B111rrub1na-Alb6m1na 

2UDP 
+ 
glucuronato 

l Glucuronil 

trensferasa 
Diglucuronato de b111rrub1na 

l INTESTINO DELGADO 

Diglucuronata de bilirrubina 

l Bacterias 
Enzimas 

Urob1lin6geno -----+ Urobilinas 

l HECES 
1 Urobil1n6geno y Urab111nas 

METABOLISMO DE LA BILIRRUBINA 
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La reacci6n es la siºui~nte: la bilirrubina ea detectada -

al acoplarse con la sal dP diazanio en medio ácido, dando como 

resultado un color ante (piel) hasta un débU rosa-éafé, los r~ 

sultedos se reportan como pequeno, moderado y grande (18,25). -

Fig. No. ? 

HCHO 

Figure No. 7 

Valores de referencia 

La orina normal casi no contiene bilirrubina, el valor me-

dio es de 0.02 mg/dl y generaJmente se encuentra elevada en 

enfermedades hepáticas. 

Alteraciones 

Valores anormales sugieren enfermedades hepatocelularee --

(hepatitis viral y t6xice, cirrosis biliar primaria, etc), ict.!! 

ricia fieiol6gica neonatal y anemias. 
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Sensibilidad 

El limite de detecci6n ea de D.5 mg/dl aunque el color pr.!!_ 

porcionado o el limite de sensibilidad depende de la interpretl! 

ci6n individual de cada técnico (6,25). 

Especificidad 

La prueba no es muy especifica, pero no se han reportado -

falsos positivos. Se observa que a cantidades elevadas de urob_!. 

11n6geno en orine varia el calor de la prueba pero no en el se~ 

tido de una indicaci6n positiva. Se encuentran reacciones fal -

ses positivas provocadas por medicamentos como la fenazopiri­

dina. 

Inhibidores 

- El ácido ascórbico disminuye la sensibilidad de la prueba. 

- Un pH ácido provoca disminuci6n de la sensibilidad (18). 

Estabilidád 

1) El sector es sensible ~ la humedad. 

2) No debe almacenarse cerca de radiadores. 

3) Estable en el envase original hasta le fecha de cadu­

cidad (18). 
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Fuentes de error 

Pera evitar resultados err6neos ea recomendable controlar 

las siguientes variables: 

a) Realizar rápidamente ia prueba, debido a que la b1lirI1! 

bina se oxida con bastante rapidez a biliverdine. 

b) No filtrar ni centrifugar la orina, ya que loe precipi­

tado~ de carbonato de calcio o fosfato de calcio adsor­

ben la bilirrubina intensa~ente. 

SECTOR DE SANGRE 

El papel reactivo es de color amarillo sin papel hidr6fobo. 

Le presencia de un número anormal de eritrocitos en orina 

se denomine hematuria, mientras que el término hernoglobinuria -

indica presencia de hemoglobina disuelta. El número aumentado -

de eritrocitos puede originarse en cualquier parte del sistema 

urinario. Cuando se ~bserva aumento de eritrocitos y cilindrus 

hemáticos es probable que el origen de la hematuria sea renal • 

Le hematuria masiva se encuentra asociada s traumatismo del ri­

ñ6n o del aparato excretor. Mientras que la hernaglobinurie, es 

consecuencia de un aumento brusco y transitorio de le concentr..!!, 

ci6n plasmática, casi siempre se debe a hem6lisle intravaacular 

o indica la desintegraci6n de eritrocitos dentro de v!as urin..!!. 

rias , generalmente en vejiga (8). 
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Mecanismo de acci6n y contenido 

El SP,Ctor está constituido de: 

a) 2 1 5-dimetil-2,5-dihidroperoxihexano (DHHP} 

b} Tetrametilbencidine (TMB) 

c) Amortiguador de pH ácido 

Le demostraci6n qu1mica de le hematuria se basa en la actl, 

viciad pseudoperoxidasa de la hemoglobina, transfiriendo un áto-

mo de oxigeno del per6xido a un crom6geno. Los eritrocitos in-

tactos producen en el área reactiva manchas verdes sobre un fol! 

do amarillo, mientras que la hemoglobina es detectada con un ca 

lar verde difuso (18,25). 

CH3 CH3 
1 1 

CH3-y-CH2-CH2-y-CH3 + 

o o 
1 1 
o o 
1 1 Tetrametilbencidina 
H H 

OHHP 

2 1 5-petanodiol compuesto colorido 

figura No. 9 
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Valoree de referencia 

No se encuentran eritrocitos en le orina de personas clJ. 

nicamente a a na a. 

Alteraciones 

Se encuentra hematuria en: glomerulonefritis, tuberculosis, 

stndrome nefrótico, pielonefritis aguda y cr6nica, infarto re -

nal, trombosis de vena renal, riñón poliqu1stico, tumores, epe.!! 

dicitts sgucia, palur1'..,--,e;, endac<;:rditis bacteriana suboguda, ci..!!. 

titis. En éil.CJUrli35 c:::é:: . .Loncs en: lupus eritematOtl0 1 linfomas, --

neumania vir1~a, G2rn6lisia intravascular grave (transfusi6n de-

sangre incom¡:::ótible) e infecciones (Clostridium .!!!?.·> (3,17). 

Sensibilidad 

En estudios realizados pur Smith y cals. (25) demostraron-

que al "Cambur B" es sensible a 5 eritrocitos intactos y a 10 -

eritrocitos lisados/microlitro. 

Esoecificidad 

Es bastante especifico el sector de sangre, ya que los 

reactivos no reaccionan con las peroxidasas procedentea de otros 

componentes cr.? l\..il ares úe la ar ine, como epi te lioa, espermetozo_!. 

des, leucocitos. Se ha encontrado que reacciona positivamente -

con le mioglobina e concentración de 0.05 mg/dl pero la elimin..2 

ci6n normal de miaglobina se encuentra por debRjo de 0.03 mg/dl 

un resultado negativo podria excluir una mioglo: lnuria patol6gl 
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ca. 

En la fig. Na. 10 se mue~tra un esquema en donde se obser­

va el mecanismo de la reacci6n y las pasibles fuentes de error. 

Se cre1a que una bscteriuria elevada podr1a provocar una reac -

ci6n positiva debido a peroxidasas bacterianas. A 20 orinas li-

bres de sangre se añadieron tacterias dejando toda la noche a -

te~peratura ambiente, los ar.~lisis can tiras fueron.negativos,-

~cr la tanta las peroxidasas bacterianas no influyen es este 

sector (18). 

Se pueden producir falsos positivos con hipoclarito de so-

dio a una concentraci6n de 100 mg/dl, mientras que los yoduros-

los producen a una concentraci6n por encima de 5 g/l. 

oxidaci6n directa 

/ POD extraña \\ I 
-----~=:!9~=--+ H202 + 

c"I''""' 
H2D + cromógena oxidado 

FDD 

más receptor Seudo- H20 + receptor de º2 
inespec1fico de º2 POD oxidado 

Fioura N<;l líl. Curso normal de la reacción (----); posibilidades 

c!e ~ .,sul tedas falsos positivos y falsos negativos (---). 
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Inhibidores 

- Al aumentar la concentraci6n del ácido asc6rbico disminuye la 

sensibilidad del sector de sangre. 

ácido asc6rbJ:. lectura de la lectura de la 

ca orina sin áci orina ain ác.,! 

do asc6rbico do asc6rbico 

500 mg/dl 3+ 2+ 

2 g/dl 3+ l+ 

Tabla No. 3 La concentraci6n de sangre es de 400 

eritrocitos/_µ1. 

Estabilidad 

1) Las tiras son sensibles a la humedad. 

2) El envase cerrado es estable hasta la fecha de cadu-

cidad (18). 

Fuentes de error 

Para evitar obtener resultados falaos positivos deben te-

nerse en cuenta: 

a) Limpieza de loa recipiente colectorea de orina. 

b) Suspenai6n de ingesta de medicamentos que provocan hein.!! 

turia o hemoglobinuria como la aulfanilamida, saliclle­

tos, ciclofosfamida, quinina, areénico,etc. 
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C A P I T U L O III 

M A T E R I A L Y M E T O O O 5 

Material 

- Agitador para celdas 

- Algod6n 

- Barras magnéticas 

- Bureta de 20 1 10 y 5 ml. 

- Cron6metro 

- Embudos de talle corto 

- Espátulas 

- Gradilla 

- Matraz volumétrico de 1000, 500, 200 ml. 

- Matraz volumétrico de 100, 50, 25 y 10 ml. 

- Matraz volumétrico de color ambar de 100, 50 y 25 ml. 

- Papel aluminio 
• 

- Papel filtro 

- Papel paraf1lm 

- Perilla 

- Pipetea graduadao de 10, 5, . 2·, 1, 0.2, 0.1 y 0.01 ml • 

- P~,petas volumétricas de 25, 10, 5 y l ml. 

- Pipeta semiautomática de 0.01 y 0.1 ml. 

- Probetas de 500, 100, 50 y 25 ml. 

- Probetas de 500, 100, 50 y 25 ml. 



- Tijeras 

- Tubos de ensaye de diferentes tema~os 

- Vasos de precipitados de 1000, 600, 250, 100, 50 y 10 ml. 

E guipo 

- Agitador maQn~tlco Corning PC-353 

- Agitador_magn~tlco Magestir cat. 1250 

- Ba~o serol6gico 

- Centrifuga Solbat Mod. J-12 

- Balanza analitice Sartorius 2006 MP 

- Espectrofot6metro Eppendorf llOlM 

- Perrilla 

- Potenci6metro Philips l"w 9409 digital 

- Vortex 

Reactivos 

- Acetato de sodio 

- Albúmina 

- Amortiguador de acetato pH 5.3 2M 
- Amortiguador de K2HP04 de pH S,6,7,8 y 9 

- Amortiguador de fosfato de potasio pH ?.O O.lH 

- Amortiguador de fosfato de potasio pH S.O O.lH 

- Amortiguador de fosfato da potaoio pH 6.8 

- Amortiguador de fosfato de potasio pH a.o 
- Amortiguador estandarizado de pH 4.008 y 7.413 <a 2sºc>. 
- Acido metll ester 
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- Bilirrubina 

- Cianuro de sodio O.OlM 

- Colorante amarillo-anaranjado (gelborange) al D.1% 

- 4-dimetilaminobenzaldeh1da 

- Dimetilsulf6xido (DMSO) 

- 3-amino-9-aminapropil-dihidrocloruro (Cl-APAC) 

- Etanol 

- Etilenglicolmanometileter 

- Glicina 

- Glucosa 

- HCl 2M 

- HCl O.lH 

- HCl 2.5M 

- HCl concentrado 

- HCl al 10% 

- HCl al 25% 

- H2so 4 2.5M 

- 3-hidroxibutirato-deshidrogenasa (3-HBDH) 

- 3-hidroxi-1 1 2,3,4-tetrahidrobenzo (h) quinolina (THBCH) 

- Kit para bi11rrub1na 

- Luviakol al 3% 

- Metanol 

- NAOH-Na2 

- NaOH O.lM 

- NaDH O.lN 

- "aOH 0.2N 
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- NaDH O.DSN 

- Ninhidr1na 

- Nitroprusiato de sodio (NNP) 

- Nitrito de sodio al 0.05% 

- Perh1drol al 30% 

- Peroxidasa (PDD) 

- Propanol-2 

- Saponina 

- Estandar de aangre 

- Sulfamata de amonio al 0.5% 

- Sulfanilamida 

- Sulfuro de sodio al 2% 

- Tetremetilbencidina (TMB) 

- Titan-IV-Cloruro 

- Urobilin6geno 
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Métodos 

SECTOR DE NITRITOS 

Reactivos del sector ,µmol/área de 
pruéba 

3-hidroxi-1,2,3,4,-tetrahidrobenzo(h)quinolina 
(THBCH) > 60.5 

Sul fanilemida > 61.0 

Pruebas de funcionamiento 

Las tiras de los 5 lotea se sumergen durante l seg en so-

luciones de O y 0.05 mg de NaND 2 de H2D,eliminar el exceso de -

reactivo, después de 30 seg. comparar los colorea de las tires-

con colores patronee internos. 

Determinaci6n de reactivos del área 

l. 3-hidroxi-l,2,3,4~tetr~hidrobenzo(h)quinolina (THBCH) 

Procedimiento: 

Extraer 15 papeles reactivos del sector de nitritos de ca­

da uno de los lotes (con pinzas), depositarlos en vasos de pre-

cipitados de 50 ml. Eluir con 6.25 ml de metanol 3 veces y agi­

tar magnéticamente durante 3 min., usar 2.5 ml para el último -

lavado. Colocar los eluatos en matraces volumétricos de 25 ml.-

poRteriormente adicionar 2.5 ml de NaOH O.lN a cada matraz y 
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aforar hasta la mcirca c.CJn metanol. Leer a 340 rm contra el bla_Q 

co e temperatura de 2sºc. 

Blanco: en un matraz aforado de 25 ml pipetear 2.5 ml de NaOH -

D.lN y aforar con metanol. 

Cálculo 

[THBCH] E340 nm X 357.2 !!'mol/área de prueb€J 

2. Sulfanilemida 

Procedimiento 

En un tubo de ensaye colocar l ml de soluci6n estandar de­

sul fanilamida (ver apéndice 8), sellar le boca del tubo con al­

god6n e incubar en baño de agua a temperatura de 75-8D0 c hasta­

comp leta evaporaci6n del metenol. 

Extraer (con pinzas) 12 papeles reactivos del sector de nJ.. 

tritos de cada uno de los 5 lotes depositandolos en tubos de el! 

ssye. A las pruebas y al estandar diluirlos con 5 ml de HCl al-

10%. Colocar los tubos en baño de agua por 10 min e aoºc, agi -

ter los tubos. Dejar enfriar las soluciones y filtrar (sol. de­

extracción). 
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VI 
D 

Etiquetar 7 matrar.es de 2S ml. y Adicionar: 

=~,;ª-;;;,~; -~ - ~ B3l 5G - •_2(12:-_--~-~-~-~--~-~-;-_:-~·-_ --~1_a_1 __ 9 ___ +-_a_1_6_?_0 ___ + __ 5_t_._~ 
Sol. estandar - - - - - - 1.00 ml 

>-------------- ----- -- --~-- ·----------·----r------; 

HCl al 10 % 1.00 ml - - - -
---- ----r------·- ·------- ------+--------1------1 

Sal. de extrac­

ción 

LOO ml 

1.00 ml 

1.00 ml 

1.00 ml 

1.00 ml 

1.00 ml 1.00 ml 1.00 ml 

1.00 ml 1.00 ml 1.00 ml 1.00 ml 
.------------·-·----------<------- -·-·--~---·-·----+------t----·--+------j 

0.05 ml O.OS ml O.OS ml O.OS ml O.OS ml O.OS ml O.OS ml NaN0
2 

al O.OS % 
,__ _________ _._ _____ _,_ _____ _,__ _____ .__ ___ _J ____ __Jc_ _____ _._ ____ ~ 



t(min) 

o 

l 

2 

Blanco + l ml de sol. reactiva• - .. -,;.;+aforar con H20 

destilada 

Problemaa + l ml de sol. reactiva• ---+aforar con -

H20 destilada 

Estandar + l ml de sol. reactiva• ----+aforar con -

HzO destilada 

4 Leer el blanco a 546 rm a 2sºc 

5 Leer los proolemas a 546 nn 

6 Leer el estandar a 546 nn 

• Ver apéndice B 

Cálculo 

~ulfanilamid~ 
EPr 

76.3 X-- (timol/área de prueb~ 
ESt 
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SECTOR DE pH 

Reactivos del sector 

Rojo de metilo (MR) 

Azul de bromotimol (BTB) 

Prueba de funcione.miento 

Y¡mol/área de 
prueba 

> 1.49 

· > a.o 

Introducir las tiras reactivas de un lote, durante 1 seg.-

en soluciones de K2HP04 de oH 5, 6, ?, B,y 9, sacudirlas para -

eliminar el exceso de reactivo, transcurridos 30 seg comparar -

r.or. los colores internos. Lo mismo se realiza con los 4 lot~s -

restantes. 

Determinación de los reactivos del área 

Procedimiento: 

Extraer 30 oapeles reactivos de cada uno de los 5 lotes, -

depositanctoloa en vasos de orecipitados de 50 ml. Los papeles -

eluirlos con &.25 ml de metanol 3 veces y 1 vez con 3,75 ml. 

agitando durante 3 min cada vez. Recolectar las extracciones en 

matraces volumétricos de 25 ml, aforar con metanol y mezclar 

( sol. prueba). Seguir el siguiente esque~a en las celdas 
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l. Rojo de metilo 

Pipetear en celdas los siguientes reactivos: 

Problemas 
Ae<ictivo Bl 

83156 82023 82945 81819 816?0 

Sol. prueba - 2.0 ml 2.0 ml 2.0 ml 2.0 ml 2.0 ml 

Metanol 2.0 ml - - - - -
HCl 2M 0.2 ml 0.2 ml 0.2 ml 0.2 ml 0.2 ml 0.2 ml 

Mezclar V leer los problemas a 546 nm y 25°C contra el Bl. 
-

Cálcu_o: 

[MR] = <E546 rm X 12.14) - (E623 nm X O.l49)§mal/área de pruiJ 
ba ::¡ 

2 •. Azul de oromutimol 

Pipetear en celdas los siguientes reactivos: 

Problemas 
Reactivo 81 

83156 82023 8291,5 81619 81670 

Sal. prueba - 2.0 ml 2.0 ml 2.D ml 2.0 ml 2.0 ml 

Metanol 2.0 ml -m - - - -
NaOH O.lH _.J_ 0.2 ml 0.2 ml 0.2 ml 0.2 ml 0.2 ml 0.2 ml 

Mezclar y leer loa problemas contra el blanco a 623 nm 

Gálc::ulo; 

[ara] = E623 nm X 28 • '•3 [Yl mo l/órea de prueba] 
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SECTOR DE PROTEINAS 

Reactivos del sector y¡ mol/área de 
prueba 

Tetraclorofenoltetrabromosulfoftaleína (TTS) > 6.91 

pH 3.6-3,8 

Prueba de funcionamiento 

Las tiras de los lotes se sumergen en soluciones de O, 30, 

100 y 500 mg de albúmina/100 ml de H2o durante 1 seg, sacudir -

para eleminar el exceso de reactivo y después de 30 seg campa -

rar los colores con los patrones internos. 

Determinación de los reactivos del área 

l. Tetraclorofenoltetrabromosulfoftale1na (TTS) 

Procedimiento: 

Extraer 24 papeles indicadores de cada uno de los lotes, -

dep~sitand~los en vasos de precipitados de 50 ml, eluir 5 veces 

ccn una mezcla de amortiguador de fosfato/propanol-2 (Apéndic~-

8) con 5 ml cada vez, agitar durante 5 min a temperatura ambien 

te. 

Los eluatos recolectarlos en matraces volum&tricos de 25 -

ml y llevar hasta la marca con amortiguadcr de fosfato/propenul 

2. Transferir 8 ml de esta solución a tubos de ensaye y centri-
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fugar e 3000 r.p.rn. por 5 min (Sol. problema). La extinci6n de­

las problemas medirle contra un blanco e 615 1'111 a 2sªc. 
Sol. blanco: centrifugar en tubos de ensaye 8 ml de la mezcla -

EJnartiguador de fosfato/propanol-2, 5 min e 3000 r.p.m. 

Cálculo 

fi-nu = E615 nn X 16 .64 fümol/érea de pruebi!) 

2. Oetenninac16n del valor del pH 

Procedimiento: 

Extrer 120 papelea reactivos del sector (con pinzas) de C.!! 

da uno de los lotea, depoaitendolos en tubos de ensaye; e cada­

tubo ef'iadir 4 ml de agua destilada, agitar por 4 min, decantar­

las soluciones de extracci6n en tubos de ensaye más pequef'ioa v­
medir el pH de cada late a 25°C::. con el potenci6metro ya cal1 -

bredo. 
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SECTOR DE GLUCOSA 

Reectivoe del eector Cl-APAC-Uni-
dad/área 

Glucoeaoxidaae (GOO) > 1.5 

Peroxideea (POO) > 3.8 

pH 5.3-5.7 

Prueba de funcionemiento 

Sumergir lee tirae l seg en eoluciones estandares de 30, -

100, 300 y 1000 mg de glucosa/100 ml de agua, eliminar el exce-

so sacudiendo la tira v despu~s·de 30 seg comparar loa calores-

con loa eatendares internos. 

Oeterminaci6n de las reactivos del área 

Procedimiento: 

12 áreas del sector de glucoae de ceda lote depositarlos -

en vasos de 50 ml, agitar magnéticamente 5 min con 10 ml de ---

amortiguador de foefato O.lM pH 5.03, 4 vecee. Loa eluatos rece 

lectarlos en matraces volumétricos de 50 ml, aforar hasta le --

marca con el amortiguador de foefatoe O.lM pH 5.03 (Sol. princJ.. 

pal). 

Ooe ml de la sol. principal de cada lote colocarloe en ma­

traces volumétricoe de 10 ml v aforar con el amortiguador de 

foafJtoa O.lM pH 5.03 (Oiluci6n I). 
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l. Determinaci6n de la actividad de la GOD 

Pipetear en celdaa los siguientes reactivos: 
-

Problemas 
Reactivo 81 83156 82023 82945 81819 81670 

--
Cl-APAC/amortiguador de P04/ 3.00 ml 2.8 ml 2.8 ml 2.8 ml 2.8 ml 2.8 ml 

"saturado con Oxigeno" -
Sol. de extracci6n (011. I) - 0.01 ml 0.01 ml 0.01 ml 0.01 ml 0.01 ml 

Sol. de POO al 1 % • 0.01 ml o.m ml 0.01 rnl 0.01 ml 0.01 ml 0.01 ml 

Incubar a 25ªc y efladir 

Sol. de glucosa• 0.10 ml 0.10 ml 0.10 m 0.10 ml 0.10 ml 0.10 ml 

Agitar lee celdee y ajuatar el aparata con e} blanco, introducir loa problemas y -
tomar le primera lectu1•a aproximadamente a loe 5 min.; tomar atrae 6 lecturas ceda 

min. Longitud de 

• Ver apéndice 8 
Clilculo: 

onda 492 nm y temperatura de 2sºc. 

@oi:B = ..1E/min X 125.4 [C1-APAC-Unidad/ére~ 



2. Detenninaci6n de la actividad de la POD 

Pipetear en celdas los siguientes ·reactivos: 

Problemas 
Reactivo Bl 

83156 82023 82945 81819 81670 

Sol. de Cl-

APAC-Amorti- 3.00 ml 3.00 ml 3.00 ml 3.00 ml 3.00 ml -
guedor de P0 4 
H202• 

Sol. princi- 0.02 ml 0.02 ml 0.02 ml 0.02 ml 0.02 ml 0.02 ml 
pal 

Mezclar V ajustar con el blanco el aparato a 492 nTI v la temp~ 

ratura de 2sºc, introducir loe problemas v tomar le primera -

lectura aproximadamente a los 5 min¡ tomar otras 6 lecturas -

cada min. 

• Ver apéndice B 

Cálculo: 

!!:'o~ = l:!.. E/min. X 243.5 [cl-APAC-Unidad/áre~ 

3. Determinaci6n del valor del pH 

Procedimiento: 

Extraer 120 papeles del sector de cada uno de los lotes, ~ 

depositandoloa en tubos de ensaye, a estos añadir 4 ml de H2o -

destilada, agitar 3 min; las soluciones de extracci6n pasarlos­

ª otros tubos v medir el pH en el potenciómetro ya calibrado. 
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SECTOR DE CETONAS 

Reactivos del sector 

Glicina > 20.35,µmol/área 

Ni';roprusiato de sodio (NNP) > 165 '1mol/área 

pH 9.1-9.3 

Prueba de funcionernientu 

Las tiras de l8s lotes se introduce en soluciones estanda-

res de O, 10, 50 v 250 mg % de ~cido acetoacético (ver apéndice 

A) 1 seg, a los 50 seg comparar los colores obtenidos con patrE_ 

nea internos. 

Deter-inaci6n de los reactivos del sector 

l. Determinaci6n de la glicina 

Pr<Jcedimiento: 

Oepositar g papeles de cada lote en vasos de precipitados­

de 50 ml, adicionar a ceda uno 10 ml de H2o destilada, agitar -

magné~icamente 3 min; éste procedimiento repetirlo 4 veces-

Trans'erir los eluatos a matraces volumétricos de 100 ml y afo-

rar a la marca. De estas últimas soluciones tomar 2.5 ml y deo.!:!, 

si ta:- los en matraces volumétricos de 25 ml respec·Uvamente pera 

cada lote, aforar con agua destilada (sol. prueba) 
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Pipetear en matraces volumétricos de 10 ml. 

~ 
Problemas 

81 St 
83155 82023 82945 81819 81670 Rea-tivo 

H20 destilada 1 ml - - - - - -
Sol. prueba - 1 ml 1 ml 1 ml 1 ml 1 ml -
Sol. st. de - - - - - - 1 ml glicina 

Amortiguador 
1 ml 1 ml 1 ml 1 ml 1 ml 1 ml 1 ml cianoacetato 

Ninhidrina 3% 1 ml 1 ml 1 ml 1 ml 1 ml 1 ml l ml 

Mezclar e incubar 15 min en baño de agua en ebullici6n 

2-propano 1 50% 5 ml 5 ml 5 ml 5 ml 5 ml 5 ml 5 ml 

~i;?~~lar v reposar 10 min a temperatura ambiente, aforar con -

propanol-2 al 50 % las extinciones de los problemas v el es -

tandar medirlos contra el blanco a 578 mi. 

Cálculo: 
EPr 

@licin~=--X 24.8 (¿imol/área de prueb€] 
Est 

2 •• Determinaci6n del nitroprusiato de sodio 

Procedimiento 

Colocar 24 áreas reactivas de los lotes en matraces volum_! 

tricos de 10 ml, los papeles eluirlos 3 veces con dimetilsulfÓ-

xldo (OMSO); 2 veces con 3 ml y 1 vez con 4 ml, agitar 1 min, -

tapar al terminar de agregar el OMSO. las 3 extracciones (sol.-
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pru2ba) depositarlas en matr3ces de 25 ml. Seguir el siguiente 

esquema. 

~ 
Problemas 

81 St 
83156 8202.3 82945 81819 81670 R 

Sol. prueba - 10 ml 10 ml 10 ml 10 ml 10 ml -
Sol st. de NNP - - - - - - l ml 

DMSO 10 ml - - - - - 9 ml 

2-propanol 8 r:;l ! 6 ml 8 ml 8 ml 8 ml 8 ml 8 ml 
--+ 

Sulfuro de Na 5 8ll 5 ml 5 ml 5 ml 5 ml 5 ml 5 ml 

Aforar los matraces con 2-propano 1, mezclar y dejar e 25ºc -

en baño de agua 4 rnin. Exactamente después de 5 min de la adj 

ci6n del sulfuro de Ne, medir lea extinciones de loe proble-

mas y el estandar contra el blanco a 546 rrn • 

Cálculo: 
EPr 

= -- X ~'NNP X 3. 36 timol/área de prueb~ 
ESt 

WNNP ~ Peso del NNP en mg. 

3. Determinaci6n del valor del pH 

Procedimiento 

Extraer 46 papeles indicadores de cada lote, 1epoaitarloa-

en tubos de ensaye, a cada uno añadir 4 ml de H20 destilada ac;U, 

tar por 2 min. Medir el pH de lee soluciones de extracc16n. 
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SECTOR DE UROBILINOGENO 

Reactivo del sector ~mol/área de 
pruebe 

4-metoxi-tetraf luoroborato > 110 

Prueba de funcionamiento 

Introducir las tiras de los 5 lotes durante l seg en le s~ 

rie de diluciones de O, l, 4, y 8 mg % de urobilin6geno (ver 

apéndice A), sacudirlas para eleminar el exceso de reactivo, a­

las 30 seg de reacci6n comparar los colores obtenidos con los -

patrones internos. 

Determinación del reactivo del sector 

4-metoxi-tetrafluoroborato 

Procedimiento: 

Depositar 24 áreas en vasca de precipitados de 50 ml, aña­

dir 20 ml de amortiguador de citrato/HCl pH 3.02 (ver apéndice­

B), agitar por 3 min. Realizar esta operaci6n 3 veces más; rec.2. 

lectar los eluatos en matraces volumétricos de 100 ml can el 

amortiguador (sol. de eluci6n). 

Colocar 15 ml de la soluci6n de eluci6n en un matraz volu-

métrico de 50 ml, añadir 20 ml de reactivo de acoplamiento (ver 

apéndice 8) v aforarlos con agua destilada; incubar por 6 min a 
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2sºc. Leer contra el blanco los problemaa a 57Brm. 

Blanco: en un matraz volumétrico de 50 rol colocar 20 ml del 

reactivo de acoplamiento y aforar con amortiguador de citrato -

HCl e incubar a 2sºc durante 7 min. 

Cálculo: 

Q+-metoxibenzo~ = E578rm X 420 Gmo1-área de prueb~ 
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SECTOR DE BILIRRUBINA 

Reactivos del sector vi_mo l/l!rea de 
pr11eba 

2,6-diclorobenzoldiazonio-tetrafluoroborato :;:.. 23.0 

Prueba de funcionamiento 

Lea tiras de loe lotes se introducen en soluciones de O, -

0.5, 1.0 y 5.0 mg de bilirrubina/100 ml de agua ( Apéndice A) -

durante 1 seg, eliminar el.exceso; 30 seg después comparar loa­

colorea obtenidos· con loe patronee internos. 

Determineci6n del reactivo del área 

l. 2, 6-diclorobenzoldiazonio-tetrafluo.roborato 

Procedimiento: 

Depositar en vasos de precipitados de 50 ml (previamente -

cubiertos de la luz con papel aluminio) 24 papeles reactivos de 

cada lote, añedir B ml de HCl O.lM agitar 3 min, repetir esta-

opereci6n 3 veces más. Pasar loe eluatoa a matraces volumétri 

cos de 50 ml (protegidos de la luz), añadir 20 ml de reactivo -

de acoplamiento (Apendice 8) mezclar y aforar con HCl O.lM inc.!:!. 

bar e 21°c en baño de agua 5 min. La .lectura de extinci6n se --

realiza a loe 10 min a 492 rm. 
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Blanco: Agregar en un matraz aforado de 50 ml, 20 ml de HCl --

0.lM y 20 ml del reactivo de acoplemiento, aforar con HCl, re­

posar e min a 21ºc. 

Cálculo: 

[2,5-diclorobenzo~ E492 nn X 67.6 [~mol/área de prueb~ 
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SECTOR DE SANGRE 

Reactivos del sector mol/área de 
prueba 

Tetrametilbencidina (TMB) >~ 

2,5-dimetil-2,5-dihidroperoxihexano {DHHP) > 0.60 

pH 5.3-5.5 

Pruebas de funcionamiento 

Se introducen durante 1 seg las tiras de los 5 lotes en 

las soluciones de 0,10,50 v 250 eritrocitos/j.Jl (ver apéndice A) 

sacudirlas para eliminar el exceso de reactivo v a loe 30 seg -

comparar 1os calares obtenidos con las patrones internos para -

eritrocitos intactos. 

Introducir otras tiras en soluciones estandares de 50 v -

250 eritrocitos lieados/p 1 (ver apéndice A), las que corres -

panden a la hemoglobina de 50 v 250 eritrocitos/_µ1, durante 1 

seg, a los 30 seg comparar con los calores patrones internas. 

Determinación de reactivas del sector 

l. Tetrametilbencidine (TMB) 

Procedimiento: 

Extraer 24 papeles reactivos respectivamente de los dife~ 

rentes lotes, depositandose en matraces valum~tricos de 50 ml, 
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agregar 40 ml de etanol, agitar 15 min y aforar con metanol (sol 

prueba). 

Colocar en matraces volumétricos de 50 ml loa sig. reactivos 

~ 
Problemas 

EPL St ERL 
83156 82023 82945 81819 81670 

Reactivo 

Sol prueba 20 ml 20 ml 20 ml 20 ml 20 ml 20 ml - -
Sol et. de - - - - - l ml --TMB 

DABA• 5 ml 5 ml 5 ml 5 ml 5 ml 5 ml 5 ml 5 ml 

Aforar los matraces con etanol, reposar 10 min e incubar a 25°C 

en baño de agua, leer las extinciones a 436 nm. 

• Ver apéndice 8 

Cálculo 

X Ew X 2.5 ~mol/área de prueba] 

ERL = Blanco reactivo 

EPL Blanco papel 

Ew - Peso del estandar de TMB en mg. 

2. 2,5-dimetil-2,5-dihidroperoxi-he~ano (DHHP) 

Procedimiento: 

Colocar 24 papeles indicadores en matraces volumétricos de 

50 ml, añadir 25 ml de HCl al 25 % y 2 ml de ácido hexacloroti­

tén (Apéndice 8) 1 agitar los 5 matraces durante 15 min, aforar-
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con HCl, filtrar v leer las extinciones contra el blanco de HCl 

al 25 % e 405 1"111. 

Cálculo: 

[pHHE] = E405 nn X 1.80 Gmol/área de prueb~ 

3. Determineci6n del valor del pH 

Procedimiento: 

En tubos de ensaye colocar 120 papelee reactivos de los 5-

lotes; añadir a cada tuba 4 ml de agua destilada agitando por 4 

min, decantar la solución de extracci6n en otros tubos y medir­

el pH de cada lote en un potenci6metro ya calibrado. 
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AREA DE NITRITOS 

Pruebe de funcionamiento 

Tiempo Nitritos [mg/100 mi) 
Lote 

(meses) Coloree patrón 

o o.os 

83156 6 correcto correcto 

82945 ll correcto correcto 

82023 17 correcto correcto 

81819 28 correcto correcto 

81670 39 correcto correcto 

THBCH a 3-hidroxi-1,2,3,4-tetrahidrobenzoquinolina 

+ Valor correcto 

THBCH 

,µMol/área 

64.26+ 

67.68+ 

74.29+ 

81. 79+ 

78.22+ 

Reactivos 

Sul fanilemide 

,,UMol/área 

66.86+ 

70.87+ 

65.44+ 

78.01:¡. 

73.41++ 

::o n 
!TI l:> 

en -o 
e:: ... 
r -t 

..... e:: 
J:> r 
o o 
o ... 
en e:: 



ARfA DE pH 

Prueba de funcionamiento Reactivos 

Tiempo unidades de pH 
Rojo Lote de ~ Azul de 

(mesea) Colorea patr6n tilo bromo timol 

5 6 7 8 ); 9 11 Y\Mal/área '\Mol/área ,, .. .,,., 

83156 6 correcto correcto correcto correcto correcto 2.07+ 11. 79+ 

82023 11 correcto correcto correcto correcto correcto 1.19+ 10.26+ 

82945 17 correcto correcto correcto correcto correcto 2.12+ 11.59+ 

81819 28 correcto correcto correcto correcto correcto 2~12+ 12.05+ 

81670 39 correcto correcto correcto correcto correcto 2.12+ 11.88+ 

+ Valor correcto 



Lote Tiempo 

(meses) 

o 

83156 6 correcto 

82023 ll correcto 
,_____ 

82945 17 correcto 

81819 28 correcto 

l.'.\1670 39 correcto 

+ Valor correcto 

AREA üE PROTEJNAS 

Pruetin de funciunamiento Reactivos 
--·----------------------+------.....------

ª GifJ/ lCIU mIJ Blbúmin 
---------

Color es patrón 
----.-----------------.:;;;=-! 

30 lDll 500 

correct (1 correcto correcto 

cnrrect o correcto cnrrectn 

Tetracloro 

fenal 

Y) Mol/área 

pH 

3. 71 + 

3.65+ 

---------·-·-!-------+·-----------+-------+--------; 

.. 

--

correct o 
r---

correcto correcto 
1 r----

correct 
-··-·---

correct 

·---· 

--:--- --::-):-:-:-:-:-:- ~::::::: 1 ::::: 

3.65+ 1 

1 

3.65+ 
·1 

1 

3.67+ 



~Hl H DE ( iLI lCIJ!il\ 

-
Prueba di! func i o n111n i en to Reactivos 

Tiempo 
glucosa [mc¡/lUO m!J Actividad Actividm1 Lote -·-~·--

(meses) Colores natrón de GOD de POD 

30 lDO 300 k:&~ 1000 JI U/área U/área 
·---· e--- --

83156 6 correcto correcto correcto correcto 1.50+ 4.U9+ 
---~ ---------- ------ ---- --·--·-·· - ---~~--------r----~---

82945 11 correcto correcto correcto correcto 1.69+ 3.04+ 

82023 17 correcto correcto correcto correcto 1.57+ l. 91 ++ 

-- ·--· 

8Hll9 28 correcto correcto correcto correcto 1.57+ 4.01+ 

--1----

81570 39 corrP.cto cort'ectn correcto correcto l .06++ 2.55++ 

--- --~-- -- --~-----~---------·--· . --· ---------·-----· '----· ·---~--- -
+ Valor correcto 

+~ \/alar incorrii'..:to 

pH 

5.45+ 

5.116+ 

5.46+ 

5.45+ 

5.41+ 



Lote Tiempo 

(mese a) 

AAU\ DE CIJUH'OS CUlJN!COS 

Prueba dP. funcionomientn Reactivos 
!-----------·---------- - -
,____:icid~- ar.:etoecético Q~c1~!-~~~-_ _'.'.1]___ Nltropru-1 

Colorea patrón eieLo Glicina pH 

~---- ~-------~ mt~--;;;-·-- ¡•\Mol/área ,MMnl/árPB 

1-----+--------1-------1---- --~-- - - ~ l- __ .. _ --- ---- ------

83156 6 correcto correcto -correcto correct.o 23.Bl+ 

82023 11 correcto correcto correcto corree to 

>----- -------·------ - ·-· --·------- ·---···-·- - - i------------ --- -·----·-~--~---------·--!-------~ 
a291,5 17 correcto cnrrecto correcto correctn :'3 l. ll + 

·-·-------~- --- ~--------- ------·-- -------; 
81819 28 correcto correct.o correcto Gorree to 228.4' 2fl. T7• 

----1--------J-------J--------f-----~ 

81670 39 correcto correcta cnrrecto correcto 249.3+ 

~-

+ Valor correcto 



Lote Tiempo 

(meses) 

AREA DE UROtllLINllGENU 

Prueba de funr:lunwnlento 

urobilin6geno (!ng ~ ,______________ __:::__ ____________ __, 
Culores patr611 

"--------.------------------.-------,--------; 
o l 4 8 12 

·------ +---------- ---·- -·- -----·---

83156 6 incurrer::t.o corn!Ci[1 r::orrect11 correcto correcto 
-----«•"·• ···--------- ~---------·--- ________________ ..__ ____ _ 

82023 11 incnrrer::t.n en rn?c tn currer:to cnrrecto correcto 

Reactivo 

4-Metoxi­

benzol. 

11.Hol/(irea 

1-------------------- .... -------- ------~----------· -···------- -------<--------< 
l\2945 17 i neo tTl!r: t.u cnrn!r::tu correcto correcto correctn 150.3fJ+ 

1-------- ------ ··----·-
81819 

81670 

28 incurructD correcto 
------~----------------

incorrecto c11rrect.LJ 
___ _._ _________ ¡._ ________ _ 

correcto 

correcto 

cor1·ectu 

correcto ¡ ~urrecta -~orrectu 

142.l:iO+ 

+ Valor correct.u 



-.) 
V1 

. 
Lote Tiempo 

(meses) 

83156 6 

82023 11 

82945 17 

81819 28 

81670 39 

+ Valor correcto 

++ Valor incorrecto 

o 
--~ 

correcto 

correcto 

correcto 

correcto 

correcto 

AREA DE BILIRAUBINA 

Prueba de Funcionamiento Reactivo 

b1lirrubine[mg/100 mIJ 2, 6-diclorn-
Colores patrón benzo ldiazoni.u --

0.5 l.D 5.0 V) Mol/área 

--------1--
correcto co·rrecto 1ncorrecto 24.23+ l 

--· 1 

correcto correcto incorrecta 17.03++ 1 

correcto correcto correcto 23.69+ 

correcto incorrecto incorrecto 21.09++ 

correcto correcto incorrecto 22.91++ 



AREA DE SANliHE 

----------------------------------· -·--·------.-------------------. 
Pruebtto de funcio11Brniento Reactivos 

>----------------------------------1-------.------.-------I 

lote Tiempo 

(mese a) 

Eritrocitos y he111D1Jlntiina erl.t/ .fl l. 
Tetrametil 

Cu lu res pntrón DHHP bencidim1 pH 

:::-:--~-- ~~-¿:-:-!·:-;'.!.-{'.""'·.~,;;'; . ..--::--~--,=;:;;-1 W\Mol/área .}Jr-tll/Área 

1-------<'-------+---~-- -------~---·----'-'-"'·'"--l-----===-·+-------1-------·-------l 

correcto correcto correcto correcto 
83155 

correcto correcto 
----- --------

correcto r:orrect.o correo to correcto 
82ll23 11 

correcto correcto 
0.736+ 110.03+ 5.32+ 

-··--
¡....._ _______ 

~--

correcto correcto correcto correcto 

correcto vorrecto 
0.684"' 110.86+ 5.28++ 82945 17 

·---- -·----·---
correcto ca rrer.tn correcto correcto 

0.827t 101 .34 + 5.29H IHB19 28 
correctn correr.to 

···-------· ----------- --------- ·------·- ----- -
currecto incorrecto correcto correcta 

--- 0.6•12+ lll.51+ 5.28++ 
incorrecto i1;>correcto 

81670 39 

._ ___ __J.__ _____ L-..._ ______ -------------·- ---· ·----- -· ·--------- ---------·-- -·--------- --·---·----' 

DHHP ; 2 1 5-dimetll-2,5-dihidroperoxihexano 
+ Valor correcto 

++ Valor incorrecto 



C A P I T U L O V 

A N A L I S I S O E R E 5 U L T A O O 5 Y 

e o N e L u s I o N E s 

Análisis de resultados 

Este trabajo pretende dar a conocer la composición de las 

tiras reactivas comerciales y su estabilidad en cuanto a su -

tiempo de almacenamiento, ya que el Químico que ejerce su prof.!! 

si6n dentro del Sector Salud se enfrenta a la diaria tarea de ~ 

realización de múltiples exámenes de orina sienqo importante -

que conozca el funcionamiento de lea mismas. Las tiras reacti­

vas proporcionan resultados semicuantitativos y cuando se obte.!! 

ga algún resultado dudoso, se debe realizar la prueba por méto­

dos cuantitativos. En este trabajo se ha observado· que: 

- Los sectores de nitritos, pH, protelnas, cuerpos cet6ni­

cos y urobilin6qeno continuan funcionando a los 39 meses, 

aunque en la etiqueta se indica una estabilidad de 24 m~ 

sea. 

- El sector de glucosa ha disminuido su sensibilidad a los 

39 meses debido a que las enzimas GOD y POD han disminul, 

do su actividad, pero es estable por lo menos hasta eu­

su fecha de caducidad (24 meses). 



- Ea importante hacer notar que a la concentraci6n de -

O mg/dl el color obtenido para urobilin6geno es diferen­

te al color del patr6n, debido a·que en la orina siempre 

se encuentra una pequeña concentraci6n. 

Conclusiones 

En base a los resultados ··obtenié!os tenemos que: 

l. Les cetonas y sangre no son los sectores más inestables. 

El sector de cetonas se puede utilizar a los 39 meses y 

el de sangre hasta los 28 meses. 

2. El sector de r.eton~s si es sensible a la humedad, por -

lo que se deben sacar el número de tiras que se van s­

utilizar y cerrar el envase de las tiras irriediatanente, 

como lo indica el fabricante. 

3. El sector más inestable es el de bilirrubina, el cuál­

no funciona a los 28 meses v se recomienda no utilizar­

lo ya transcurrido este tiempo. 

4. El sector de nitritos presenta un ligero deterioro fis.!_ 

ca a los 39 meses, pero no se ve afectada la sensibili­

dad del sector. 

5. Se pueden seguir utilizando los sectores de nitritos, -

pH y prote1nas 15 meses después de su fecha de caduci -

dad. 
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6. El sector de glur.oaa es hipersensible a soluciones ecuo 

sas pero esta disminuye en orina. 

Así mismo cabe enfatizar que las determinaciones realiza -

das para el establecimiento del tiempo de deterioro de les ti -

ras, fueron realizadas a temperatura ambiente, por lo que se 

recomienda pare posteriores trabajos el análisis de un solo lJ! 

te a diferentes :emperatures. 
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APENDICE A 

Reactivos para pruebas de Funcionamiento 

Soluciones estandares de cetona 

Para la preparación de las soluciones, prEoarar una solu­

ci6n madre de ácido acetoacético y determinar le concentración 

de la solución y de esta preparar diluciones. 

l.- Preparación de la soluci6n madre de ácido acetoacético: 

Colocar 3 ml de ácido metil ester en un mat~3z volumétrico­

de 100 ml y llevar hasta la marca con NaOH 0.2N, dejar en -

refrigeraci6n 3 dias para hidr6lisis. 

2.- Determinac16n de la concentración de la soluci6n madre de -

ácido acetoacético. 

Diluci6n I: tomar l ml de la solución madre y aforar a 200-

ml con agua destilada 

D1luci6n II: 5 ml de la dilución I se aforan a 200 ml con -

amortiguador de fosfato de potasio pH 6.8. In­

cubar 10 min. a 2sºc. 
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Pipetear en celdas los siguientes reactivos: 

Reactivos 

D1luci6n II 

NADH-Na2 

Mezclar y medir la extinci6n CE1) a 356 nm contra 

dir el siguiente reactivo 

3-hidroxibutirata-deshidrogenasa (3-HBDH) 

Mezclar y cuando se haya detenido la 

ximadamente 25 min leer la ext1nci6n 

Cálculo: 

3 CA z (El - E2 ) X 13.7 X 10 

CA = (0.758 - 0.550) X 13.7 X 103 

reacción, 

(E2) 

2849.6 mg de ácido cetoecético/dl 

que 

Pr 

2.0 ml 

0.2 ml 

aire. Al'I a-

0.2 ml 

dura epr.,g_ 

25000 e;-
ml de la soluci6n madre de ácido acetoecético, afo_!'. 
loa a 100 ml (Sol. A) 

25000 
2849.6 

Sol. A 

8.7 ml de ácido acetoecético 

8.7 ml de ácido acetoacético (sol. medre) aforar e 

100 ml con amortiguador de fosfato pH 6.8 
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3.- Preparación de soluciones estandarea de cetonas 

Colocar en tubos de ensaye los siguientes reactivos 

ac. acetoacét_!.. Sol. A Amortiguador Sol. de color• 
ca mg % de K2HPD4 

o O.O ml 10.0 ml 0.10 ml 

10 0.4 ml 9.6 ml 0.10 ml 

50 2.0 ml B.O ml 0.10 ml 

250 10.0 ml o.o ml 0.10 ml 

• Color amarillo-anaranjado al 1% 

Soluciones estendares de urob1lin6geno 

1.- Determinación de urobilinógeno de un lote 

Solución de urobilin6geno; disolver 0.5 mg de urobilinógeno 

en 5 ml de etanol y aforar a 50 ml (tapar de la luz). 

En un matraz de 25 ml añadir 1.25 ml de Sol. de urobilinó~ 

no, 6.25 ml de 4-dimetilbenzaldehido y 2.5 ml de acetato de 

sodio, aforar y medir a 55? nn contra un blanco. 

P = EPr - E81 X 182.5 ~ % de urobilinógeno en mg •• 

P 0.211 - 0.024 X 182.5 = 34.12?5 % de urobilinógeno que­

contiene el lote. 

1000 mg de urobilin6geno que se deben pesar del lote que 
-p- = se le deterrnln6 el contenido de urobilinógeno. 

1000 
34.1275 = 29.3018 mg de urobilinógeno para pesar del lote. 
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2.- Preparaci6n de la sol. principal de urobilinágeno: pesar -

30.0 mg de urobilinógeno en un matraz ambar de 50 ml, di -

solver con 25 gotas de NaOH O.lN con ayuda de un agitador-

magnético, aforar con agua destilada 

3.- Preparación de soluciones de prueba de urobilin6geno 

Pipetear en tubos de ensaye los sigL1ientes reactivos: 

urobilinógeno 
1 

Sol. principal Agua destilada 

1 
1 ! o mg/100 ml o.o ml 10.D ml 

---~-

' 1 1 
1 2 "';_:: / lOOOr:i l l 1.0 ml 9.0 ml 
1 

1 
1 

- -
! 4 mg/100 ml 

1 
2.0 ml 8.0 ml 

! 

1 
1 

; 8 mq/100 ml 1 4.0 ml 6.0 ml 

12 mg/100 ml l 6.0 ml 4.0 ml 

Soluciones estandares de bilirrubina 

l.- Prepareci~n de la solución madre de bilirrubina: en un me -

traz embar de 100 ml pesar 10 mg de bilirrubina, agregar 2 

ml de NaDH D.OSN, agitar hasta disolución de la bilirrubina 

en seguida agregar 2 ml de Luviskol al 3%, agitar y aforar-

amortiguador de fosfatos pH 8 (sol. medre). 
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2.- Determinaci6n de la concentraci6n de bilirrubina de la sol.!::_ 

ci6n madre. 

Diluir la bilirrubina 1:1 

Pipetear en tubos de ensaye 

Reactivo 81 Pr 

ácido sulfan111ca 0.2 ml 0.2 ml 

Nitrito de sodio - l gota 

Benzoata de cafe1na 1.0 ml 1.0 ml 

Silirrubina (di l. 1:1) 0.2 ml 0.2 ml 

Mezclar y reposar 15 min 

Tartrato 1.0 ml 1.0 ml 

Mezclar y reposar 5 min y leer el problema contra el 81 

a 578 rrn v 25ºc. 

3,- Preparación de las soluciones estandares de bilirrubina 

Sol. cero de bilirrubina: colocar 2 ml de NaOH 0.05N y 2 ml 

de Luviskol al 3 %, mezclar y aforar a 100 ml con amortigu_I! 

dar de fastato pH 8. 

bilirrubina sol. cera de bi sal. madre de bi-
lirrubina lirrubina 

O.O mg/dl 10.00 ml -
D.5 mg/dl 9.01 ml 0.5 ml 
l.O mg/dl 8.06 ml l.D ml 

5.0 mg/dl 4.06 ml 5.0 ml 
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Soluciones estandares de sangre 

l.- Soluci6n madre de sangre: en un matraz volumétrico de 25 ml 

llenarlo hasta la mitad con agua destilada y añadir 50,µ1 -

de un estandar de sangre, aforar con agua destilada. De es­

ta soluci6n colocar 5 ml en un matraz de 50 ml y llevar 

hasta la marca (sol. A). 

2.- Prepareci6n de soluciones estandares de sangre 

En vasos de orecipitados de 25 ml añadir 

Eritrocitos/ ;;l Agua destilada Sol. A 

o 20.0 ml -
10 19.8 ml 0.2 ml 

50 19.0 ml 1.0 rnl 

250 15.0 ml 5.0 rn l 

3.- Soluciones estandares de hemoglobina: preparar lea 2 Últi -

mas diluciones de los estandarea de sangre (50 y 250 eritr,!?_ 

citos/µ l) y a cada una agregar trazas de saponina y agita_! 

loa. 
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APENDICE 8 

Reactivos para determinaci6n de las áreas reactivas 

Reactivos oara el sector de nitritos 

l.- Sol. de sulfanilamida 

- 0.0130 g de sulfanilamida 

- 15.l mg de THBCH 

aforar a 100 ml con etanol 

2.- Sol. reactiva 

- 75.l mg de THBCH 

- 10 ml de etanol 

mezclar y aforar con agua destilada a 25 ml. 

Reactivos cara el sector de orote1nas 

1.- Amortiguador de fosfato de potasio pH 7.0/propanol-2 1:1 

- 100 ml. de amortiguador de fosfato de potasio pH 7.0 O.lM 

- 100 ml. de propanol-2 

Reactivos cara el sector de olucosa 

l.- Sol. de Cl-APAC/amortiguador de fosfato de potasio O.lH 

Disolver con 100 ml de amortiguador de fosfato de potaaio -

O.lM pH 5.0, 0.1872 g de Cl-APAC (sol. A) 

De la sol. anterior de Cl-APAC tomar 30 ml. en un matraz de 

100 ml. y aforar con el amortiguador (sol. 8). 
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2.- Cl-APAC/amortiguador de fosfato de potasio "saturada con 0
2

11 

Una pequeña cantidad de sol. 8 colocarla en un vaso y agi -

tar magneticamente por 10 min para su saturaci6n con o2 • 

3.- Sol. de glucosa 

Disolver con 2.5 ml de egua destilada 1.25 g de monohidrato 

de glucosa. 

4.- Sol. de Cl-APAC/amortiguador de fosfato de potasio/H2o2 

- 7.5 ml de sol. A 

- 3.75 ml de H2o2 
aforar a 25 ml. con amortiguador de fosfato oH 5.0 O.lM 

5 .- Sol. de H2o2 

Colocar 0.1 ml de perhidrol al 30% en un matraz de 100 ml y 

llevar hasta la marca con agua destilada. 

Reactivos para el sector de cetonas 

1.- Sol. estandar de glicina 2 X l0-4M 

Disolver 0.0375 g de glicina con agua destilada y aforar a-

25 ml. con agua destilada. De esta soluci6n tomar 2 ml. y-­

aforarlos a 200 ml con agua destilada. 

2.- Amortiguador de cianoacetato 

- 1 ml de NaCN O.OlM y aforar a 50 ml con amortiguador de -

acetato 2M. 

3.- Sol. de ninhidrina al 3% (w/v) 

Disolver 750 mg de ninhidrina con etilenglicol y aforar a -
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25 ml con el etilenglicolmonometileter. 

4.- Propanol-2 al 50% (v/v) 

- 25 ml de 2-propanol 

- 2S ml de agua destilada 

5.- Sol. estandar de NNP O.íl5M 

Disolver 37.6 mg de nitroprusiato de sodio con OMSO y afo -

rar con este a 50 ml. 

o.- Sulfuro de sodio 

Disolver 3.0754 g de Na 2s con agua destilada y aforar e 

50 ml. 

Reactivos para el sector de urobilin6oeno 

1.- Amortiguador de citrato/HCl 

Disolver con 100 ml de NaOH 10.52 g de ácido c1trico y afo­

rar a 500 ml con agua destilada. A 400 ml de esta soluci6n­

medir el pH (4.90), se adiciona 550 ml de HCl O.lM para 

ajustar el pH a 3.0 

2.- Reactivo de acoplamiento 

Disolver 856.1 mg de THBCH con metanol y aforar a 200 ml. 

Reactivo para el sector bilirribina 

l.- Reactivo de acoplamiento 

Disolver 32 mg de THBCH con 160 ml de metanol. 
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Reactivos para el ~ectar de sangre 

1.- Sol. detetremetilbencidina (TMB) 

7.5 mg de TMB disolver y aforar con metsnol a 50 ml. 

2.- Reactivo de dimetilaminobenzaldeh!do al 5% en ácido eulfúr_! 

ca diluido (REACTIVO DABA) 

- 5 g de dimetileminobenzaldeh1do 

- 50 ml de' ácido sulfúrico 2.5M 

Disolver el dimetilaminobenzaldeh1do con el ácido y aforar­

a 100 ml con agua destilada. 

3.- Acido hexaclorotitán 

A 40 ml de Titán-IV-cloruro adicionar lentamente HCl canee!! 

trado, una vez disuelto aforar con el miemo a 200 ml. 
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