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CAPITULO I

INTRODUCCTION.

El exémen de la orina constituye un método de disgnfstico-
apliceble, a enfermedades y tranatornos atribuibles a rifiones,~
vejiga, uretra, pr6etnta y vesicules seminales, asi como a alte
racionas del aparsto cardiovaescular, hemstopoyético, digestivo,
endocrino y hepftico. E1 exGmen de le orine consiste en la lec~
tura de ls tirs vy anflisis microsclpico del sedimento (15).

En la actuaslidad el trabasjo vy los costas de los laborato -
iioa Han aumentado enormemente, por lo gue es neceserio material
de bajo costo gue permita un andlisis rApido de la orine, estas
cualidades son proporcionadas por las tires reactives, que po-
seen un sin nimero de determinacicnes que se pueden realizer T8
pidemente y cuyas ventsjas se describen a continumcifin:

8) Facilided de manejo

b) Peguefia cantidad de muestra

c) Bajo coato

d) Tiempo minimo

Ya que los resctivos gue poseen las tiras no son estables-
indefinidamente, se considera impsortsnte conccer la vids medie-
de estas. Este sstudio se reallze con la tira reacfiva *Combur-
8 test® (Lakeside).

El producto "Combur 8 test® es ung tira combinadae que se -



use en los exémenes generales de oripa, y gque permite en una v
la operacifn, con una Gnica introduccién de emta en la orina, -
determinar simulténeamente y valorar los siguientes parémetros:

nitritos

pH

protefinas

glucosa

cuerpos cetfinicos

urobilinégeno

bilirrubine

sangre

Es importante hacer recslcar que les tiras reactivas nog -

dan resultados semicuantitetivos. Estes poseen una fecha de ce-
ducidad, aun cuando el envase originsl permanezca sin sbrir. -
Desde el fabricante hasta el consumidor, a través de varios --
intermediarios pueden transcurrir meses y efios, por lo cual con
viene saber ai después de su fecha de caducidad estes tires pue

den proporcionar resultados confiables.

Obietivos:

1.~ E€studiar los componentes de lss tirss reactivas, resc~
ciones, inhibidores, sensaibilidad, eepecificidad y es-

tabilidad de las mismas.

2.~ Determiner el tiempo de funcicnemiento de las tirag --
reactives despufs de vencida la fecha de ceducidsd, la

cual es de 24 meses.

-2 -



Hipéteais

El sector de cetonss coniiene nitroprusiatc de sodin, que
en sensible a la humedad y se descompone lentasmente. E1l sector-
de sangre contiene un perfxido que se descompone can el oxfgeno,
por lo cufl estos dos sectores serén los piimeros en perder su-
‘aspecto fisico vy sensibilidad. Los demés reactiveos que contienen
los otros sectores son més estables por lo cufl darén resulta -
dos confiables después de su fecha de caducidad que es de 24 me



CAPITULO II

GENERALIDADES

Les tiraes reactivas de Lakeside (Boehringer Mannhein) tie-
nen un soporte O cuerpo de pléaticb, esta cnntienevvarioe co ji-
nes de celulosa (breas o sectores reactivos) fijados con una ma
lla protectora. Cada cojin est8 impregnado con un amortiguador
vy uno o varios indicadores quimicas (cuando la orine llega al -
sector reactivo ccurre une reaccldn quimica que responde a lp -
presencis de compuestos guimicos especificos de la muestra). -

Tembién la tira tiene un papel hidréfobo. Fig.Na. 1

malla protectors
frea o sector reactivo
papel hidrdfobo

soporte o cuerpo de la tirs

Figura No. 1



Se han reallizado estudine pera comparur la sensibilidad y
precisibén de diversas marcas de tiras. Smith y cols. (25) com-
pararon el “NY-Multistix (AMES) y el "Combur 8 test* (B.M.) En-
contraron que el “"Combur 8" es més sensible a la valoracién de
la glucosa, sangre y nitritos gue el "N"-Multistix y que d& re-
sultados mfis precisos que el “N"-Multistix en los sectores de -
pH, protefinas y sangre. Por otre parte Hearne y cols. (12) com-
pararon el Rapignost Total Screen A (Hpechst) vy el "NU-Mglti-
tix (AMES) encontrando gue el Rapignost es més sensible a las -
proteinas v a8 la glucosa y menos sensible a les cetonas, bili -
rrubinas y sangre que el “N"-Multistix. Por lo tanto el “Combur
8Y es més sensible a los nitritos y a8 lp sengre que el "N"-Mul-
tistix y que el Repignost, proporciohando buena precisidn en la
determinecién del pH.

Las ventajas del "Combur 8 test” son (25):

a) Fécil manejo

b) Le-lecturs del color obtenido es facilitado por le for-

ma verticel de la etiqueta, en luger de ls forma hori-
zontal.

¢) Superior construccién del laminsdo de lg mallas con un -

gran conjin en las zonase de prueba y el fondo opaco.

d) Ls hematuris se distingue de ls hemoqlobinuria.

e) Buena precisidn para el anadlisis del pH urinario.

los factores gue influyen en errxores son (6,8,25):
1.~ iLa regle de veriacién individumsl entre técnicos: es de gren

importancia pere la determinacién obtenids de falsos positi

-5 -



vos y faleus negativos, debido a la percepcifin del color.
2.~ La composicién de las diferentes orinas.- Es otro factor im
portante que esté influenciado por el estado nutricional, -
procesos metabflicos, capmcidad del rifén para mane jar se-
lectivemente les sustancims y presencla de sustanciass de in
terferencia gue tienden a inhibir les reacciones analiticas.
El trsbajoc consiste en realizar las pruebas funcionasles de
cada uno de los sectores y determinar los reactivos de cada une
de las &reas de 5 lotes diferentes del productms comercial “Com-

bur 8 test" (Lekeside).

Lote Caducidad ggigggagién
83156 lo.-Enero-85 6 meses
82023 lo.~Agosto-8L 11 meses
82945 lo.-Febrero-84 17 meses
81819 lo.-Mayo-83 28 meses
81670 lo.-Abril-82 39 meses

Una de las limiteciones es el no especificsr le cancentra-
cifn inicisl de cada reactivo de los 5 lotes al selir como pro-
ductoc terminado, esto implica el no poder ver el gredo de dete-
rioro en los reactivos con el tiempo de glmacenamiento. Otre de

las limitaciones es que las tirms se humedecen rhpidamente al -



exponerlas al sire, perdiendo sus propiedades fisicas.

Cabe mencionar la importancia que representa la atencién -
de una muestra representativa de orina ys que de la toma de es-~
ta depende la confiebllidad de lops resultados. Se utiliza de --
preferencia la primera orina de ls mefana. La mayoris de los me
tabolitos que se van & valorar se representan en cantidades pe-
quefigas en la orina normal.

A continuacién se describen los resctivos gue se encuentran
er ceda sector, la reaccidn que se lleva @ cabo con el metaboli
to a determinar y las alteraciones que pueden ocesionar un va -

lor elevedo.

GECTOR DE NITRITOS

El sector es de color blanco y tienme pepel hidréfobo.

tos nitritos nos dan un indice de infeccifn bacterisna va
que selgunoe microorganismos reducen el nitrato en nitrito. Lg -
reduccibn de este es debido a un sistems de transporte de elec-
trones en donde el Gltimo aceptor es el oxi{geno y ocurre en con

diciones anaerSbicas (9).

ND3 + Ze- + 2HY $ NOZ + H20
nitrato nitrito

-9 -



Mecantsmo de accién y contenido

£l sector esth constituido de:

a) Sulfanlilamide

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

€) Acido tarthrico

El mecanismo de la reaccifin ocurre de la siguiente maners
(fig. 2), el nitrito que contiene la orina reacciona con la sul
fanilemida en medio fcido formando una ssl de diazonio, esta se
acopla con el derivado guinolinico en posicifin "pare" dando lu-

ger e un colorante szoico de color raosa {18,25).

HoN-S0p—(C =Nz + HNOp e HpN-505-_ )-N=N + 2H,0

Sulfanilemida ac. nitroso Sal de diszonio

® D Products colorids

Figura No, 2

alores de referencis

Los nitritos no se encuentran normulmente presentes en le-
arina y los que provienen de la alimentacibn no se eliminan co-
mo talea. Como ya se menciond esta prueba esth basada en la ha-

hil.dsd de loe microorganismns patHigenos para reducir el ND4 de

-8 -



rivado de ls dieta, a NOp (22).

Alteraciones

Las infecclones urinasrias pertenecen al grupo de los proce
sas infecciosos més frecuentes de la petologis médica. 5u impor
tancia redice en el dafio que pueden ocssicnasr sobre ls funcidn-
renal. Producen una considerable morbilidad (sobre todo en ado-
lescentes) con complicaciones frecuentes en el embarszo, se pre
gentan a cualquier edad; originando a menudo incapacidad severa
vy myerte (14).

Los microorganismos encontrados en genitales externas y va

gina son: Staphylococcus sp.; Streptococcus viridang; Neisserias

Streptococcus fecalis; Lactobecilos; Caorinebacterises y Colifor~

mes (3,9).

En la siguiente tabla se enuncian los microorganismos mis-
frecuentes en la oripe de pacientes con infecciones de vias uxi
narias (3,4,18).

Las enfermedades en las que se puede encontrar nitrito po-
aitivo son: Pielonefritis mguda, Plielonefritis crdnica y Cisti-

tis.

- 9w



microorganismo reduccibn de NO;
Escherichis coli +
Proteus sp. +
Klebsiella sp. +
Pseudomonas seuruginosa +
Streptococcus fecslis ‘ -
Streptococcus pyogenes -
Staphylococcus sureus +
Neisseria gonorrhoese . -
Mycobacterium tuberculosis .-
Heemophilus sp. +
Aerobacter sp. +
Citrobacter sp. +
Sengibilidad

£l sector de nitritos detecta desde D.5 mg de nitrito/l de
orina medisnte una tenue coloracibn rosa, dando un maximo de ~
garant{a, mientras que la "N"-Multistix es sensible 8 ) mg/l de
orina (18,25).

En estudios realizados por Guignard y Torrado (11) y Sina-
niotis y cols. (24) con el “Cobur 8 test® encontraron que tanto
las infecciones urinarias sintomAticas como las amsintométicas -

que dan resultedos de nitritos positivoes indican 105

colonias /
ml. En comparacidn con un urocultivo que determina una becteriu

ria, se observa gue el sector de nitritoe no detecta un 4O % de

- 10 -



las infecciones, como se observa en el cuadro No. 1; Kunin y De
Geot (11) suglieren que para disminuir el porcentaje de falsos -
negativas y aumerrcer la sensibilidad del sector de nitritos se-~

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

na.
Cultive Cultivo
positivo | negativo Tatal
NO, positivo 9 o 9
NG5 negativo 6 1043 1849
15 1043 1058

Cuadro No. l: Comparacifn de un urocultivo
v la prueba de N0z en deteccidn de le bec-
teriuria asintomatice usando 1058 muestras

de nifias de 5 a8 12 afios.

Especificidad

Unicamente el nitrito puede formar una sal de dimzonio en-
orina. Por tal razbn est8n excluidas las reacciones falsas posi
tivas. La fenazopiridina eliminada puede aparecer como una reac
cién positive al enalista poco experimentado. La tira puede de~
tectar del 88 al 100 % de las enfermedades del aparato genito -~

urinario,

- 1) -



Inhibidores

_E1 Ginico inhibidor encontrado hasta 1s fecha es el &cido -

asclrbicn, cuando la ofina contiene 100 mg/dl disminuye su sen-

sibilided y esto se ha confirmedo por el estudio realizads por

Scheifere v cols. (22) en donde no se detects una infeccibn de-

bida a E. coll por la frecuente acidificecifn de le crina del -

paciente con 4cido ascOrbico. Es importante hacer notar gue no-

todos los microorganismos patfigenos que producen infecciones --

urinarias reducen al nitrato.

Estabilidad

1
2)
3)

4)

Fuentes

Sensible & la accién de la humedsad del aire.

Sensible 8 humos industriales.

Son estables en el envase originsl hasta la fechs de ca
ducidad indicadas en la etiqueta.

Al almacenar las tirms en frasco ambar a QOC, no se piqg

de la potencise durante un perfodo de 9 meses (22).

de error

l.as causas de error son debidas a (22):

a)

b)
c)

Insuficiente concentracifn de bacteriss (< 108 cola./ml)
que poseen nitrato reductasa.

Poco periodo de incubacifn de ls orins en la vejiga.

El no realizer répido la prueba (no debe tenerse més de

4 hrs. despufs de la miccifin) parea evitar ulterior reduc

- 12 -



ci6n del NOz en Np & NH,
d) Tratamiento con antibidticos y guimioterapéuticos duran

te la obtencifn de muestra.

SECTOR DE pH

El pepel reactive es de coclor amarillo-anaranjado y con ps
pel hidréfoba.

El pH de la orina es el reflejo de la cepacidad del rifdn
para mantener una concentracifn normal de hidrogeniones en el -
plasma vy 1{gquido extracelular. Le actividad metabdlica del ---
cuerpo produce acidos no volétiles gue no pueden ser depurados-
por los pulmones (principalmente &cido sulfirico, fosfdrico, -
clorhidrico y pequefias cantidades de &cido léctico, pirdvico vy
citrico, ademis de algunos cuerpos cetfnicos). Estos acidos son
excretados por el glomérulo con los cationes, pricipalmente el-
sodio. Las células tubulares cembian hidrogeniones por el sodio
del filtrado glomeruler y le orina se hace &cida (8).

€1 pH de la orina puede variar en muestres el azar desde -
L.5 a 8.2. Esta caepecidad parm eliminar cantidades variables de
fcidos o bases es de méxima importancia y hace del rifdn el me-
canisme de equilibric, contra tembios drésticos en el pH del --

cuerpo vy en la composicién catifn-anibn (27).

- 13 -



Mecanismo de accifn y contenido

El sector estd impregnado de:

a) Rojo de metilo

b) Azul de bromotimol

El mecanismo de accifn se explica de la aigulente maners:
los 2 indicadores mezclados tienen intervalos similares de -
transicién tales gue sus colores Acidos se combinan dando un -

matiz que es el complemento del resultads de le combinacifn de-

sus colores bfsicos (7).

Valores de referencias

Paras una persona sana con dietas ordinarias, el pH urina-
rio es de aproximadamente 6.0. Normalmente el funcionamiento de
los rifones puede producir una orina con una concentracifn de -
hidrogeniones desde 4.5 @ 8.2 unidades de pH, ya que se encuen-
tra influenciado por la slimentacifin, en uns alta ingesta de -
protefnas el pH se vuelve Acido mientras que un pH bésico se -

manifiesta por la ingesta predominante de vegetsles (8,15).

Alteraciones

Encontremog alteraciones en el pH o en el intercembio de -
hidrogenicnes cuando esté afectada la funcidn renal y en infec-
ciones bacterianas, el pH puede ser Acido o bésico dependiendo-

de los productos finales del metahbolismo becteriano.

- 14 -



Sengibilidad

La combinacifn de los 2 indicedores permite una diferencia
cién en la zona de pH de S a 9 unidades, puede detectar interva
los de D;S unidades entre este rango.

Al compsrar la precisién del pH de la tira *Combur 8 test”
con la tirs "N°-Multis%ix se encontré que fue mejor el fCombur-
8%, La tires "N*-Multistix tiene una precisién pobre al medir el
pH de 9 debido a gue el smortiguadar de citrato, un reectivo --
fcido gue se encuentra en el sector de proteinas adyacente al -
sector de pH se mezcld con el reactivo indicador de pH, lo cusal
no ccurre en el "Combur 8" (25).

En estudios realizedos se encontrd que las verisciones no-
se encuentran uniformemente distribuidos en todos los niveles -~
de pH, sl agruparlos en 3 grupas: pH de 4.5-5.0; 5.5-8.0 y de -
8.5-9.0, las mayores veriaciones se encuentran en el rengo de -

5.5~8.0 y las menores varisciones en laos otros 2 grupos (15).

Especificidad

Tiene una alta especificidad ye que los indicadores de pH
que contiene no reaccionan con las otres sustencias presentes -

en 1la orina (18).

Inhibidores

No se han encontresdo sustencias o medicementos que produz-

can disminucifin en el pH, a excepcién del &dcido ascHrbico.

- 15 -



Estabilidad

1) Senaible a la humedsd

2) Esteble hasta la fechs de ceducided que contiene la eti
queta (18).

Fuentes de error

En estudios realizadas por Jemes P. Gordan (15) y Brerenton
D. M. vy cols. (6) demostraron que en este sector, el resultado
esté en funcifn de la percepcifin del color en cada blogue y de-
la composicifin de la muestra. En lm tira "N"-Multistix influye-
el tiempo de rescciln ya gque después ﬁé gumergirse la tira vy ex
ponerls al sire se observa un sumento en el pH B loa 120 seg. ;

pera esto no ocurre en el “Combur 8 test”.

SECTOR DE PROTEINAS

El papel es de color amarillo sin papel hidrffoba.

Normalmente la oring no contiene proteinas o puede cante -~
nerlas e% cantlidades muy pequefias, deblido a que los giomérulos~
impiden el pesso de la alblmina y de las proteinas plssméticas -
de mayor peso molecular desde el plasma al filtrado glomeruler.
La mediciln de la cantidad de proteinas excretadas pueden ser ~
de utilidad pers el diegnéstico y control de la evolucifn de en
fermedades; principalmente del rifdn.

Las proteinas presentes en 1a orina reflejan a las protef-

nas presentes en el plesma junto con las proteinas de origen tu

- 16 -~



buler renal y las de los axudados de los tejidos que revisten -
al tracto urinario. Las proteinas presentes en la orine san: -
albémina, globulines (predominantemente O<l Y c<2), prealbﬁmif
na, productos de fibrindlisis, transferrine, haptoglobina, cery

loplasmina, fracciones de inmunoglobulinas de cadena ligera.

Mecanismo de accién v contenido

El sector de proteines estd constituido de:

a) Tetraclorofenoltetrabromosulfoftaleina

b) Amortiguador de pH Acido

£l mecanismo se basa en el errar proteico de indicadores.-
El indicador se encuentra en forma &cida HI con une pequefia -~
fraccifn de la forma bésica 1. Si la protefna estd presente, -
los grupos amino se enlazan con la forma anifnice, con la gue -
tienen una gren afinidad. El cambio de la forma enifinica 17 -
causard una disminucién de la forme &cids HI, formando compues-
tos de color verde pélida a verde o azdl. El1 color presentade -
por la tire resctiva depende de la proporcidén relative de las 2

formas (I/HI) (25,286).

\Uslores de referencia

Le orina normal contiene pequefias cantlidades de proteinas,
aungue los glomérulos intactua'generalmente impiden el paso de
la alblOmina y de laes proteinas plasmaticas mayores, desde el --
plesma al filtrado glomerular; la concentracién de proteinas ex

cretadas diarismente es de 2 a 8 mg/dl

- 17 -



Alteraciones

Se encuentran diferentes grados de proteinurie en: glomery
'lunefritis, palisrteritis, lupus eritematoso, nefrosclerosis, -
mieloma mltiple, policitemia vera, cistitis, prostatitis, ple-
lonefritis, diasbetes mellitus, mixedema, uretritis y enfermeda-

des hemorragicas (8,17).

Sensibilidad

El sector es sensible = 25 mg/dl, segin el nimerc de gru -
poa amino libres de las diversas fracciones protefces. Es con -
gran diferencis mias intenso pera la albdmina y mucho m&s débil-
para las globulinas, glucoproteinas, mucoproteinas, etc.

En un estudio realizado en orinas con la misma concentra -
cifin de proteinas sérices totales y albdimina respectivemente, -
es mas intensc gl color obtenido en orinas gue contienan albﬁqi
na que las gue poseen proteinas séricas totales. Al comparar la
tira "N¥-Multistix v el “Combur 8 test® es mls definido el color

de negativo e positivo en esta Gltima (18,25).

Especificidad

La egpecificlidad es bais ya que se pueden obtener resulta-~
dos falsos pasitivos provocados por un pH elevado. Resultados -
inespecificos pueden estar condicionados por la eliminecibn de-
azil de metileno, azul de fenazopiridina, debido a que dificul-
tan le lectura. Falscs poeitivos por la eliminacidn de polivi -

nilpirrolidona, quininae, derivades guimicos y alcaloides elimi-
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nados en general (18).

Inhibidores

No se han encontrudo suatancies que produzcan una disminu-
cibén de la sensibilided, asunque se han encontrado resultados ne
gativos en la globulinuria predominante, proteinuris de Bences-

Jones y en la albuminuria minima.

Estabilidsad

1) tas tiras son sensibles a la humedad y deben guardarse-
con el desecante que cantiene el tapfn del envase.

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

Fuentes de error

Para disminuir errores se debe tener precasucifn de:

a) Suprimir la ingesta de medicamentos unos dfas antes de
la .prueba.

b) La orina no deberd permanecer més de & hrs. a temperatuy

ra smbiente.

SECTOR DE GLUCDSA

El papel reactivo es de color smarillo. con papel hidrdfobo.
La determinacifn de la glucosa urinaria es uno de los ané-
lisis mis amplismente utilizedos en los laborstorios clinicos ;
su presencia indica generslmente dimbetes mellitus; eata enfer-

medad .es de las m&s frecuentes, de aqui la importancia de su de
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teccifin y control.

Para encontrar glucosuria es necesario gque la glucosa ver-
dadera de sangre venosa sobrepase los 160 mg/dl (umbral renal).
El sndlisis de la glucosa urinaria es una técnica comin ueada -
clinicamente para estimaer los niveles de glucosa senguinea indi
rectamente, debido a que se2 obtiene facilmente la muestra. Estu
dios realizados para corroborar si exliste una correlscién entre
la concentracidn de glucosa senguinea y la urinaria por medio -
de pruebas rapidas, demuestran gue es muy pocse ls relacién en-
tre ellos, ya gque las diferencias son muy variables (1). La glu
cosa del filtrado glomerular se resbsorbe de los tlbulos, la md
xima capacidad de resorcidn tubular es de 160 mg/dl apraoximada-
mente. Cuando las concentraciongs de glucosa son mayores a este
valor aumenta la concentracifn en crina siendo ficilmente detec
table (8).

Barnett (25) ha establecido diferencias en los resultados-
obtenidos en soluciones acuosaa y scluciones preparadas con flui
dos biolHgicos de las mismas concentracicnes indicanda la pre -

sencia de sustancias de interferencis en las {tltimas soluciones.

Mecanismn de accidn v contenido

El sector contiene:
a) Enzima glucosaoxidase (GOD)
b) Enzima peroxidesa (POD)

¢c) 3-amino-6-clorp=-9-N-dimetilaminopropilcarbazol-dihidro-
cloruro (C1-APAC)
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d) Amortiguasdor &cido

La resccién es la siguiente (Fig. 3): la GOD oxida selecti
vemente la glucosa en ficido glucurénico formando peréxido de hi
drégeno en presencia de oxigeno atmosférice.A fin de gue la reac
cifn resulte visible se agrega la denominoda reaccién indicado-
ra, demostrando el perdxido formado en la primera fase, con ayu
da de una reacclifn cromitica acoplada, el cromfigeno se oxida -
bajo la accifin de la peroxidasa (POD). No se conoce el producto

exacto de la oxidacién del crombgeno (18,25).

CH1OH CHOH
HO o oH HO
GOD 0
I OK + 0 » ON =0 + H,0
2 » 2
HZD __+> 2
OH OH
B-D-glucose ac. glucurfnico
11 HaOz + HpD POD » 2H 0 + D
incolora colorido

HpD = C1-APAC

figura No. 3

Valores de referencia

La orina normal no se hays completamenté libre de glucosa.
Se ha evidenciado que tembién en condiciones glucémicas norma -
les y con reabsorcidn tubular normel llega e la orina una peque

fia cantided de glucosa (17,18). Existe discrepancia entre los -
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autores para establecer la cantidad de glucosa excretads, pero-

ae toma un rengo de 15 a 20 mg/dl de orina.

Alteraciones

Le glucosa se encuentra elevada en la diabetes mellitus, -
lesiones cerebrales, hipertiroidismo, pancreatitis, acromegalis,
enfermedad tubular renal (Sindrome de fFanconi), infarta al mio-~

cardioc e infecclones (microbianas sgudas).

Sengibilidad

La tira "Combur 8 test" es hipersensible a concentracliones
de 0.5 g de glucosa/l de sgua; cualguier solucifn scuosa de més
de 0.5 g/l produce un color equivalente & un resultade de 20 g/
1. Estas hipersensibilidad fue previamente observada por Dyerberg
y ctols., experimentaron une considerable menor sensibilidad -~
cuando la pruebs de glucosa se realizd con arina en lugar de -
sgua, probablemente porque la orina contiene un ndimero de com -
puestos gque tienden a inhibir les rescciones analiticas aplica~
das en el experimento, particularmente ciertas drogas (10,25).

En una comparecidn de la tira "Combur 8" con la Clinistix,
se demostrd que ls primera obtuvo resultados normales v en\la -

segunda hubo 4 falsos positivos, 7 falaos negativos y verlos re

sultados dudosos (10).
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Egpecificidad

Oe acuerdo a los datos de Schmidt (18), puede atribuirse a
la enzima GOD una especificided ebsoluta. Haste el momernto solo
se ha observado uns reaccidn significétiua can la 2-desoxigluco
sa, un azlicar que no se encuentra comunmente en la orina. La lo
calizacidn de factores que alteran la reeccifin indicedore en el

proceso reactivo se muestra en le fig. No. &.

Inhibidores

- Acido asclrbico, una ingests elevada de este aparece en lsa
orina después de 3 a 5 hra. de su ingestidn. El Acido escérbi
co disminuye le sensibilidad de le tira, encontrendo falsos -~
positives en diabéticos y enfermos con un bajo umbral renal -
para la glucosa. £l Acido ascérbico puede afectar en el siate
ma GOD-POD-cromfigeno a diferentes nivelea: 1) en la interfe -
rencia de la reaccidn con la oxidasa; 2) compite por el sus -
trato de la POD;. 3) los radiceles libres del escorbsto también
interfieren en la resccién, provocando cambio de color, los -
cusles provienen de la suto-oxidacifn del sscorbtaetn y la POD-

cataliza la produccidn de los mismos (5,10,23).

OH OH o o
oH b (i
HO-CH,CH + H,O0 0D HO~-CHy-CH 2H,0
- - —_— } HO-CHy- J ]
2 St M2le 2 ol *+ e
Acido asclrbico ac. dehlidroascfirbico

- E1 &cida homogentisinico sclo en elevadas concentraciones pro

duce inhibicién,
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I $-D-glucasa + L GoD____. - P-gluconolactona + HoOp

inhibicién de enzimas por
inhibidores especificos

presencia inadvertida _oxidacidn directa
de Hp0, o perfxidos del cromfgena
11 H,0 Foo

202 + cromfgeno - H,0 + cromfgeno oxidado

(incoloro) (colorido)
+ receptar fuer PoD receptor de 0o oxidado
te de O2

(incolora) (colorido)

L Catalasa

L

Hp0 + 1/2 0,

Figures No. 4. Con lines punteadse (----) se marca el canino gue
sigue la reaccifn de la glucosa, dividida en 2 pesos. Les inter
ferencias se pueden producir a 3 niveles: enzimas, cromfgeno vy

el peréxido de hidrbgera (Hp0,) obtenido en el primer paso, oca

aionando rtesultados falsos positivos o falsos negativos (

)
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- El Bcido gentisinico es otro metsbolito gue compite por el --

OH o)
a asit PO cooH
HoDp + —_L 5 + 2HpO
N
)
OH o

ac. gentisinico p-quinana

ox{geno

La p- guinona es de color gris pardo, Si existe glucosa vy éqi
do gentisinico en la oriha torna de color gris perdo ls tira-

reactiva.

- E1 urobilindgenc tiene poca inhibicién

urobilinfgeno + Hplp — 00 g Grobiline + 2H,0

- E)l 3,4-hidroxifenilacético es otro inhibidor, en general los-
componentes urinarios intenssmente reductores, entre estos se
tiene: écido Grico, mucoprotefnas, S-hidro-indolacético (inhi

be a partir de 25 mg/dl).

~ E1 acetato de mercurio también produce inhibicién,

Establilidad

1) Son sensibles & la humedad
2) Estables hasta la feche de caducidad si permsnecen las

tiras dentro del envase con el tapdn con desecante (18).
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Fuentes de errar

Para disminuir el nimero de errores se deben conirolar las

siguientes veriables:

8) No user 4cidos fuertes o cerbonato sddico como conserva
gdores de la Driné, paras gue no rebace la capacidad emor
tiguadora del sector.

b) Disminuir la ingesta de vitamina C (&cldo asclrbico) --

dias antes de realizar la prueba.

SECTOR OE CUERPOS CETODNICOS

El &rea reasctiva tiene color amarillo can pepel hidr&fobo.
Los cuerpos cetfnicas presentes en la orine son: Acido acé
tice (20 %), acetona (2 %) vy écido p-hidroxiputirico (elrede -
dor del 78 %). La acetona se forma por descarboxilacifn espantd
neg e irreversible del &cido scetoacftico. El écido $-hidroxi-

butirico es reversible con Acido acetoacetico (19,27).
acetona
»

fcido ecetoamcético

ficido P-hidroxibutirico
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Mecanismo de accifn y contenido

El Area reactiva contiene:

a) Nitroprusiato sbdico

b) Glicine

c) Amortiguedor alcelino

En la reaccién el Acido acetoacftica y la acetona en medio
alcalino con gliclna como fuente de N, forman un complejo de cg
lor violeta con nitroprusisto. Seqin Fiegl el mecanismg es: el-
ficido acetoacético st condensa con el grupe NO del nitroprusia~
to dando un derivedo izonitroso, éste se inserta en el anifn ~--

2+

comple jo. Simuliéneamente ocurre reduccién de F23+ a Fe (18,

?5). Fig. No. 5
Nop [Fe(CN)GNO] + CHyC0-R + NeOH —— P H,0 +

Ne3 [Fe(CN)gN=CH~CO-R |
H

0
L}

CH3 acetona
CH,COOH mc. acetoecé&tico

2
L]

Figure Nao. 5

Valores de referencia

Segln los métodos empleados, los cuerpos cetfnicas totales
oscile entre 1.7 y 4.2 mg/dl (Henry 1964). De scuerdo con Hillan

der vy cols. (1962) se considera como referencia hasta 2 mg/dl -
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de Acido scetoacético.

Altersciones

La causs de le cetosis es una alteracifin del metabolismo -
de carbohidratos y grasas; debido a la deficiente utilizacifn-
de glucosa se produce lip8lisis aumentada y con ello elevacidn-
del aporte de écidos’grasos'libres y acetil coenzima A, Este ~-
f1iltimo se utiliza tan solo en parte e través del ciclo del Aci-
do citrico o sintesis de grasas. El1 exceso se condensa en aceto
acético eliminéndose parcialmente a través del rifién. Por reduc
cién surge el &cido P-hidroxibutirico vy por descarboxilacifne
acetona.

Cuslquier diabético, por bien adaptado gue esté, es suscep
tible s desviaciones de este eguilibrio. Un sintoms precoz del-
coma imminente es la cetonuria, especialmente si se presents -~
con glucosuria elevada. Por tal razfn se exige la demogstraecibne
sistémica de la glucosa y cuerpos ceténicos.vDebe tenerse pre -
sente que la cetonuris puede ser expresidn de 1ipSlisiam sumenta
da, vy si el paciente estd sometido simul téneasmente a un regimen
reducter de pess, la cetoruria puede ser inofensiva. No existe~
una conexién inequivoca entre cetonuria y contenido cetdnico de
la sangre, cuando el nivel sanguinec de cuerpos cetBnicos sobre
pasan oe 6-8 mg/dl en forma de aéetona se encuentran cuerpos ce
tdnicos en arina (19,27).

La cetonuria se desarrolla en una variedasd de condiciones-

comu: enfermedades febriles egudas y tixices =zcompefadas del -~
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vémito y disrrea. También en anfermedades del depésito de glucd

geno (Von Gierke) sin omitir le diabetes mellitus.

Sensibilidad

La sensibilidad pars el Acido acetozcético es de 5 a 10 -~
mg/dl y pars ls mcetona es de 40 a 70 mg/dl. Ls relascifin entre-
acetons y Acido acetoacético es aproximadamente 1:10. La tirs -

no detecta el Acido P -hidroxibutirico (8,25).

Easpecificidad

La reaccidn no es estrictamente especifica, sin embargo el
écido acetoacético y ls acetona son las (nicas sustancias con -
grupos ceténicos enclizables gque se presentan en la orina.

Los medicamentos y colorantes gue se eliminan por orine -
pueden producir coloraciones con el amortiguador alcalino, como

las fenilcetonas o las ftaleinss.

Inhibidores

- Metil cetonas y sustancias con grupos ceto-enolizables, reac-
cionan con el nitroprusiato (ejem: el &cido fenilpirfvico, -~
acetaldehido).

~ L-dopa, L-dopamine y el acido B,A-hidraxifgnilacético producen

falsos positives,
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Egtabilidad

Los envases gue contenian tiras reactivas se destaparon 2-
o 3 min diariemente, lo cual indica el periodo de uso diario, -
durante 3 semanas. Se sellaran y guardaron por L semanas; des -
pués de este tiempo se probaron, encontrando gue perdieron su -
senaibilidad; mientras que 1lgs tiras de un enuése que se abrif-
5 veces y se guardd por 9 meses continud detectands las cetonas

a egte tiempo.

Fuentes de errar

Los parémetros a controler son: (8,18)

a) Anflisis de la muestra lo més pronto posible, ls aceto-
na se pierde a temperatura ambiente, pero no si se guar
da en refrigeracidn.

t) Segin la temperatura vy el pH, el Acido acetoacético se
descompone répldamente en acetona vy CDZ. Como las tiras
son menos sensibles a ls acetona, la descarboxilacitn -
progresiva significa pérdidas de las sensibilidad. A 30%
na hay pérdide del fcido acetoacético por una semana.

¢) La accibn bacteriana causa pérdida del #cido acetoacéti

co tanto in vivo pomo in vitrao.
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SECTOR DE URODBILINOGEND

El papel resctivo es de color blanco sin papel hidr&fobo.

Se denomina urcbilindgeno e los productaos finales del mets
bolismo de la bilirrubina: mesobilindgeno, estercobilinfgeno y
urobilinfgeno. La determinscién del urobilindgena en arina es -
de valor clinico en la evolucldn de enfermedades y transtornos
hepAticos (19). Después que la bilis es excretsda en el intesti
no, la bilirrubine conjugade se reduce por la accifn de las bec
terinss a mesobilirrubina, estercobilindgeno y urobilindgeno. E1
estercobilinfgeno y urobilindgeno son incoloras y fAcilmente se
axidan para dar pigmentas cromados urobilina y estercobilina. -
Es usual referirse a estas sustancias como urobilinfgero y.uro—
bilina, las concentraciones de estercobilindgenn y de estercobl
lirrubins suelen ser mhs elevadas gue las de los derivados men-
cionados (17).

Los productos reducidos de bilirrubine son resorbidos en -
1s circulacién portal, para ser excretados por el higado, Parte
del urobilinfgeno y estercobilinfgens resurhidos se excretan .-
por la orins junto con mesobilirrubinfgena. La urobilines, forme
oxidada del urobilindgero se encuentra en la orina normsl. E1 -
aumento en le produccién de bilirrubine oceasiona incremento -

en el contenido de urobilinfgeno de la orina. (8).
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Mecanismo de sccifin v contenido

El Ares de urcbilindgenc estd impregnedo de:

a) p-metﬁxibenznldiazonio—tetrafluornbnrato con amortigua-

dor &cido.

En la reaccidn el urobilindgeno se acopla con la sael de -
diazonio para dar un color rojo cermin. En ensayos cuantitativos
se ha demostrado gue una molécula de urobilindgeno consume &4 mg
léculas de la sal de diazonio. Mediante cromatograffa en cepa -

fina se pudo identificar wun solo producto de la reaccifn (18).

Fig. 6

CHy CoMs CHy Pr  Pr cHy CHy Gt +

=== N H
P % [T+ & Hsto NZNEBFy —p
ST o =

cHy Pe chy Cafls

2H3co-@-pzm-@-&=m;@.ocn3 + 3 HCHD + ‘“L +
H R H

~o
[}

CFs  caHg

Pr = -CHyCHp-COOH

0\

Tz

(<}

Figura No. 6

Valores de referencias

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

2.5 mg/dl de urobilinfgeno en una muestra de 24 hrs.; se excre-
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ta menos de 1 unidaed Ebhrlich/2 hrs. cusndo se mide con un méto~

do semicusntitativo (L unidad E€hrlich = 1 mg/dl) (2).

Alteraciones

El urobilindgens se encuentra elevadd en transtornos hepé-
ticos (hepatitis asintomftica, cirrosis hepitica) debido s la -
incapacidad de los hepatocitos de resorber los urobilinfgencs -
de la sesngre portal y retornarlos a ls bilis. Otras enfermeda -
des en las que se encuentra elevedo son: ictericias hemolitics, =
insuficiencia cardiaca congestiva, mononuclegais infecciosa y -

policitemia.

Sensibilidad

Sensible 28 1 mg de urcbilinégeno/pl de orins. No se han -~
realizado anédlisis detallados de urcbilindgeno, pero los resul-
tados entre el "N"-Multistix y el "Combur 8" son compsrables --
entre s{ y ‘smbes son menos sensibles que la resaccifin clésica de

Ehrlich (25).

Especificidad

Le bilirrubina origina en ocasiones, después de 1 min. co-
loracién verde gris. Ensayos in vitro ponen de menifiesto que -
la bilirrubina reaccionas con la sal de diaszonio del sector. Ea-
ta reaccifn sin embargo es més lents vy no perturbe la demostra-
cidn de urobilindgeno. E1l fcido p-aminosalicilico dé una reac -

cidn cruzeda con el urobilinbgeno (18,25).
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Inhibidaores

- El parfobilinfgenoc a la concentracifn de 100 mg/dl origina --

una leve coloracidn rosa, esta se presenta después de 1 min.

- La fenszopiridina produce una colaracidn roja con el smorti-

guador fcido que contiene el aector.

- E1 faormaldehido interfiere cuendo la concentracién es superiaor
a 200 mg/dl, el cuBl se presenta en intoxicacién con. formol -

c metanal y en la terapis masiva con hexsmetllentetramina - -
(18).
Eatabilidad

1) Las tiras reactivas son seneibles a ls humedad.
2) Los envaeses sin sbrir arrojaron tadavia buenos resulta-

dos al cabo de 2 afos (1B8).

Fuentes de errar

Para obtener resultedos confisbles se deben controlar los-
siguientes parémetros:
a) Orina fresca, debido a que el urobilinbgero se oxida ré
pidamente, para esto se debe realizar la pruebs en. los-
30 min. que siguen a la emisién de la muestra.
b) Proteger la muestra de la luz, pare evitar la oxidacifn
de la misma.

c) Evitar el usa de formaldehido como conservador.
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d) Evitar la ingests o suspensibén de antibiéticos, si se -
estén tomando, debido a que la prueba carece de valor -
diagnéstico, ya que estos inhiben las bacterias intesti

nales gque forman urobilinbSgeno (19).

SECTOR DE BILIRRUBINA

£l sector de bilirrubina es de color blanco nf{tido sin pa-

pel hidréfobo.

ta bilirrubina presente en la orine es ls conjugads gue --

proviene de (2,19):

a) 80 % de le hemoglobina de los qldbulos rojos viejos gue
han llegado al final de su ciclo vitsl de 120 dias.

b) 20 % de fuente diferente de los eritrocitos viejos. Es-
tudios con glicina marcada Nés sugieren gue podria tra-
tarse en gran parte de la hemoglobina de glébulos rojos
j6venes, guizé expulsada con los nicleos durante la ma-
duracidn.de eritrocitos.

e) Una pequefia parte proviene de otros compuestos de heme-
comp mioglobina, cltocromos, peroxidesas y catazlasas.

£1 metabolismo de le bilirrubine se describe en la fig. NQ

Mecanismo de actifin y contenido

"El pector contiene:

8) 2,6-diclorobenzoldiszonio-tetrafluoroborato en smartigua

dor écido,
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S.R.E. (bazo y médula daea)

Eritrocitos

Hemoglobina

~» Bilirrubine + Fe + Globina

SANGRE

8ilirrubina + Albimina

b N

~» Bilirrubina-Albimina

O
-4
RINON
Orina
Urobilinbgeno

(1-4 mg/dia)

Bilirrubina
(0.02 mg/dl)

AUTELEL

HIGADD

Bilirrubina-Albdmina
+

2I0P glucuronato
Glucuronil

transferasa

#Diglucuronato de bilirrubina

INTESTING DELGADO

Diglucuronato de bilirrubina
Bacterias
Enzimas

“Urobilindgens -—-~--» Urobilinas

HECES

Urobilinbgeno y Urobilinas

METABOLISMO DE LA BILIRRUBINA
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La reaccidn es la sipuinnte: la bilirrubina es detectada -
al scoplarse con la sal de diazonio en medio 4Acido, dendo como
resultado un colar ante (piel) hasts un débil rosa-café, los re

sultados ge reportan como pequedo, moderado y grande (18,25). -

Fig. No. 7
(OOH COOH
ch CN; 42
CHy, CHy cHy Wy (u a .
l l | 0 ! i*‘l + 2 -Q—NEN B, — I —p
Ho Zh LT ¢
e cncH .coou
g2 Hy ey H
iy tn ey ‘Enl cuz cly Chy &
H

e L N A S o i ¥
Ho N:N_@ . @—NzN - N + MCHO
<l ct

Figuras No. 7

Valores de referencia

La arina normel caesi no contiene bilirrubina, el valor me-
dio es de 0.02 mg/dl y generalmente se encuentra elevads en -~

enfermedades hepéticas.

Altersciones

Valores anormales sugieren enfermedades hepatocelulares --
(hepatitis viral y t6xica, cirroeie biliar primaria, etc), icte

ricia fimiclfgica neonatel y anemias.
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Seneibilided

El limite de deteccién es de 0.5 mg/dl aunque el color pro
porcionado o el limite de sensibilidad depende de la interpreta

cibén individual de cada técnico (6,25).

Especificidad

La prueba no es muy especifica, pero no se han reportado -
falsos positivos. Se observe que a cantidades elevedas de urobi
linfgeno en orina verie el color de la pruebs pers no en el sen
tido de una indicecifn positiva. Se encuentran rescciones fal -
sgs positivas provocedas por medicesmentos como la fenazopiri-

dina.

Inhibidores

-~ E1 écido asscOHrbico disminuye la sensibilidad de la prueba.

- Un pH Bcido provoca disminucidn de la sensibilidad (18).

Eatabilidad

1) E1 sector es sensible § la humedad.
2) No debe almacenarse cerca de rediadares.
3) Estable en el envase original hasta la fecha de cadu-

cidad (18).
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Fuentes de error

Pars evitar resultados errfnecs es recomendable controlar
las siguientes variables:
a) Realizar répidsmente ia prueba, debido a que la bilirru
bina se oxida con bastante rapidez a biliverdina.
b) No filtrer ni centrifugar la orina, ya gue loc precipi-
tados de carbonatoc ce calcio o fosfaeto de calcic adsor-

ben le bilirrubins intensamente.

SECTOR DE SANGRE

El papel reactivo es de color amerillo sin papel hidréfoba.

Le presencia de un ndmero snormal de eritrocitos en orina
se dernominz hemsturia, mientras gue el término hemoglobinuris -
indica presencia de hemoglobina disuelts. £1 nimero sumentado -
de eritrocitos puede originarse en cualquier parte del sistems
urinaric. Cuando se abserva aumento de erltrocitos y cilindros
hematicos es probable gque el origen de ls hematuria sea renal .
La hematuria masiva se encuentres asocleda 8 traumatismo del ri-
fidn o del sparato excretor. Mientras que la hemoglobinurias, es
consecuencia de un sumento brusco y transitorio de la concentras
cibdn plesmética, casi siempre se debe s hemélisis intravascular
o indica 1las desintegracidén de eritrocitos dentro de vias urina

rias , generalmente en vejlga (8).
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Mecanisme de accién v contenido

El sector esté constituldo de:

a) 2,5-dimetil-2,5~dihidroperaxihexana (DHHP)
b) Tetrametilbencidina (TM8)

c) Amortiguador de pH &cido

Ls demostracién quimica de la hematuria se besa en la scti

vidad pseudoperoxidasa de le hemoglobine, transfiriendo un Ato-

mo de oxigeno del peréxido s un cromfgeno. Los eritrocitos in-

tactos producen en el érea resctiva manchas verdes sobre un fon
do smarillo, mientras gue ls hemoglobipa es detectads con un co

lor verde difuso (18,25).

CH CH3 Hy CH;
CHo=C-CHy-CH,-C~CH, 4+ 2HoN NH Seudo >
3-G-CHg-CHy-C-CHy 4 2HN-(— < -z p
POD
0 0 c}(3 CH3
| |
0 0
[ | Tetrametilbencidina
H H
DHHP
E';H3 CH3 cHy CHy
CH3=G-CH,~CHp-C-Ch3 + 2HN=NH + Hy0
OH oH CHy CHy
2,5~petanodiol compuesto colorido

Figura No. 9
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Valores de referencias

No se encuentran eritrocitos en la orina de personas cii
a )
nicamente sanas.

Alteraciones

Se encuentra hematuria en: glomerulonefritis, tuberculasis,
aindrome nefrOtico, pielonefritis aguda y crfnica, infarto re -
nal, trombosis de vena renal, riAbdn poliguistice, tumores, apen
dicitis aguda, paludic-n, endocarditis bacteriana subeguds, cilg
titis. En sinuncs cocolones en: lupus eritematoso, linfomas, --
neumonia viricga, nzndlisis intravascular grave (transfusidn de~

sangre incompstible) e infecclones (Clostridium sp.) (3,17

Senanibilidad

£En estudics realizedos pour Smith y cols. (25) demastraron-
gue 2l "Combur 8" es sensible @ 5 erlitrocitos intactos y = 10 -

eritrocitos lisados/microlitro.

Egpecificidad

£5 bastante espec{fico el sector de sangre, ya que 1lgs -
reactivos no reacclonan con las peroxldasas procedentes de otros
componentes ceolulares de la orina, como epitelios, espermstozoi
des, leucocitos. Se ha encontrado gue reacclona positivamente -
con ls mioglobine & concentracién de 0.05 mg/dl pero ls elimina
cidn normal de mioglobina se encuentra por debajo de 0.03 mg/dl

un resultado negativa podria excluir une mioglo: inurie patoldql



Ca.

En la fig. No. 10 se muestra un esquema en donde se ohser-
va el mecanismo de la reaccidn y las posibles fuentes de error.
Se crelas que una bacteriuris elevada podria provecar una resc -
cifn positiva debido s peroxidasas bacterianas. AR 20 orinzs li-
bres de sangre se afadieron bacteriss dejando tods la noche 8 -
temperstura ambiente, los esnflisis con tiras fueron negetivos,-
ocr lo tanto las peroxidasas bacterianas no influyen gs este. -
sector (18).

Se pueden praducir falsos positivos con hipoclorito de so-
dic a una concentraci6én de 100 mg/dl, mientras que ‘los yodﬁrds»

los producen 8 una concentracién por encima de 5 g/l.

oxidacidn directa

POD extrana

Hollo -+ crombgenp —-—--Zoi-ile. 4 H,0 + cromégenc oxidado
~0D
més receptar Seudo- . H,0 + receptor de 0y
inespecifico de Op £0D " oxidado

H0 + 1/2 Op

Figura N@ 10, Curso normal de 1a reaccifn (----); posibilidades

ce . 2sultados falsos positivos y falsos negativos (

Y.

- 432 ~



Inhibidares

-~ Rl aumentar la concentracidn del &cido ascdrbico disminuye 1as

senaibilidad del sector de sangre.

&cido mscérbi lectura de la lectura de la
co aorina sin éci orins ain fci
do ascbhrbico do asclrbico
500 mg/dl 3+ 24
2 g/dl 3+ 1+

Tabla No. 3 Ls concentracién de sangre es de 400

eritrocitos/ ul.

Estabilidad

1) Las tires son sensibles 8 la humedad.
v2) El envase cerrado es egstable hests la fechs de cadu-

cided (18).

Fuentes de error

Para evitar nbtener resultados falsos paositivos deben te-
nerse en cuenta:
a) Limpieza de los recipiente colectores de orina.
b) Suspensifn de ingesta de medicementos que provocan hemg
turia o hemoglobinuria como la sulfanilamida, salicila-

tos, ciclofosfamida, quinina, arsénico,etc.
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‘CAPITULO III
MATERIAL ¥ METODOS

Material

- Agitador para celdas

~ Algodfin

- Barras magnéticas

~ Bureta de 20, 10 y 5 ml.

-~ Cronfmetro

- Embudos de talle corto

- Egpéatulas

- Gradilla

- Mastraz volumétirico de 1000, 500, 200 ml.

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

-~ Matraz volumétrico de color embar de 100, S50 y 25 ml.
- Papel aluminie
- Papel filtro

- Papel parafilm

- Perilla

- Pipetas gradundas de 10, S5, 2, 1, 0.2, 0.1 y 0.01 ml.
~ Pipetas volumétricas de 25, 10, 5 y 1 ml.

- Pipeta semiautomftica de O.01 y 0.1 ml,

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

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



- Tijerss
- Tubos de ensaye de diferentes temafios

~ Vesos de precipitedos de 1000, 600, 250, 100, 50 y 10 ml.

Equipo

~ Agitador magnftico Corning PC-353

!

Agitador»magnético Magestir cat. 1250

Bafic sernldgico

1

Centrifuga Solbat Mod. J-12

Balanza analftica Sartorius 2006 MP

Espectrofotfmetro Eppendorf 1101M

Parrilla

Potencidmetro Philips Pw 9409 digital

- Vortex

Reactivos

- Acetato de sodio

- Albdmina

- Amprtiguedor de scetate pH 5.3 2M

- Amortiguedor de K,HPO, de pH 5,6,7,8 v 9

- Amﬁrtiguador de fosfato de potasioc pH 7.0 0.1M

- Pmortiguador de fosfato de potasio pH 5.0 0.1M

- Amartigumdor de fosfato de potasioc pH 6.8

- Amartigusdor de fosfato de potasio pH 8.0

~ Amortiguedor estandarizado de pH 4.008 y 7.413 (a 25°C),

- Rcido metil ester



Bilirrubina

Cianuro de sodioc 0.01M
Colorante.wnarillo—anaranjado (gelborange) al 0.1%
L-dimetilagmninobenzaldeh{do

Dimetilsulféxido (DMSO)
3-gmino~9-aminopropil-dihidrocloruro (Cl-APAC)
Etanol |
Etilenglicolmonometileter

Glicina

Glucosa

HC1 2M

HC1 O.1M

HC1 2.5M

HCl concentrado

HC1 al 10%

HC1 al 25%

HZSOQ 2.5M

3-hidroxibutirato-deshidrogenasa (3-HBDH)
3-hidroxi-1,2,3,b4-tetrahidrobenzo (h) quinolina (THBCH)
Kit pars bilirrubins

Luviskol al 3%

Metanal

NADH-Na2

NaOH 0.1M

NaOH D.1N

"'aOH 0.2N
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NaOH 0.05i

Ninhidrina

Nitroprusiato de sodio (NNP)
Nitrito de sodio al 0.05%
Perhidrol al 30%
Peroxidass (POD)

Propanol-2

Saponina

Estandar de sangre
Sulfemato de emcnio al 0.5%
Sulfanilamida

Sulfuro de sodic Bl 2%
Tetrametilbencidina (TMB)
Titan-IV-Cloruro

Urobilindgeno
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Métodos

SECTOR DE NITRITOS

umo?)/ares de
Reactivos del sector prueba

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

Sulfanilemida > 61.0

Pruebes de funcionamiento

Las tiras de los 5 lotes se sumergen durante 1 seg en soe-
luciones de O y 0.05 mg de NaND, de H,0,eliminar el exceso de -

reactivo, después de 30 seg. comparar los colores de las tirass-

con colores patrones internos.

Determinacifn de reactivos del &res

1, 3-hidroxi-l1,2,3,4%¢etrahidrobenzo(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 metannl 3 veces y agi-
tar magnéticamente durante 3 min., usar 2.5 ml para el {ltimo -
lavado. Colocar los eluatos en matraces volumétricos de 25 ml.-

posteriormente adicionar 2.5 ml de NaOH D0.1N a cada matraz vy
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aforar hesta la marcae ctan metanol. Leer a 340 rm contra el blan -
co 8 temperaturs de 25°c.
Blanco: en un matraz aforado de 25 ml pipetear 2.5 ml de NaOH -

0.1N y aforar con metanol.
Célculo

[THBCH:] = Eyug g X 357.2 [#mol/érea de pruebaj

2. Sulfanilemids
Procedimiento

En un tubo de ensaye colocar 1 ml de solucidn estandar de-
sulfanilamida (ver apéndice B), sellar la boca del tuboc con al-
godfn e incubar en bafio de agua a temperatura de 75-80°C hasta-
completa evaporacidn del metanal.

Extraer (con pinzas) 12 papeles reactivos del sector de ni
tritos de ceda uno de los 5 lotes depositandolos en tubos de en
Baye. A las pruebas vy el estandar diluirlos con 5 ml de HCL al-
10%. Colocar los tubos en baflo de agua par 10 min a BDDC, agi -
tar los tubos. Dejar enfriar las soluciones y filtrar (sol. de-

extraccidn),
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-Ugn

v( Etigquetar 7 matrsces de 25 ml, y adicionear:

Probl =1
Matraces a1 ems St.
C

Reactivo 83156 82945 81819 81670
Sol. estandar - - - - 1.00 ml
HC1l &l 10 % 1.00 ml - - - -
Sol. de extrac-

- 1.00 ml ml{ 1.00 ml 1.00 ml -

cifn

Ho0 destileda 1.00 ml 1.00 ml ml} 1.00 ml 1.00 ml 1.00 ml
NaN02 al 0.05 % 0.05 ml .05 ml ml{ Q.05 ml 0.05 ml 0.05 ml
Agitar y repnser por S min.
Sulfamato d
uirenato e end ) vgmy | 1.00 m ml| 1.00 1 |1.00ml | 1.00 ml
nio al 0.5 %
Etanol.al 96 % 10.00 ml [10.00 ml 10.00 ml| 10.00 ml | 10.00 ml | 10.00 ml
Rgiter y reposasr 5 min. Sequir con el sigquiente esquema de pleteo




tl{min)

5
6

8lanco + 1 ml de sol. re:’aqtiv‘a‘i ?{4=»'§fdfar'cqn' Ho0
destilada Lo T

Problemas + 1 ml de sol. reé'cv_tiﬁ:“af

f'-'-’-v“afora‘r' con -
Ho0 degtilada ‘

Estandar + 1 ml de sol. reesctiva* -—‘---t aforar con -
Ho0 destilada

teer £l blanco a 546 rm 3 25%C
Leer los problemas 2 546 M

Leer el estandar 8 546 MM

* Ver apéndice 8

Caleculo

E

Pr
[__Sulf'anilamida] = 76.3 X— [,umol/érea de pruebeﬂ

St
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CSECTOR DE pH

Renctivos del gector | mmal/&rea de
pr . prueba
Rojo de metilo (MR) S >1.49
Azu} de bromotimol (BTB) B - P

Pruegba de funciaonamientao

Introducir las tiras reactivas de un lote, durante 1 seq.-
en soluciones de K HPO, de oH 5, 6, 7, 8,y 9, sacudirlas para -

eliminar el exceso de resactivo, transcurridos 30 seg comparar -

rort los colores internos. Ln mismo se remliza con los L lotes -

reatantes.

Determinacidn de los reactivos del érea

Procedimiento:

Extraer 30 papeles reactivos de cads uno de los S lotes, -
depositandolos en vasos de orecipitados de 350 ml, Log papeles -

eluirlos con 6.25 ml de metanol 3 veces y 1 vez con 3.75 ml. ,

agitando durante 3 min cada vez. Recolecter las extracciongs en

matraces volumétricos de 25 ml, aforar con metanol mezclar
1]

( sol. prueba). Seguir el siguiente esguemaz en las celdas
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1. Rojo de mecila

Pipetear en celdss los siguientes reactives:

Problemas
Reactivo Bl
83156 82023 82945 81819 81670
Sol. prueba - 2.0ml| 2.0 ml | 2.0 ml 2.0 m1{ 2.0 ml
Metanal 2.0 m1 - - - - -
HC1 Z2M 0.2 ml{ 0.2 ml} 0.2 m2} 0.2 ml 0,2 ml] 0.2 ml

Mezcler y leer los problemas 8 S46 nm y 25°C cantra el Bl.

Calcu.a:

Eﬁﬂ = Egpg i X 12.14) - (E623 m X U.lbg)ﬁﬁmullérea de prqé]

ba

2..A2ul de bromotimol

Pipetear en celdss los sigujentes reactiwvos:
Problemas
Reactivo o B31S6 | 82023 | 62945 |61813 | 61670
Sol. prueba - 2.0ml|2.0mi)2.0m{2.0m2 | 2.0 ml
Metunol 2.0 mi -m - - - -
NalH D;lM 0.2 ml{ D.2m} | 0.2 m){0.2ml [0.2 mi 0.2 ml
Mezclar y leer los problemas contra el blanco a 623 rm

Célculo:

[BTB] = EE‘Z:JS % 28.43 [v;mcl/érea de pruebuJ
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SECTOR DE PROTEINAS

Reactivos del sector nmol/area de
prueba
Tetraclorofenoltetrabromasulfoftaleina (TT5) > 6.91
pH 3.6-3.8

Prueba de funcionamiento

Las tiras de los lotes se sumergen en soluciones de 0, 30,
100 y 500 mg de albimina/100 ml de H,0 durante 1 seg, sacudir -
para eleminar el excesc de reactivo y después de 30 seg compas -

rar los colares con los patrones internos.

Determinacidn de los reactivos del frea

1. Tetraclorofenoltetrabromosulfoftaleina (T75)

Procedimiento:

Extraer 24 papeles indicadores de cada uno de los lotes, -
depositandnlos en vasos de precipitzdos de 50 ml, eluir 5 veces
con una mezcla de amortiguador de fosfato/propanpl-2 (Apéndice-
B) con 5 ml cada vez, agitar durante 5 min s temperatura ambien
te.

Los eluatos recolectsrlos en matraces volumbtricos de 25 -
ml y llevar hasta la marcs con amortiguadcr de fosfate/propanci

2. Transferir 8 ml de esta solucifn a tubos de ensaye y centri-

- 5L -




IS

fugar & 3000 r.g.m. por 5 min (Sol. problema). La extincldn de-
los problemes medirle contra un blanco a 6815 rm 8 2590,
Sol. blanco: centrifugar en tubos de ensaye 8 ml de la mezcls -

gnortiguador de fosfato/propsnol-2, 5 min e 3000 r.p.m,
Célculo

[178] = €515, X 16-64 [Amol/érea de pruebs)

2. Determinacidn del valor del pH
Procedimiento:

Extrer 120 papeles reactivos del sector (con pinzas) de c8
da uno de los lotes, depositandoloas en tubos de ensaye; 8 cade-
tubo afiadir &4 ml de agus destilada, agitar por 4 min, decantar-
las soluciones de extraccifn en tubos de ensaye mAs pequefios y-
medir el pH de cada lote » 25°C. con el potencibmetro ya cali -

brado.
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SECTOR DE GLUCOSA

Reactivos del sector 01322?2;221"
Glucosaoxidasa (GOD) > 1.5
Peroxidasa (POD) > 3.8
pH 5.3-5.7

Prueba de funcionamiento

Sumergir las tiras 1 seg en scluciones estsndares de 30, -
100, 300 y 1000 mg de glucosa/100 ml de agua, eliminar el exce-
so sacudiends la tira y después-de 30 seqg comparer los colores-

con los estandares internos.

Determinaciin de los reactivos del fres

Procedimiento:

12 &reas del sector de glucoss de cada lote depositarlos -
en vasos de 50 ml, agitar magn&ticamente 5 min con 10 ml de ~--
smortiguador de fosfato 0.1M pH 5.03, L veces. Los eluatos reco
lectarlos en matrasces volumétiricos de 50 ml, aforar hasta lg -~
marcs con el amortiquador de fosfetos D.1M pH 5.03 (Sol. princi
pal).

Dos ml de la sol. principal de cada lote colocarlos en ma-
traces volumétricos de 10 ml y aforar con el amortiguadorvde -

fosfatos 0.1M pH 5.03 (Dilucién I).
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1. Determinacién de la actividad de la GOD

Pipetear en celdas los siguientes resctivos:

Praoblemas
Reactlvo Bl V53156 | s2023 | 82945 | 81819 | 81670
C1-APAC/amortiguador de PO,/ 3.00ml [2.86ml | 2.8 ml| 2.8 ml|2.8mL |2.8ml
ngaturado con Oxfigeno" :
Sol. de extraccibén (Dil. I) - 0.01 ml} 0.01 mlj 0.01 ml{ 0.01 ml}0.01 ml
Sol. de POD al 1 % * 0.01 ml | 0.01 ml) 0.01 m1} 0.01 m1 | 0.0 ml|0.01 ml

Incubar a 25°C y efiedir

Sol. de glucosa* 0.10 m1 | 0.10 m1| 0.10 mY 8.10 m1 | 0.10 m1| 0.10 mi

tomar la primers lecture eproximedsmente a los 5 min.;

min. Langitud de onde 492 nm y temperatura de 25°C.

Agitar las celdas y ajustar el sparato con e) blanco, introducir los problemas vy -

tomar otras 6 lectures cada

* Ver apéndice B
Célculo:

[Gmﬂ = AE/min X 125.4 c1-APAc-umuau/6rea]




2. Determinacién de la actividad de la POD

Pipetear en celdas los siguientes ‘reactivos:

Problemas
Reactivo 81
83156 | 82023 |82945 |B81819 | 81670
Sol. de Cl-
APRC-AmOT Y1~ -  |3.00 m1| 3.00 m1}3.00 m1|3.00 mi| 3.00 m1
gusdor de PU“
Holo®

Sol. princi-

0.02 mlg.02 ml{ 0.02 ml{ 0.02 ml{0.02 ml{ 0.02 ml
pal

Mezclar y ajustar con el blanco el sparato a 492 rm y la tempe
raturae de 2508, introducir los problemas y tomar la primera -

lectura aproximadamente 8 los 5 min; tomar otras 6 lecturas -

cada min.

* Ver apéndice B
Célculo:

[Pod] = AE/min. X 243.5 [C1-APAC-Unided/brea]

3. Determinacidn del velor del pH
Procedimiento:

Extreer 120 papeles del sector de cada uno de los lotes, =
depositandolos en tubos de enseye, a estos afiadir 4 ml de H,0 -
destilads, agitar 3 min; las soluciones de extraccidn pasarlos-

a otros tubos y medir el pH en el potenciémetro ya calibrado.
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SECTOR DE GETONAS

Reactivos del sector .

Glicina > 20.35 umol/bres
Nitroprusiato de sodio (NNP) > 165 wmol/ares
pH 9.1-9.3

Prueta de funcionamiento

Lzs tiracs zZe los lotes se introduce en soluciones estanda-

i)

res dz 0, 10, 50 v 250 mg % de 4cido acetoecético (ver apéndice
A) 1 seg, a los 60 seg comparar los colores obtenidos con patrg

nes internos.

Deter~inacidn de leoa resctivos del sector

1. Determinacifn de la glicina
Procedimiento:

Depositar 9 pepeles de ceda lote en vasos de precipitados~
de 5C ml, adiciorar s cads unc 10 ml de HZU destilads, sgiter -
magn&ticemente 3 min; éste procedimiento repetirlc 4 veces. --
Transferir los elustos a mstraces volumétricos de 100 ml y afo-
rar 2 la marca. De estes Gltimas soluciones tomar 2.5 ml y depg
sitarlos en matraces volumétricos de 25 ml respeciivemente para

cada lote, aforar con asgus destilada (sol. prueba)



Pipetear en matraces volumétricos de 10 ml.

Matraces " Problemas

81 St
83156 |82023 | 82545 | 81819 | 81670

Reactivo

HoO destilada 1ml - - - - - -

Snl. prueba - 1ml Iml{lm 1 ml 1 ml -

Spl. st. de
glicina

Amortiguador

cianoscetato 1 ml 1 ml 1 ml 1 ml 1 ml 1 ml 1 ml

Ninhidring 3% {1 ml 1ml 1 ml 1 ml 1ml 1 ml 1 ml

Mezclar e incubar 15 min en bafio de agua en ebullicién

2-propanol 50%|5 ml |5 ml |Sml [{5ml |{S5ml {5ml |5 ml

Mezclar y reposar 10 min s temperatura ambiente, aforar con -
propanol-2 al 50 % lee extinciones de los problemas y el es -

tandar medirlos contra el blancc a 578 mm.

Cilcula:

@licinaj:

EPr

X 24.8 @mol/érea de prueba]

st

2..Determinacifn del nitroprusiatoc de sodio
Procedimiento

Colocar 24 Areas reactives de los lotes en matraces volumé
tricos de 10 ml, los papeles eluirlos 3 veces can dimetilsulfG-
xido (DMSD); 2 veces con 3 ml vy 1 vez con 4 ml, sgitar 1 min, -

tapar al terminar de agregar el OMS0. Las 3 extracciones (sol.-
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pruzba) depositerlas en matraces de 25 ml. Sequir el siguiente

esguema.
Matraces Problemas
81 5t
Reactivo 83156 | 82023 82945( 8181981670
Snl. pruebs - 10 ml | 10 ml {10 ml 10 m1 | 10 ml -
Sol st. de NNP - - - - - - f1m
DMSO 10 ml - - - - - |9 m1
2-propanol gmil &ml| 8nl| 8ml|{ Bml{ 8 ml{& ml
Sulfuro de Na|] S ol 5mi| Sml| Sml{ 5ml| 5 mll5 ml

Aforar los matraces con 2-propanol, mezclar y dejar & 2s°Cc -
en bafic de ague & min. Exactamente después de 5 min de la adji

cién del sulfuro de Na, medir lss extinciones de los proble-

mas y el estandar contra el blanco a 546 rm.

EPr

CAlculao:
- X Uyye X 3.36 Emnl/érea de prueba

[wp] =

Wonp = Peso del NNP en mg.

3. Determinacifn del valor del pH
Procedimiento

Extraer 4& papeles indicadores de cada lote, depositarlos-
en tubes de ensaye, a cada uno afisdir &4 ml de Ho0 destilada aqi

tar por 2 min. Medir el pH de las soluciones de extraceifin,
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SECTOR DE URDBILINDGEND

Reactivo del sector Mmol/érea de
pruebs
L-metoxi~tetrafluoroborato > 110

Pryeba de funcionamiento

Introducir las tiras de los 5 lotes durante 1 seq en le se
rie de diluciones de O, 1, 4, y 8 mg % de urobilinfgeno (ver -
apéndice A), sacudirlas para eleminar el exceso de reactivo, a-

los 30 seg de reaccifn comparar los colores obtenidos con los -

patrones internos.

Determinacidn del reactivo del sector

L-metoxi-tetrafluoroborato

Procedimiento:

Depositer 24 Areas en vasos de precipitados de 50 ml, afa-
dir 20 ml de smortiguador de citrato/HC) pH 3.02 (ver apéndice-
8), agitar por 3 min. Realizar esta operacifin 3 veces nés; reco
lectar los elustos en matraces volumftricos de 100 ml con el -
amortiguador (socl. de elucibn).

Colocar 15 ml de ls solucién de elucidn en un matrez volu-

métrico de 50 ml, sfadir 20 ml de reactivo de scoplamiento (ver

apéndice B) y aforarlos con agua destilada; incubar por 6 min a

~ B2 -




ZSDC. Leer contra el blenco los problemas a 578rm.
Blsncoc: en un matraz volumétrico de 50 ml colocar 20 ml del -
reactivo de acoplamiento y sforar con amortipguador de citrato -

HCl e incubar & 25°C durante 7 min.
Célculo:

[}—metoxibenznz]u ES X 420 [&mul-érea de pruebé]

78rm
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SECTOR DE BILIRRUBINA

Reactivos del sector nmol/érea de
pruebs
2,6-diclorobenzoldiazonio-tetrafluorobarato > 23.0

Prueba de funcionamiento

Les tiras de los lotes se introducen en soluciones de O, -
0.5, 1.0 vy 5.0 mg de bilirrubine/100 ml de agua ( Apéndice A) -
durante 1 seq, eliminar el exceso; 30 seq después comparar los-

colores obtenidos con los patrones interngs.

Oeterminacifin del reactivo del fres

l. 2,6~diclorobenzoldiazonio-tetrafluoroborato

Pracedimiento:

Depositar en vasos de precipitados de 50 ml (previamente -
cubiertos de la luz con papel aluminioc) 24 papeles reactivos de
cada lote, sfiadir 8 ml de HCl 0.1M agitar 3 min, repetir esta-
operacidn 3 veces mas. Pasar los elumtos a matraces volumétri -
cos de 50 ml (protegidos de la luz), afadir 20 ml de resctivo -
de acoplsmiento (Apendice B) mezclar y aforar con HCl 0.1M incy
per a 21°C en bafio de agua 5 min. La lectura de extincién se --

realiza a los 10 min a 492 rm.

- Bl -




Blanco: Agregar en un matraz aforado de 50 ml, 20 ml de HGCl ==
0.1M y 20 ml del reactivo de acoplemiento, aforar con HCl, re-

posar 8 min a 21%.

Chlculo:

[E,s-diclorubenzéz] = Eugz mm X 67.6 [hmol/érea de pruebé]
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SECTOR DE SANGRE

Reactivos del sector mo;ﬁé;s: de
Tetrametilbencidina (TMB) > 79
2,5-dimetil-2,5-dihidroperoxihexana (DHHP) > 0.60
pH 5.3-5.5

Pruebas de funcionamiento

Se introducen durante 1 seg las tiras de los 5 lotes en -~
les soluciones de 0,10,50 y 250 eritrocitos/ul (ver apéndice A)

sacudirlas para eliminar el exceso de reactivo y a los 30 seg

comparar los colores obtenidos con los patromes internos para

eritrocitos intactos.

Introducir otres tiras en soluclones estendares de 50 y -
250 eritrocitos lisadoa/u 1 (ver apéndice A), las gue corres -
panden a la hemoglobina de 50 y 250 eritrocitos/ul, durante 1

seg, 8 los 30 seg comparar con los colores patromes internas.

Determinacién de reactivos del sector

1. Tetrametilbencidina (TMB)

Procedimiento:

Extraer 24 papeles reactivos respectivemente de los dife~

rentes lotes, depositandose en matreces volumétricos de 50 ml,
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agregar 4LO ml de etanol, egiter 15 min y aforar con metanol {(=sol

prueba).

Colocar en matraces volumétricos de 50 ml los sig. reactivas

“~Matraces Problemes
EoL 5t EqL
Resctivo 83156 |82023 | 82545 |81819 | 81670

Sol prueba 20 m1{20 m1 {20 ml | 20 ml} 20 m1|20 ml - -
Sol st. de i

™8 - - - - - - orm -

DABA* 5 mlf 5 ml 5 ml 5 ml 5ml{ Sml]|5ml |5 ml

Aforar los matraces con etanol, reposar 10 min e incubar a 2s°c

en bafio de agus, leer las extinciones 8 436 nn.

* \er apéndice 8

Calculo

ERL - &

Epr -
[ve] - Est¢ - ERL

PL

X Ew X 2.6 Eémol/érea de pruebé]

ERL = Blanco reactlvo

E

i

BL B8lanco papel X

Ew ~ Peso del estandar de TMB en mg.

2. 2,5~-dimetil-~2,5~-dihidroperoxi-hexano (DHHP)
Procedimienta:

Colocar 24 pspeles indicadores en matraces volumétricos de
50 ml, afiadir 25 ml de HCl 81 25 % y 2 ml de Acido hexacloroti-

thn (Apéndice B), agitar los 5 matraces durante 15 min, aforar-
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con HCl, filtrer y leer las extinciones contra el blanco de HCl

al 25 % a 405 rm.

Calculo:

{bHHE] = EAUS m X 1.80 [imol/érea de pruebgﬂ

3. Determinacifin del valor del pH
Procedimiento:

En tubns de ensaye colocar 120 papeles reactivos de los 5-
lotes; afedir a cada tubo & ml de agua destilada agitando por &
min, decantar la solucién de extraccifn en otros tubos y medir-

el pH de csda late en un potencifmetro ya calibrado.
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AREA DE NITRITOS

Prueba de funcionamiento Reactivos
Late Tiempa Nitritos [no/100 mi) THBCH Sulfanilemida
(meses) Colares patrén Lol /brea Mol /Erea
4] 0.05
83156 6 correcto correcto 64.26% 66.86%
82945 11 correcto correcto 67.68" 70.87%
82023 17 correcto correcto .29% 65.60"
81819 28 correcto cofrecto 81.79% 78.014
81670 39 correcto correcto 78.22" 73.64"

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

+ Ualor correcto

SspoavYLINS 3
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AREA DE pH

Pruebas de funcionamiento Reasctivaos
Lote Tiempo unidades de pH Rojo de me| Azul de
(meses) Colores patrén tilo |bromotimol
5 6 7 8 3 NMol/éres |NMol/brea
83156 6 correcta correcto correcto | correcto carrecto 2.a07* 11.79*
82023 11 correcto correcto correcto | correcto correcto 1.19% 10.26"
82945 1?7 correcto correcto correcta | correcto correcto z.12% 11.59%
81819 28 correcto correcto correcto | correcto correcto 2.12% 12.05"
81670 39 correcto correcto carrecto | correcto correcto 2.12% 11.88"%

+ Valor correcto



AREA DE PROTEINAS

Prueba de funcionamiento Reactivos
;Lgﬁg: Tiempo alhﬁmlﬁﬁ[@@/lﬂ“ mi} Tetracloro
ca (meses) Colores patrén fenol pH
0 30 100 L ‘SQD iMol/fGrea
83156 6 correcto carrecto correcto correcto 6.87" 3.1
82023 11 correcto correcto correcto correcto 7.23% 3.65"
82945 17 correcto cnrrect;” correcto correcto 7.33"% 3.657
81819 28 correcto currec;;*" correcto correcto 7.57% 3.65"
81670 39 correcto ﬂ;;;;ecto correcto caorrecto 7.98% 3.67"
+ Velor correcto - T




HREA DE GLULDSA

Prueba de Funcionamiento Reactivos
Tiempo glucosa [mg/100 mi] Actividad| Actividad
Lote —
(meses) Colores patrdn de GOD de POD pH
30 100 300 U/brea U/4rea
83156 6 correcto carrecto correcto 1.50% 4.p9* 5.45%
82945 11 correcto carrecto carrecto correcto 1.69% 304" s5.6467
82023 17 correcto correcto correcto correcto 1.57% 1.91%* 5.46"
81819 28 correcto carrecto correcto correcto 1.57% L.m* 5.45"%
81670 39 carrecto correcto correcto correcto .08t 2,55%* s5.417

+ Yalor correcto

++ Valor incorreécto




ARER DE CUERPOS CETUNICOS

Pruebﬂ“;; funcionamiento Reactivos
| Tiempe | Betdo msetosséuico [na/100 ml] |y oo
(meses) Colores patrédn alato Glicina pH
o 10 50 250 nMot/brea | uMol/@rea
83156 6 carrecto cn;;ecto correcto c;;;ectn A-;Uj.ls;“— 23.31*-‘— 9.19"
82023 11 correcto correcto correcto carrecto 254.5% 27.56% 9.19"
82945 17 correcto véérrectn cnrr;;;;’ correctn ;;;in* 29.18% 5.20"
81819 28 correcto correcto correcto correcto 228.4" 26.77" 9.19"
B1670 39 correcto| correcto | correcta | correcta{ 269.3% 26.29" 9.19"%
S

+ Valor correcto
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AREA DE UROBILINUGENU

Prueba de funcionamiento Reactivo
urobilindgeno [mg %
Lote Tiempo Colon £:~ .j L-Metoxi-
wlores patrdn

(meses) P benzal.

0 b 4 8 12 nMol/brea
e S )
83156 6 incorrectol correcto correcto correcto caorrecto 142.38
82023 11 incorrento correctn currecto carrecto correcto 1u6.58"%
82945 17 incarrectu cnrrecto carrecto correcto correcto 150.36%
81819 28 incorrecto correcto correcto correctu correcto 12.80%
81670 34 incorrecto correcto carrecto correctu 1L8.68"

carrecto J

+ Valur correcto
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AREA DE BILIRRUBINA

Pruegba de funclonemiento

Reactivo
Lote Tiempo hlliiffbinﬂ[ﬁg/luo mi] 2,6-dicloro-
(meses) Colores patrdn benzaldiazonio
0.5 1.0 5.0 NMal/bren
83156 6 cufrecto correcto correcto incorrecto 2u,23%
82023 11 correcto correcto correctn incorrecto 17.03%"
82945 17 correcto correcto carrecto correcto 23.69"
81819 28 correcto correcto incorrecto incorrecto 21.09""
81670 39 correcto correcto correcto incorrecto 22 9%

+ Valor correcto

++ Valor incorrecto
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AREA DE SANLRE

Pruebas de funcionamiento Reactivos
Eritrocitos y hemoglobina erdit/ p 1.
Tetrameti)
Ti .
Lote ( BNPO) Colures patrén DHHP benciding pH
mesesg &
Ery .0 10 50 250 wMol/érea | #MMal/érea
Hh. 50 250
correcto correcto correcto correcto .
+ +
83156 6 correcto correcta 0.765 114,19 5.33
correcto correcto correcto correcto
82023 11 0.736" 110.03" 5.32%
correcto correcto
carrecto correcto correcto correcto
82945 17 n.684" 110.06% s.28%t
correcto correcto
correcto corrvecto correcto correcto ' + et
81819 28 0.827 101,34 5.29
correctn correcto
correcto } incorrecto Vnnrrectn correcto
81670 39 n.6up* 111.51%* 5.o8%"
incorrecto iccarrecto
DHHP = 2,5-dimetil-2,5-dihidroperoxihexano

+ Valor correcto

++ Valor incorrecto




CAPITULO V

ANALISIS DE RESULTADOS Y
CONCLUSIONES

Analisis de resultados

Este trabajo pretende dar a conocer ls composicidén de les
tires reasctivas comerciales y su estabilidad en cuanto 8 su -
tiempo de aslmacenamiento, ys que el Quimico que ejerce su profe
sidn dentro del Sector Salud se enfrenta a la diaria tarea de -
realizacién de miltiples exémenes de orina siendo importante -
gue conozca el funcionamiento de lea mismes. Las tiras reacti-
vas proporcionan resultados semicuantitativos y cuando se obten
ga algdn resultedo dudaso, se debe realizar la prueba por mfto-

dos cuantitativos. En este trabajo se ha observado que:

~ Los sectores de nitritos, pH, proteinss, cuerpos ceténi-
cos y urobilinfgern continuan funcionando a los 39 meses,
aungue en la etiqueta se indice una estebilidad de 24 me

sSes.

- £l sector de glucosa ha disminuido su sensibilided = los
39 meses debido a gue las enzimes GOD y POD han disminui
to su activided, pero es estable por lo menos hasta 8su-

su fechae de caducidad (24 meses).



Conclus

Es importante hacer notar que a la concentracidn de -
0 mg/dl el color chtenido para urobilinfgenc es diferen-
te al color del patrdn, debido 8 que en la orina siempre

se encuentra una pequefa concentracifn.

iones

En base a los resultedos obtenidos tenemos gue:

l.

2.

Lao cetanas y sangre no son los sectores més inestables.
El sector de cetonas se puede utilizar a los 39 meses y

el de sangre hasta logs 28 meses.

El sector de cetonus sl es sensible a la bumedad, por -
lo gue se deben sacar el nimers de tiras que se van a-
utilizar y cerrar el envase de las tiras irmmediatamente,

como lo indica el fabricante.

El sector m&s inestable es el de bilirrubina, el cudl-
no funciona a los 28 meses y se recomienda mo utilizar-

lo ya transcurrido este tiempo.

E1 sector de nitritos presenta un ligero deterioro fiql
co a los 39 meses, pero no se ve afectada la senaibili-

dad del sector.

Se pueden seguir utilizando los sectores de nitritos, -

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

dad.
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6. El sector de giucosa es hipersensible a2 soluciones ecun

sas pero esta disminuye en orina.

Asf{ mismo cabe enfatizer que lss determinsciones realizs -
das pare el establecimiento del tiempo de deterioro de las ti -
ras, fueron reslizedas a temperatura smbiente, por 1lo que se -
recomienda pare posteriores trabajos el anflisis de un solo lo

te a diferentes iemperaturas.
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APENDICE A

Reactivos pars pruebas de Funcionamiento

Soluciones estandares de cetona

Para la preparacifin de las soluciores, preparar una solu-
cifn madre de 8cido scetoacético y determinar la concentracifin

de la solucidn vy de esta preparar diluciones.
l.- Preparacidn de la solucidn madre de acido acetoacético:

Colacar 3 ml de éAcido metil ester en un matraz volumétrica-
de 100 ml y llevar hasta ls marca con NalH G.2N, dejar en -

refrigeracifn 3 dias para hidrdlisis.

2.- Determinscién de la concentracidn de la soluczidn madre de -

fcido acetoacético.

Dilucifn I: tomar 1 ml de la solucidn madre y sforar a 200~

ml con agua destilada

Dilucibn II: 5 ml de la diluci6n I se aforan a 200 ml con -
amortiguador de fosfato de potasio pH 6.8. In-

cubar 10 min. a 25°C.
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Pipetear en celdas los siguientes reactivos:

Reactivos Pr
Dilucibn II 2.0 ml
NADH~Najz 0.2 ml
Mezclar y medir la extincifén (Ey) a 366 rm contra aire. Afie-
dir el siguiente resctivo
3-hidroxibutirato-deshidrogenasa {(3~HBDH) 0.2 ml

ximedemente 25 min leer la extincién (EZ)

Mezclar y cusndo se haya detenido la reaccifin, que dura apro

Chlculo:
C, = (E, - £,) X 13.7 X 10°
A 1 2 ¢
G, = (0.758 = 0.550) X 13.7 X 10°
C, = 2845.6 mg de Acida cetoacftico/dl
25000 _ ml de la solucifn medre de &cido acetoacética, afoz
CA = los a 100 ml (Sol. A)
—%%%%Eg- = 8.7 ml de Acido acetoecético
Sol. A = 8.7 ml de 4cido scetoacético (sol. medre) aforar e

100 ml1 con smortiguador de fosfato pH 6.8
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3.- Preparatidn de sclucicnes estandares de cetonas

Colocer en tubos de ensaye los siguientes reéctivus
ac. acetoacéti Sol. A Amartiguador | oo\ Lo co1gre
co mg % de KoHPO,,
o 0.0 ml 10.0 ml 0.10 ml
iD 0.4 ml 9.5 ml 0.10 ml
50 2.0 ml1 8.0 ml 0.10 ml
250 10.0 ml 0.0 ml 0.10 ml

* Color smarillo-anaranjado al 1%

Soluciones estandares de urobilinfgeno

l.- Determinacidn de urobilinSgeno de un lote

Solucifn de urobilinbgeno; disolver 0.5 mg de urobilindgerno

en 5 ml de etangl y aforar 8 50 ml (tapsr de la luz).

En un matraz de 25 ml afadir 1.25 ml de Sol. de urnbilinégg
no, 6.25 ml de b-dimetilbenzaldehido y 2.5 ml de scetato de

sgdio, aforar y medir a 557 mm contra un blanco.
P =Ey - Eg X 182.5 = % de urobilinfigenc en mg..

P = 0.211 - 0.026 X 182.5 = 34.1275 % de urobilinfgenc que-~
contiene el lote.

1000 . Mg de urcbilinfigeno gue se deben pesar del lote gue
P ge le determind el contenido de urobilindgeno.

1000
34,1275 = 29.3018 mg de urobilinSgeno psra pesar del lote.

_eé-



2.~ Preparacidn de la sol. principal de urobilindgeno: pesar -
30.0 mg de urobilindgeno en un matrez ambar de 50 ml, di -
solver con 25 gotas de NaOH O0.1N con ayuda de un agitador-

magnético, sforar con sgua destilada

3.~ Preparacién de soluciones de prueba de ursbilinfgeno

Pipetear en tubos de ensaye los siguientes reactivos:
urobilindgeno Sol. principal Agua destilada
0 mg/100 ml 0.0 ml 10.0 ml
2 mc/1000m1 1.0 ml 9.0 ml
4 mg/100 ml 2.0 ml 8.0 ml
8 mg/100 ml L.O ml 6.0 ml
12 mp/100 ml 6.0 ml 4.0 ml

Soluciones estendares de bilirrubina

1.~ Preparacign de la solucién madre de bilirrubina: en un ma -
traz embar de 100 ml pesar 10 mg de bilirrubina, sgregar 2
ml de NaOH 0.05N, agitar hasta disolucién de le bilirrubina
en ssquida agregar 2 ml de Luviskol al 3%, sgiter y aforar-

amortiguedor de fosfatos pH 8 (sal. madre).
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2.~ Determinacidén de la concentracién de bilirrubina de le soluy
cién madre.

Diluir 1a bilirrubina 1:1

Pipetear en tubos de ensaye

Regctivo 81 Pr
Acido sulfanilico g.2ml | 0.2 ml
Nitrito de sodio - 1 gota
Benzoasto de cafeina 1.0ml {1.0ml
Bilirrubina (dil. 1l:1) 0.2 ml | D.2ml
Mezeclar y reposar 15 min
Tartrato 1.0 ml 1.0 ml

Mezclar y repaosar 5 min y leer el problema contra el Bl

a 578 rmm vy 25°C.

3,- Preparaciin de las soluciones estandares de bilirrubinas

Sol. cero de bilirrubina: colocar 2 ml de NaOH O.05N y 2 ml
de Luviskol al 3 %, mezclar y aforar a 100 ml con amortigug

dar de fostato pH 8.

Bilirrubina sol. cero de bi sal. madre de bi-
lirrubing lirrubing
0.0 mg/dl 10.00 ml -
0.5 mg/dl 9,01 ml 0.5 ml
1.0 mg/dl 8.06 ml 1.0 ml1
5.0 mo/dl 4L.06 ml 5.0 ml
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Soluciones estandares

de sangre

l.-

Solucifn madre de sangre: en un matrsz volumétrico de 25 ml

llenarlo hasta la mitad con agua destilads y efiadir 50 4l -

de un estandar de sangre,

aforar con acua destilada. De es-

ta solucidn colocar 5 ml en un matraz de 50 ml y llavar --

hasta la marca (sol. A).

Frepasrecifin de scluciones estandares

de sangre

En vasos de precipitados de 25 ml afadir

Eritrocitos/ ul Agua destilada Sol. A
8 20.0 ml1 -

10 18.8 m1 0.2 ml

50 19.0 ml1 1.0 ml

250 15.0 m1 5.0 ml

Soluciones estandares

mas ciluciones de los estandares de sangre (50 y 250

citos//Jl) y 8 cada una agregar trazas de saponina y

los.

de hemoglobina: preparsr las 2
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APENDICE B

Reactivos para determinacifn de las Areas reactivas

Reactivos para el sector de nitritos

l.- Sol. de sulfanilamida
~ 0.0130 g de sulfanilamida
- 15.1 mo de THBCH

aforar a 100 ml con etanol

2.~ 50l. reactivas
- 75.1 mg de THBCH
- 10 ml de etanol

mezclar y aforer con agua destilada 8 25 mil.

Reactivos paras el sector de protefinas

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

- 100 ml. de amortiguador de fosfato de potasio pH 7.0 0.1M

~ 100 ml. de propanaol-2

Reactivos para el sector de glucoss

l.- S5o0l. de Cl~APAC/amortiguador de fosfato de potasio 0.1M
Disolver con 100 ml de amortiguador de fosfato de potasio -
0.1M pH 5.0, 0.1872 g de C1-APAC (sal. A)

De la sol. anterior de C1-APAC tomar 30 ml. en un matraz de

108 ml. y aforar con el amartiguador (sol. 8).
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Cl-APAC/smortiguador de foefato de potasic "saturada con 02"
Una pequefia cantidad de spl. 8 colocarla en un vaso y agi ~
tar magneticamente por 10 min pars su saturacibn cen 02.
Sol. de glucosa

Disaolver con 2.5 ml de agua destilade 1.25 g de monohidrato

de glucnsa.

Sol. de Cl-APAC/amortiquador de fosfato de potasiD/HZD2

"~ 7.5 ml de sol. A

~ 3.75 ml de H202

aforar a 25 ml. con emortiguador de fosfato pH 5.0 0.1M

Sol. de H202

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

llevar hasta le marca con aqua destilada.

Reactivos para el sector de cetonas

L.~

Sol. estandar de glicina 2 X 107"

M
Digolver 0.0375 g de glicina con ague destilada vy aforar a-
25 ml, con agua destilada. De esta solucifn tomar 2 ml. y--

aforarlos a 200 ml con ague destilada.

Amortiguador de cianoacetato

-~ 1 ml de NgCN 0,01M y aforar a S0 ml con amortiguador de -

acetato 2M.

Sol. de ninhidrina al 3% Cw/v)

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

Propanol-2 al 50% (v/v)
~ 25 ml de 2-propanol

- 25 ml de agua destilada

Sol. estardar de NNP O.N5M
Oisplver 37.6 mg de nitroprusietoc de sodioc con DMSO y afa -

rar con este a 50 ml.

Sulfuro de sodio

Oigolver 3.0754 g de Na,S con agua degtileda y aforer a ~-

2
50 ml.

Reactivoa para el sector de urobilinlaeno

l.=-

Amortiguador de citrata/HCl

Disolver con 100 ml de NaOH 10.52 g de #cido ci{trico y afo-
rar a 500 ml con agua destilada. A 4LOD ml de esta solucibn-
medir el pH (4.90), se adicions 550 ml de HCl 0.1M para -

ajustar el pH a 3.0

Reactivo de acoplamiento

Displver 856.1 mg de THBCH con metanol y aforer a 200 ml,

Reactivo pare el sector bilirribina

1l.-

Reactivo de acoplemiento

Disolver 32 mg de THBCH con 160 ml de metanol.



Regctivos para el =zector da sangre

1.~ Sol. detetrametilbencidinae (TMB)

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

2.~ Resctivo de dimetileminobenzaldehido al 5% en Gcido sulféri
co diluide (REACTIVO DABA)
- 5 g de dimetileminobenzaldehido
-~ 50 ml de &cido sulfdrico 2.5M
Disolver el dimetileminobenzaldehido con el Acido y aforar-

a 100 ml con sqQua destilada.

3.~ Acido hexaclorotitén
A 40 ml de Tit&n-IV-cloruro sdicicnar lentamente HC1l concen

trado, uns vez disuelto aforar con el mismo s 200 ml.
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