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DESARROLLO DE HICROTECNOLOGIA PARA .LA QUIHICA SANGUINEA 
RUTINARIA EN EL LABORATORIO CLINICO 



INTRODUCCION 



l. lNTRODUCCION. 

La Qutmica Cl tnica es una ciencia que puede con!i1derarse joven, ya ~ue 
h• principios d• •igla. por.ejemplo, no se tenlan tecnica• para 
dosificar glucosa en sangre. 

Hasta el inicio de les años veinte, s~·acias a los trabaJOS de Fol1n
Wu, fue posible la cuantificaci6n de metabolitos en sangre y ari.na. 

A pesar de se1~ una ciencia con tan paco tiempo de inicio, el avance y 
evolución de la Quimica Cl1nica han sido asombrosos. Por eJemplo antes 
era clasico llevar a cabo toda una marcha analitica para ·cualquier 
determinación. 

Habla que preparar un filtrado libre de proteinas para el cual se 
us•b•n do~ reactivos, daspues para cada elemento que se querla 
determinar •• volvtan a uwar do• O tr•• reactivas, actualmente l•s 
t•cnic•• han evolucionado y •• ha ll•eado á ten•r una e$pecificidad y 
•x•ctitud muy sr•nde• sin n•cesidad d• recurrir a la prwparaciOn de 
filtrados libras da prot•lnas. 

L.a tnayorta de la• t•cnica• actual•• tienden s.implemente a pon•r la 
mue•tra <suero, pla5ma, •te.> en contacto ccn un reactivo especifico 
para lograr la det•r~inaciOn del par ... tro de•••do, esto ha facilitado 
la automatizaci6n o semiautomatiz•ciOn de la t•cnologta cllnica y si 
ant•s •• nece•itaban mililitros de sangre total para trabajar una 
11 qulmica sangutnea", actualmente l•• mi41.ma1.1 determinaciones 5e logran 
con volUmene• mini.as da •u•~tra y par lo tanto pequeña• cantidades de 
reactivo < 1 >. 

Las primeras microtécnica5 en Quimica Clinica. fueron originadas como 
respue•ta a lae n1te••idades . pttc:ti•trica.s, debido a la• peque~as 
cantidades de 4an9re en reci•n nacidos y pre•aturo~. Natelson menciona 
que 5 ~ililitros de pl••~a repreaantan cerc• del 101. de plasma total 
da un pramaturo d• un kilogra11<> Cll, 

Natelsan, 
d•sarral lo 
n•cest.dade• 
a 941:•ra par 

Sanz y otros hicieron con~ribucion .. i~portantttB para el 
da procecH11ientos d• Quleica Cl ln ica adecuado• • la• 
p•diAtricas, requirl•nda ~ microlitras o mena~ de plasma 
d•t-'nacion. 

La aayorla de las d•t•,...inacion•• cotlOn•• an •l laboratorio pued•n 
actual .. nt• sar proc .. adas con .., .. tra• ultraaicro <da 1 a 50 
al crol' trosl. 

La• eicrot•cnica• tienen la ventaja et. h~er durar la lftUe•tra, loe 
reactivoe, reducir espacio y frecuent...,.te tiempo. Par .. ta• razones 
•on tambt•n conven1ente5 para anAli•i• d• adultos. Si se emplean 
apropiadamente las •icrot•cntca• no son inferiores a los 
procadimientos macro con respecto a •K&ctltud y pracisión y puadan sctr 
ma~ar•s especialm..,,t• sl son automatizadas 121>. 

La confiabilidad y -f•cil •anejo de espe.C;trofot6metros autom•ticos y 



s•miauto~4ticcs para t~cnic•s ~icro han ll•v•do a un •mplio d•earrollo 
de dichos instrumentos en les óltimos años ya que decididamente 
contribuir&n al extendimiento de la microtécnicas en Quimica Clinic•• 

El uso de volómenes tan pequeños ha llevado al desarrollo de nuev-. 
tecnologla para la medida de muestra y reactivo, demostrando que el 
uso de pipetas graduadas., volumétricas, es obsoleto. Se ha tenido la 
necesidad de desarrollar pipetas automáticas, dílutores, medidot"es de 
volumen constante que permitan t~abajar la micromuestra adecuadamente 
<21>. 

Como ya 
r-eactivo 
trabaj9lrG 
exactitud 

se mencionó~ las alic.uotas en microl1tros de muestra y. 
al medirse y tl"'ansferirse para un proceso po&terior deben 
con buenas pipetas que proporcionen reproducibilidad, 
y facílidad.de operación. 

A niv•l d• micrat•cnic•s l• ew•ctitud volum•tric• •bscluta es di~tcil 
de r••lizar, par •jemplo se us•n pip•t&'S de vidrio de tipo d• "lav•do" 
par• eliminar el •rror d•bido al liquido adherant• r•m•nent• •n la 
pipet•• Las pipetas da pol ietí lene calibradas para 11 entre9ar 11 deb•n 
ser repel•nt•• al agua p~ra dar buenos resultados. Sin amb•rgo se 
reconoc• que l• exactitud •bsoluta no e§ n•cesaria sí Ambas, mue•tras 
y patronas •en medido!l con 1• misma pipeta <21>. 

Se h• viato que la evolución de los eepectrofotOnMltras d••de los que 
po•etan 9alvanOmetros de aguja y espwjo h•sta las qu• proporcionan 
lectura digital que permiten l•ctur•s con gran •xactitud con 
variacione• d& una mil•sima de ab~orb•ncia, ti•n•n un control 
•lectr6nico de temperatura en la• celd•• de reacciOn, las cuales ya no 
tienen un volumen total de 3 6 m•• mililitros, eino que el volumen 
total de la celd~ es de 0.3 a 0.5 ml. 

Impresoras y calculadora• han sido taMbi•n int•grada• a equipos 
accesibles para l• mayorta de lo• laboratorios <20). 

Pu•d• decirse qu• en ~•xico •1 u•o de ••ta nu•va t•cnologt• es •On 
limitada, todavS& se requieren varios ~ililítros d• Mu••tra •n muchos 
l•boratarios, incluyendo los of icialee, co~o •• 16gicQ •1 us•r ••tas 
cantídad•a d• mu•stra •• van en la n•c••idad d• h•c•r punción v•no•• 
contra la punción c•pilar que evitarla OIUCh•• lllOle•tias al paciente y 
reducirla co•tas de toma da mue•tra. 

Aunqu.. en ••te trabajo '!le pr•••ntar•n t•cnicas umanuales" cofltO 
informactón •e eHplica que en cuanto• an6li•i• aut.,...tico eKi••en 
esencialmente dos tlpoG btslco~• el ~l•teMa de flujo continuo y el de 
Muestreo diwcreto. 

En el sistema de f luja continuo la• muestras se •isuen una a otr• en 
secuencia a tr•v•s de un cahal. En anAlisis discreto, cada muestra 
ocupa un r•cípiente &aparado y loa recipi•ntes son an•lizadoB en 
paralelo o en wec:uencia (20). 

Se hace una comparación de trabajo en cuanto a técnicas manuales y 



aut.,..ticas (20). 

Pa.scis manuales. 

Pipetear muestras y 
reactivos. 

Mezclar. 

Desproteinizac16n 

Tiempo de desarrollo. 

Medid• de l• muastra. 

Leer y calcular, 

Automati::aci6n. 

Muestreador, p ipete•dor, 
bombas. 

Mezclador mecánico o burbüja 
de aire. 

Diali;;:ador, columnas de resina. 

B•ños. 

Serpen ttnes transpor•tadores. 

La muestr• fluye a trav•s del 
espectrofotOm•tro. 

Registra.dar, impresora., 
computador•. 

Por lo anterior se observan las siguientes ventajas 
auto11atizaci6n1 

de la 

1.-Un nümero grande de Muestras pueden procesarse con mlnimo tiempo 
pera cada t•cnica. 

2.-Se realizan dos o m~s m@todos simultAneamante. 

3.-La precisión e& superior • la ejecuci6n menual. 

4.-No se necesitan c•lculos. 

Pero tambi•n ya en la prActica se 9ncuentran v•ria.s de•ventajas .,, la 
auta.atizaci6n y •on : 

1.-Li•itacione• en el tipa de llt9todologt• que pu•d• ser usada. 

2.-La naturaleza autOllAtica de ••tos instrumento• disuade a los 
t~nic09 de considera~ • discreci6n problemas potencial••· 

3.-Laa instrWlftntas san unifartnemltf1t• objetivos, asi que no pueden 
•jercit•r •l Juicio esp•r&do de un t•cnico •Kperimttntado •n el caso de 
una turbidez potencial••nte interferent• o un color falsa, por ejemplo 
lo cual puede estar relacionado a una muestra dada o a un grupo 
completo de pruebas. 

4.-t1uchos sistemas son i~pr•cticos par• usarse con un nómero pequeño 
d• muestr••· Por lo tanto las m•todos m•nuale• pueden requarirB• ·para 
un examen individual d• emergencia. Egtos m•todos deben tambitin estar 
disponibles en el caso de fallas en el equipo. 
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S.-Las •i•t•m•• san IM.ly caros para compra y •antltflimi•nto. Lo9 
horarios r•gulares de mantenimiento técnico asi como las visitas de 
personal ~e servicio entrenado son muy costosas. 

6.-La r•lativa f•cilidad con que los sistemas auto111Atico& producen 
ret1ult•dos fomenta la •cumuJación de 9randes cantldades de informac16n 
irrelevante, Ja cual deb@ •er calculada, registt•ada y Almacenada (20). 

Al hacer 1• observaciOn general de la metodologta cltnica se 
•ncuentra tambi•n que la necesidad de microm•todos tiene ad•mAs otro 
estimulo, qu• •• el d• conoc•r los niveles de numerosos componentes de 
la •angra, para un buen diagnóstico y tratamiento de la enfermedad 
111. 

Al obs•rvar y ent11nd•r las intarr•laciones d• varios componantes 
sangutneas ••comprendió qua en algunos casos se necesita valorar todo 
un grupo d• componentes para lograr una buena evaluación médica, ya 
9ue es cllilro 9uv no se puede predecir con seguridad el nivel de 
cualquier constituyente particular de la sanare a partir del 
conocimiento deP otro. 

Un problema más 9ue se ob&erva es la toma de mLtestra, mencionada 
anteriormente como factor important• para la obtención de buenos 
result•doli !31. 

"icraan6lisia implica •1 •nsayo d• una ~uastr• pequ•~•· No 
n•c•a•riament• equipo P•que~o o micromedidas despu•s de la de la 
muestra y na r•quiere usualmente equipo especial no encontrado en el 
laboratorio cltnico. 

Adem's d• todo lo m.ncicnado •• obs•rva qu• ciertos problemas de 1• 
t•cnic• macro se resuelv•n con 1• ~icro, cuando muchas color•& no 
diluidas ne siguen la Ley d• La•bert-B••r •xcepto en cancentracion•s 
diluid••! t•mbl•n •on r•querid•• c•ntid•d•• ultra•icro P•r• 1• 
•Mactitud d• las an•Iisi• can las m~todos d• fluorttscenci• que 
fr•cuentemante raquier•n conc•ntracianas de 0.2 MCg/ml o menea, l•s 
concentraciones mayores causar~n problem•s· 

Un ejemplo de mact~o y 1ntcro •• el siguientes si se digieren 0.01 flll 
de sangre y se us• 0.1 ml de ~cido sulfllrico y 0.1 ml de Acido 
percl6rico 1 eEto es equivalente a us•r 1.0 ml de sangre m .. s 10 ml da 
cada acido, lo que haca pensar que el macrom•todo·ofrece peligro de 
explosion y esto es irnprá.ctico, sin embargo cantidades mAs pequeñas de 
cada. ácido se usan en el macrom~todc. As1 un procedimiento de 
digestión que toma minutos en la técnica micro e& un procedimiento 
mucho m~s lento en la versión práctica macro (1). 

Ciertos procedimientos requieren concentra.c:iones ultram,icro antes de 
dar resultados cuantitativos. Un ejemplo es la fotometrta de flama, si 
l~s solucionos que canteng•n sodio o potasio •• usan en 
concentraciones de m~s de 50 mcg/ml la flama pronto se saturar.A; y 
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las diferenci•s de concentración no podrAn ser 
•xact•fftente. 

Para sad10 se tani• que diluir el suero 11200, en macro 
•n ~icro 0.1 ml a 20 ml u ultramicro 0.025 a 5 ml. 

Algunos puntos básicos para el microan.ilisis son: 

determinadas 

ml a 200 ml, 

l.-Ajustar voldmenes y conc•ntr•ciones de r•activos par• que el orden 
de la m•dida final permanezca igual con la microcar.tidad. 

2.-Escoger un procedimiento que minimice·transferenc;1•s y disminuya el 
n~m•ro d• r•activos. 

::S.-Cuando sea practico escoger un método que mida la sustancia a ser 
probada como un patrOn, que la mida directamente y no a trav~s de uno 
de sus d•rivados. 

4.-Usar ultramicropipetas de lavado calibradas para contener la 
muestr•. 

5.-Par• titulaciones emplear indicadores sensibles de plinto final, 
usar bureta.s ultra.micro. 

6.-Para colorimetria se prefittre un procedimiento que det>arrolle un 
color estable de alta absorc16n y que siga la Ley de Beer sobre el 
rango a ser determinado <1>. 

A cantinu•ciOn se presenta la clasif ic•ci6n de los m•todo5 en t•rminos 
de volumen de muestra, segó.n varios autorest 

Clasificación de Todd-Sanford <2>1 

11acr,...todos ml o mas. 

0.1 MI a 0.9 mi. 

Ultra~icram•todos o 
M*todas d• microlitros 0.09 MI a O.O! mi. 

0.009 mi a 0.001 mi. 

Para Richard Henry 0.1 ml a 0.5 ml es semimícro 
•• microt•cnica <4>. 

y de 100 mcl o menos 

Meites (22> reporta que hasta 25 mcl es microtéc:nica y se9ón 
~attenheimer (23) hasta 10 mcl es microtécnica y volómenes menores son 
incluidos en las técnicas ultramicro. 
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II ANTECEDENTES 



Il.-ANTECEDENTES. 

Jl.1.-Metabolitos. 

11.1.1.-Glucosa. Los hidratos de carbono y sus der-1·.·ados son 
polihidroxialdeh1dos y/o pal ihidro:dc:etonas. Una sola t.1nidad de estos 
compuestos es llamada monosacdrido, el más abundante e impo~tante de 
estos es la D-9lucosa, tiene ·seis átomos de carbono y es el 
combustible principal para la mayor parte de organismos y es también 
la unidad estructural b~sica de los polisacaridos más abunda~tes. 

La D-glucos• es una aldohe><osa porque posee un grupo car'bon 1 lo al 
final de la cadena (derivado aldehldico) <8>. Los monosacár1dos se 
absorben en el intestino, pasan a torrente sanguineo y viajan hasta el 
hl9ado (2). 

La 9luc:osa es el único azlicar presente en sangre ya que la fructosa y 
galactosa son convertidas a glucosa en el hígado (2). Es transportada 
a todas las células del cuerpo a través del liquido extra.celular e 
intersticial y pr·ovien~ de tr·es fuentes:l.- alimentos, 2.- p1·ecursores 
di-ferentes de carbohidratos convertidos a glucosa, 3.- glucogenólisis 
(5). 

La importancia clJnica de la cuantif1caciOn de la glucosa 1•adica 
principalmente en la detección y control de Ja diabetes, enfermedad cm 
la que existe la incap.:~cida.d de tomar energia partir de l.:i glut:ose~ 

debido a insuficiencia o carencia de insulina. 

Las principales consecuencias de esta enfermedad ocw·r-en a nivel 
circulatorio, renal, visual, étc. Ejemplo: cetoacidos1s, r·etinopatta, 
neuropatta, nefropatta, arterosclerosis y también une= mayor 
susceptibi l id•d a infecciones virales, bacterianas y micóticas C 14>. 

La cuantificación de glucosa en sangre se inició con los trabajos de 
Fol in-Wu, cuyo método se basaba en reaccionar la sangre con ácido 
tóngstico, de&pués con una solución alcalina de cobre al 5% con la 
posterior adición de fosfomolibdato (25). 

Este método tiene el inconveniente de ser inespecifico porc¡Lr!? mide 
también otras su¡¡tancias reduc:tor.:is comos glutatiOn, acido 
glucurOnico, Acido asc6rbic:o y otras heHosas (2>. 

Otra. versión de este método fue la técnica de NelSion-Somogy1. dond.e la 
glucosa presenta en el filtrado de disulfato de ;:inc reduct.J el cobre 
en solución alca! ina caliente y despu2s este reducir~ d. el 
arsenomolibdato pt·oduci<?ndo un complejo azltl. Este fi Itrado e.,;tá 
virtualmente lib,.e de otras sustancias reductoras <:24>. 

En 1959, Hultman (26) describe un método que posee también cierta 
inespecificidad, la glucosa se ha.ce reaccion"r en medio ácido caliente 
con Orto-toluidina formando un compuesto de color verde <probablemente 
glucosilamina) el cual se cuantifica fotométricamente a 630 nm <27>. 
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Se han desarrollado también procedimientos automatizadoG como el ·de la 
reducciOn de ferrocianuro alcalino, donde los iones amari 1 los del 
ferrocianuro pasan a ioneS incolorc's .;al reducir la glucosa a un pH 
alcalino <28>. E>e(sten a su vez otras vet•sione¡¡ de técnicas 
automati:?adas utili:zando los principios de reducciOn del cobre por la 
glucosa (neocuprotna> (18). 

El método iodométf"ico de Somo13yi que utilizaba sulfato de zinc e 
hidrOKido d• b•ric para precipitar l•• protetna& y donde la reducciOn 
del cobr• an aoluciOn alcalina servia para la posterior reducciOn del 
yodo no fue usado, aunque •• consideraba entre los mtl.s exactos, ya que 
cansumla ~ucho tiempo para el anAlisis (24). 

Tambt•n se d•sarrol lo un método en:.ümcitico para cut1ntificar glucosa, 
el fundamento estriba en que una enzima sOlo reacciona con un sustrato 
haciendo a este m•todo esencialmente ·especifico. 

E5te factor y la rapide;: del proceso, decidieron que se utilizara el 
mf!todo de la Glucosa-o:<idasa en este trabajo. La reacciOn que se 
realiza es la siguiente: 

Glucosa + O + H O -----> 
2 2 GOO 

Gluconato + H O 
2 2 

H O + ABTS ----> 
2 2 POD 

Complejo coloreado + H o. 
2 

A9TSs di-amonio, 2.2 1 .azino bis (3 etil benzotiazolina, 6-sulfonato> 
(12). 

Los valoras de referencia para glucosa con este metodo 9scilan entre 
70 y 110 me/di. 

II.1.2.-Ur••· La ur•• e9 el principal producto del catabolismo d• las 
protetnas, se d•riva de los grupo5 Afftino de los ·amino.ticidos que Ja5 
forman, e!li producida en el hi9ado a tr'•v•• del ciclo de la ornitina y 
•s uno de lo• compuestos nitrogen•dos no protéicos junto con la 
creatinina, cr•atin•, aminoAcidos y iOn amonio. 

Otra forma de nombrar a este meta.bolito es; c:omo nitrógeno uréico en la 
sangre <NUS>. La conc~ntr•u:iOn del NUS •• aproximadament~ la mitad de 
la c0ncentrilc:i6n de urea (2) .. El NUS depende de la producción de urea 
y <&u e>:crocitm, t..,.mbién d~pende de las v~ri~ciones en v1:ilumen de orina 
~ue a GU vez dependen de la cantidad de liquides ingeridos por el 
individuo (un~ ingestión acuosa minima por individuos con ingesta 
pratéica normal produc~ valores superiores extremos de los valares 
normales de NUS} {4 i. 

Las elevaciones de nitr69eno de urea en enfermedad 
forma mas pronunciadas que las de creatinina, as1 
un valor normal de creatinina y NUS elevado 
causas prerrenales (ejemplo: sangrada intestinal>. 
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Por otra p•rte Ja retención de compuestos nit~c9enados no proteicos 
debido a la obstrucc10n del tt"acto urinar10 causarán incrementos casi 
-simultáneos y proporctonales en ambos nivele'3 de nitro.geno de urea y 
creatininA. El NUS se encuentra aumentada en desh idra.tac:i6n, 
en.fermedades 9a.stro1ntestínélles, excreción renal de-f-ect1..1osa por 
afecciones renales, catabolismo proté1co excesivo y dt.:ibetes. 

Los niveles bajos están asociados con el embara:?o y daño hepático 
(3). (4). 

Par-a su determinación han e:dstido bAsice.mente tres metcdos: 

1.-N&!':JslerizaciOn directa. 2.- Aeraacibn 3.- Método color-imétrico con 
diacetílmanoxima. 

En el primer- método la urea se convierte a carbonato de a.monto por la 
acción de la enzima ureasa. Se mide al i6n amonio por su eonvers16n al 
adicionar-le el reactivo de Nessler (doble ioduro de mercurio). La 
producción de color está. en relación directa con la c:cncentración cle 
amoniaco <24>, (31). 

Una variación a este método fue hecha ptlr Chelney-Marb~ch < 16> an la 
que el amonio desprendido s~ hace reacc:1onar con fenol-t>:poclori'to 
<Reaci6n de Berthelotl utilizando n1troprusi.a.to de sorlto como 
catalizador y el colar a=ul de indofenol se cuantific~ a 540 nm <13). 

El método de aereac ión también dQpende de la conversión de urea a 
amonio pero la. dieterm1nac:i6n del producto se hace por d!?stt lac16n de 
un ~e ido estándar y titulando otra ve:z con una base estándar (6), 
(30). 

El tercer m6todo depende de un producto coloreado directo .formado por 
la acciOn de la urea con la 2,3 butadiona monowima <dtsuelt3 en ~cido 

•c~tico al 104) en presencia de un catali~ador, produciendo un 
C""'f'l•jo colorido <32>. 

Se han hecho otras modiiicacione5 ~l primer tfttltodo, una de ellas es la 
••l•ccianAda para este trabajo por su especificidad y rapidez ya q~e 
es un método en:::imAt1co <método de Talke y Schubertl (33): 

Uf'•ea. + H O ------> 2 NH + CO 
2 UREASA 3 Z 

+ 
NH + al+a-c:eto9lut.arato + NAOH + H ----> glutamato 

3 GMD 

glutamatc + NAD H O. 
2 

Una mol de NAOH se oxida por una. mol de amoniaco causando un 
·dacremento en la absorbancia. Los .fluoruros inhiben la reacción (falso 
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negativo> y la presencia de iones amonio aumenta lo• valores (falso 
po~itivo) <34>. 

Los valores de referencia para nitrógeno uréico oscilan entre 0 y 18 
mg/d 1 y para urea de 10 a 50 mg/d t. 

II.1.3.-Creatin1na. La Lr·ea~1n1na es un anhidr•1do de la c1·eat1na, que 
es a su V7:Z un producto de la desfasfarilaci6n de la fosfocreatina, un 
iOfifá9eno gue desempeña el papel de depósito o almacenaje de alta 
emergia en tejido nervioso y mósculo (8). 

La creatina y fosfocr·eatina son sintetizadas en el hi9ado a partir de 
la glicina, ar91nina y met1on1na (21. 

La creatinina no vuelve a ser reutilizada y se e~'creta continuamente 
por la orina, este metabolito no refleja la 1nge6ta protéica o volumen 
ut"inario ast que es preferible como prueba de evaluaciOn renal ya que 
la craatinina es separada del plasma por filtraci6n glomerular y 
excretada sin ser reabsorbida por los tóbulos en nin9Un punto 
significativo. E:sto dá por resultado un rango da acl•ramiento 
relativamente alto de creatinina compar3ndola con la urea <125 ml/min 
'VS. 70 ml/minl. Ademas cuando los niveles en plasma aumentan por 
encima de !os valores de referencia, el r1~on eKcreta creatinina a 
tt~avés de 10'3 tübulas. 

Consecuentemente la creatinina en sangre en enfermedad renal no 
aumentü ha$ta que la función renal esta substancialmente da~ada (4). 

Para su determinación en el laboratorio es preferible 
plasma heparinizado a la sangre total, debido a la 
algunos cromógenos no c:t·eatininicos como los eritrocitos 

el suero o 
presencia de 
(5). 

La creatinina aumenta en enfermedades musculare• como di!itrof ia 
muscular, atrofia, miositi5 a&t como en hipertiroidismo <11>. P•ra su 
cuantificaciOn se han d~sarrollado v•rios m~todos. 

E:l m.\s amplianr1ente ut0ado se basa en l• reacción de J•<ff~ donde l• 
cr••tinina reaccion~ con el Acida ptcrico en medio alcalino (35>, con 
la consecuent• pt:-oducci6n de un taut6raero rojo-ilinari 1 lo de picrato de 
creatinina. Debe tenerse cuidado •1 recog•r la 9'U•stra ya que hay 
varias sustancia• que pueden interferir con esta reacci6n1 acetona, 
•ctdo acetoac•ttca, barbitürtcos, •ctdo ascOrbico, brCNRasulftaletna, ••c. (361. 

Otra m•todo ea por ad~orci6n con el reactivo de Lloyd altamente 
••p•ctf ico, p•ra consume mucho tiempo. Se desproteiniza la muestra y 

·la creatinina es ad~orbida de un medio •cido hacia el reactivo d• 
Lloyd, un silicato de aluminio y subsecuentemente ••pasa a un medio 
a leal ino 1371. 

La creatinina también ha sido cuanti~icada m~diante la reacci6n con O-



nitrobenzaldehido, l• oxalil-metil-9uanidina formada se descompone en 
ácido oxálico y metilguanidina, este óltimo compuesto reacciona con 
hipoclorito en presencia de alfa-naftol <Reacción de Sakaguchil t19). 

Otro método es reaccionar la creatinina con ~cido 3,5-dinitrobenzóico 
(38). 

Un método en;:imático propuesto por Moss usa creat1n1na am1doh1drolasa 
que convier·te la creatinina a c1·eatina. La creatina fo1·mada se mide 
por· un sistema enzimático que involucra CK, p1ruvato qu1nasa y LDH ,:1. 

34(l nm (39>. Existen otros métodos alternos como los pt·opuesto: por 
Al l ison <401. 

Como se mencionó es la reacción de Jaffé, la ma~ practica para 
trabaJar por lo que fue usada en este trabajo: 

Craatinina + sol. alcalina 
ac. ptcrico. 

---------> compleJo rojo-amarillo. 

Los valores de referenci• se encuentran entre O.ó y 1.1 mg/dl para 
hombre& y entre 0.5 y 0.9 m9/dl par• mujeres. 

11.1.4.-Cole&terol. 
principal&•• 

LO!i lipidos estan formados por tres 

1.-Col•sterol un componente de todae la5 paredes celular••· 2.
Tri9lic@ridos, portadores de en•rgta y suetancias de alm•c.n•miento. 
3.- Fcsfolipidot5 que forman 1t9tructurag subcelulares (17>. 

La dieta promedio (carne y yema de huevo especialmente> contribuye en 
una mlnima proporción (fuente ex6gena) a l• tas• total de colesterol 
corporal (eKógeno mas endógeno). La •lntesis endógena es de 
aproximadamente 1 g/dla mientras que la porción exOgena es d• apenas 
0.3 g/dia. 

El colesterol en a•ociacibn con lot1 quilomicrone•, tras •u·ab&orcibn 
inte•tin•l pasa• la circul•ción portal <2>. El ht9ado eMtrae mucho 
d•l ccl••t•rol ex69eno, •in emb•rgo le• quilomicrone• son distribuidos 
• las lugarea hl•ticos donde •• libera col•sterol a la celul•. La 
•i~t••i• d• col••t•ral acurr• •obra todo a niv•l h•~•tico P•ra ta~bt•n 
•ucede en corteza suprarrenal, aorta, piel, int .. tino• y t••tlculos 
(41). 

El colesterol y su• •ster•• son las m•tabolitos d• ••yor potencial 
aterbg•na entre los llpidos, •i estan present•s •n eMceso eon 
d9f'DSitado• en la c•pa intima d• las arteria•, formando las placas 
ateramatosas, contribuyendo ••1 a la r•duccibn de elasticidad y 
estrechami•nto de •stas. 

La r•laci6n metabolismo llpidos-•rterosclero6i• ••muy estrecha, la 
hip•rl ip•mia acelera la progresión de una enfermedad vascular 
arterosclerOtica, sobre todo coronopattas. 
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La cuantific~ciOn de colesterol total es muy importante cuando hay 
riesgo de infarto al miocardio. Aunque no sólo la determinación de 
contenido de colesterol basta para 1nterpt•etar el potencial aterOgeno 
en su totalidad ya que los tri9licéridos permiten la detecciOn en m.i& 
del 95'l. de todas las hiperlipemias. 

Alqunas de las técnicas desarrolladas para su evaluación son: 

La- utiliz~cion del reactiva de Liebermann-Burc:hard, el cole~tarol se 
hace r~r;ccionar can el b.c:ido toluensulfónica en medio acético 
formando un complejo que con anhidrido acético y .!leido 5\.tlfOrico 
concent1 .. a.do torna a color verde y su intensidad es directamente· 
proporcional a la cantidad de colesterol <44>. 

Un m~todo directo de colorimetr1a que utiliza como reactivo a.c1do 
sulfUrico clorurado férrico y una solución de .l.cido acético glaciial de 
colesterol ha. sido usado especialmente por equipo• automatizados, se. 
produce una reacción de color m.is intensa y estable que la r•acci6n de 
Liebermann-Buchard, pero es mAs sensible a la luz <42). 

Exi~te otr• t•cnica directa que emplea ccmo reactivos I~ ac•tata 
férrico. acetato de uranio y tlcido sulf~lrica-sul.fatel .ferroso, 
produciéndose un color pó.rpura que se mide a 560 nm, obteni•ñ.dcse el 
máximo de colar •n 15 minutos (2). El m•todo usado en a•t• trabajo, •• 
uno de los rn&s r•cientemente desarrollados. espec:t.fico puesto que •• 
en:itr1Atico, na as necesario hac.er una extracciOn pr•via del suero. y •• 
esquemati;;:a a continuaciOn (43): · ' 

Est•r de colesterol + H O ---->colesterol esterasa---> colesterol + 
2 RCOOH 

Colesterol + O --->colesterol-oxidasa---> 4-colestenona + H O 
2 2 2 

H O + 4-a~inoantipirina + fenal --->peroKidasa--> colorante 
2 2 quino-

n•imina. 
(J4l. 

Los valores de referencia son hiasta 220 mg/dl no patolOgicas, sa•p•cha 
en 240 m9/dl, •l•v•do& a partir d• 260 mg/dl. 

11:1.S.-Protetn•• Totales. Las protetnas son compu•sto• nttrogwnados, 
formado• por varias clases de aminoAcidos, cuya fOrlM.11• general •• la 
cigul•nte1 

H 
R-C-COOH 

NH 
2 
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son substancias anfóteras debido a su ácido carboxilico y a su grupo 
arr,ino básico. La actividad biológica de las protetnas reside en la 
organización estructural ónica de las moléculac:; de polipéptidos. 

Es el higa.do un importante órgano en el metabolismo protéico. Las 
proteinas del plasma poseen funciones especificas: 

1.-Transporte; o::igeno, por la hetmo9lobina. 
2.-Hantenimiento del equilibrio osmótico: albómina. 
3.-Defensa contra las infeccioness inmunoglobulinas, complemento. 
4.-Hemostasis: factores de coa9t.1laci6n. 
5.-La contt .. ibuci6n a las necesidades de nitrógeno y la regulación de 
la actividad y función c•lular y otras funciones que incluyen las 
proteinas conjugadas y las enzimas (8,2). 

La funciOn proteica est.tt disminuida en la desnutrición grave o 
deprivaiciOn prot•ica prolongada, hemorragi&9, proteinuria maisiva y 
gastro•nteropatia con perdida de proteinas <S>. 

Para l• det•rminaciOn de prot•in1u1 totales la reacci6n de 9iuret es la 
mis ampliamente usada, 9e conoce desde hace casi 100 aPlos y su 
fund&mento consiste en reaccionar los enlaces peptidicos de la9 
proteinas con una solución alcalina de cobre <7>. 

Desde entonces •e han propuesto "aria.s modi-ficacione• piil.ra permitir el 
u•a d• un sola r•activo estable (34>. La adición de sales de tartrato 
para mantener el cobre en solución ha tenido gran aceptación aunque se 
pi•rda cierta sensibilidad <45>. Esta reacción es 100 vece• manos 
~ensibl@ que el m6todo de Kjeldahl, pero se utiliza en suero porque 
posee granda& cantidades de protelnas y por ende resulta practico (2). 

La t•cnica da Kjeldahl analiza nitr09eno de materiale&, se hace una 
digesti6n de la muestra con leido sulfOrico concentrado en presencia 
de un catali:ador para liberar material carbonoso oxidado y nitrógeno 
ttn la fer~• de sulfato de amonio, a la alcalinización y destilación 
del amoniaco en un eKceso conocido de un patrón •cido, sigue la 
titulación del Acido r•sidual. Por otra parte el a~oniaco liberado en 
la digestión puede reaccionar directam•nte con el reactivo de Nessler 
para formar un compuesto coloreado que se determina de ••n•ra 
••pectrofotom•trica <2>. 

Otro Cfttitodo consiste en hac•r reaccionar la ninhidrina con lo• grupos 
libr•• d• l• proteln• qu• origina un cambio de coloracibn <4bl. 

Un ••todo m•• para la dater•in•ci6n d• protelnam es el que utiliza el 
re~ctiva d• Falin-Ciocalt.u •n una solucibn alcalin•1 esto~ 
c0tnpuestos son reducidos a azul en pr•sencia de tira•ina y triptófano, 
dado que el fenal es •l grupo oxidant• se denomina tambi•n m~todo del 
fenal (47l. 

Existen •demia métodos fisicoqutmico& para la medición de este 
parAmetro, •n t•rminos d• rapidez y facilidad, la r•fractometria es 
recomendable para la medición de prote~nas totales (48). 
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&.g,ón lo descrito es la reacción d• Biuret la mAs practica y es la 
utilizada en este trabajo, a continuación se resume: 

Protetnas pl••m•ttcas + Rectivo •lcalino de cobre ------> 

-----> C011Plejo azul viol•ta. 

un ca11pleja se forma @ntre un met•l <generalmente> y un grupo de ione& 
a -1•cu1... e 101. 

La int11n•idad de calor .. proporcional al numero de 
p.,.tldicas, sigu• l• L•y d• B••r y pued•n obt•n•r•• f•l•o• 
can 9r•nd .. c•ntidad .. d• polid•xtrano Cl2>. 

----------
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Il.2a-Validación de Métodos Anallticosª 

Al obtener todos estos procedimientos anallticos se hace necesario 
dater•inar •i realmente •st• metodologta provee información •nalttica 
Util. El decidir .,;i el método e& ''ótil 11 es todo un proceso, empez•ndo 
par •valuar las caractertsticas de l• información obtenida, si estas 
cumplen las condicione& especificadas, ya que un método valido en una 
•ituaciOn pued• no serlo en otra, es por e"StD necesario validar el 
nueva ,.,..todo obtenido a partir de nuestros ens•yos. 

El proc•so d• validaci6n es una medida de la ejecuci6n de un sistema 
an•lttica tot•l, en otras palabras, el quimico o t•cnico debe 
ase9urar•• que el m6todo, instrumentos, reactivo5, material y todo lo 
demAs .usado dur•nte el en!iayo son adecuados para cuantificar el 
metabolitc de•eado, en otras palabras, todos los pa.r•metro• se toman 
en cuenta p•r• d•terminada p1•u•b•. 

Un procedimiento puede ser probado para ambas cosas, exactitud y 
precisión. El planteamiento clásico para validación de una metodolo9ta 
•naltttca es analizar muestras de referencia que son similares en 
todos los aspectos a las muestras de pt•ueba y después comparar los 
resultados con los va. lores esperados. 

Se •sco9a un método en que l• "racupera.ci6n" i&ea el radio de li\ 
cantidad de metabolito obtenido por• el ensayo contra la cantidad de 
metabolito en ese estándar, este análisis de valores conocidos se hace 
con soluciones est.indar o sueros patr·6n. 

L• exactitud de un m~todo puede variar a través de un rango de 
concentraciones posiblesª Se pu•de e:<tender de un 2 al 5Y. de errar. La 
linealidad ••define como la variación en la cantidad del metabolito 
recup•rado par •l •n••YD CDtnD una funciOn d• l• cantidad del 
••tabolito •n la mu•stra. 

En resu•en, la validacibn •• una far•• de m•dir la exactitud del 
.-.todo, esta ••• par• CDIRP&r•r la cercanla de las determin•ciones 
hechas por •l nu•vo m~todo a los valores verdaderos. Otros 
r•qu•ri•i•ntos p•ra el m•todo incluyen: especificidad, 
reprcducibi l idad, sensibi l idads estos pueden ser mas flexibles que 
las pru•bas d• ex•ctitud porqu&t son funciones de precisión. 

Para un método muy critico o un método que ha sido ampliamente us21.do, 
la desviación estáiidar rclat::iV;\ entre todoC!. los ref~ultados no dehe ser 
mayor del 2Y.. Por lo ta.nto lo~ mótodos de val tdar.i.ón deben ~ati~fa.cer 
lo~ requerimientos de cada método, e5to ~s, l~s ne~esJdadas del 
proceso que se enuncian nuevamente a continuación: eY.act1tud, 
precisión, especificidad, limites del método <sensibilidad) y 9ue sea 
un método práctico. 
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IIl.-Pl•nteamiento del Problema. 

La mayoria de los análisis que se real izan en un labor.:d::orio cl lnico, 
requieren sangre completa, suero o plasma. La pol'c ion l iqu1da de la 
sangre circulante o no coagulada es el plasma. El SL1ero es plasma 
donde el fibrinó9eno ha sido removido por el proc:eso de coagulac:ión. 

En Quim1ca Clin1ca uno de los problemas mc".l.<:.. im1:>orta.ntes es la tome. de. 
muestra, ya ~ue una muestt~a .:o.dect.1ada dE!bP. llenar d1verse:i.s cond1c1one!::. 

E::1sten cuatro condlctones relevantes pat~a la 
st.1bsec:uente anél1sis clinico y son: 

e:<ac ti tud del 

L-E~tasis <detenci6n del fluido sanguin.eo por el uso de torniquete>; 
debe usarse un mlnimo de tiempo o se tendra una hemoc:oncentrac10n. 
2.-No debe tomarse sangre cuando se aplican soluciones intravenosas. 
3.-Usar jeringas o vacut•iners limpios y secos p•ra evitar 
contamin•cibn o he~6lisis. 
4.-Cu•ndo se use anticoagulante mezclar bien para evitar la 
caagulaciOn. 

Es necesario tomar un volumen adecuado de sangre para d•terminar las 
p~uebas que sean necesarias, evit•r la hem6lisis por cualquier causa, 
con••rv•r la Muestr• adecuadamente y controlar el .U.!LfltP.Q.--.11....---· 
transcurre entre la toma d• muestr• y el pro~_ ... !Q .• n-al.TtlCD. 

A todo este conjunto de caractertstica!i se les denomina VALOR DE LA 
f'\UESTRA. Siendo t!l valor de la IDUestra decisivo en la obtención de 
re•ultados adecuados y siendo también un problema muy importante en 
los laboratorios cltnicos la punción de venas poco accesibles, se 
considera muy importante explorar la exactitud y precisión de las 
tecnic•• clinicas desarrolladas con microtécnicas. 

Si sa logra una microt•cnica que reproduzca un dato de una 
~acrot•cnica •• est~ dando un pa~o Muy importante y si ademAs esta 
micrat9cnica •• •decuada para un método manual y/o aemiautCHRAtico ser~ 
mayor su i~portancia por lo accesible a cualquier l•boratorio. Por 
otro l•da •• presentan varias ventaJ•s como el ahorro de tien1po y 
co•to <20>, 

Observando la •erte de problet1as descrito5 •nteriormente, •• elige 
••t• t.,.a CDlllO trabajo d• t••i•, y• que1 •i •e Dbti..,en las 
condiciones •d•cuada• par• trabaja.r una •icrot6cnic• se t9"dr•n las 
•i~ui..,t•• v..,taja•• 

1.- Una ~icromuestra de sangre es m•~ sencilla de obtener qu• una 
muestra vena••· 
2.- El co5to de operacibn serla m•• bajo. 
3.- El tiempo que transcurre desde la obtención de la muestra ha5ta el 
resultado se acorta. 
4.- El costo de reactivos we minimiza por lo que se e5ta en 
condiciones de utilizar rea.ctivos muy caros para tn•crot•cnica.s pero 
costeables para microtécnicas. 
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5.- El valar de l• mu•stra •n g•neral podra obtener•e quiz~s mAs 
fAcilmente que para una macromuestra. 

En l• actualidad existen determinadas pruebas ~Lle no pueden ensayarse 
•n un• form• pr•ctic• con micromue•tt~as, por ejemplo: gases en sangre, 
aunque la mayoria de las t•cnicas presentan posibilidad de desarrollo 
de este tipo de tecnologta, a partir de una muestra obtenida por 
punción de lObulo de oreja o en yti!ma de dedo. 

Para todas las técnicas se ensayan diversos métodos, buscando 
precisiOn, exact1 tud y 1 ineal idad del m~todo, ademAs de reducir 
costos. 
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IV OBJETIVOS. 

JV.1.- Objetiva 0en•rals deaarrollar un m•tado analttico para cada uno 
de lo• principales met•bolitos, con la mtnima cantidad de muestr•· 

IV.1.1.-0bjetivo particular: desarrollar una metodologta analttica 
aplic•ble en el laboratorio de diagn6titica cltnico que requiera la 

· mtnima cantidad de muestra para' su an.itilisi!i 9 de los si9uientes 
metabolitos: glucosa,urea, creatinina, colesterol y protetnas totales. 

IV.1.2.-0bj•tivo particular: validar la linealidad de cada m~todo 
analttico obtenido. 
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V. HIPOTESIS DE TRABAJO 

V.- Hip6tesis1 l•• hip6tesis da este tr•bajo ser.\n plil.nteadas d& 
acuerdo a la m•todolo9ta estadtstica de Pearson y N•ymann. 

Hip6tesis d• tra.b&joz desarrollar una metodologla analttica aplicable, 
•n •l labor-atorio de diagnostico cltnico que requiera la mlnima. 
cantidad de muestra para su anAlisis, de los siguientes metabolitoss 
glucoaa, urea, creatinina, coleaterol y protetnas totales con un grado· 
de confiabilid•d mayor del ~5%. 

Hip6tesis alternas que esta metodologta se desarroll~ con una· 
confiabilidad igual o menor al 95'l.. 
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111. .- 11aterial. 

VJ.1.-Haterial bial69ico: suero. 

Vl.2.-Materi•l de laboratorios 

Tubos de ensayo de 13 100. 

Tubos de ensayo de 12 X 75. 

Gradillas. 

Pi pata automA.tica de 0.2, 0.3, o.6 y 1.0 ml.SMI. 

Pipeta autom•tic• de 100, 150 y 200 microlitros. SMI. 

Pip•ta autornAtica de so, 75 y 100 microlitros.SMI. 

Pipeta autcm•tica d• 10, 20 y 25 mi crol i troa. 5111. 

Pipetas graduadas en centltsimas de 1 ml. Pyrex. 

Pipetas graduadas de 0.1 y 0.2 ml. Pyt"eX. 

PI patas graduad•• de 5 y 10 ml. PyreK. 

\lasas de pr•clpitadas d• 100, 250 y 500 ml.PyreK. 

Matrac•• aforadas de so, 100, 250 ml. PyreM. 

11atraces Erlen,..yer d• 50, 100, 250 mi. PyreK. 

Frascos ~lftbar varias capacidad••· 

\/I.3.-Equlpa1 

E•pectrofotbmetro de 1MJ•streo discreto, 1'1odelo Spectronic 2100 
Cllnlcal Analyzer. 11arca 8ausch ~ ~omb. 

Centrlfug• cllnica. Damon/IEC Divislon. 

Balanza analltica. s-200. Bosch. 

Ba~o Marta. Precision Scientific Industries. 

Computador,. Printaform 10 MHZ. 

Impresora Delta Seria 2000. 
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Vl.4.- R•activos: 
Gluco~• oMidasa-peroxidasa <GOD>. Lakaside. 

f'atron•s de glucosa. 

R••ct i vo enz imAt ico para urea <Enzymat ic BUN-reagent ria te) Beckman. 

Patrones de urea. 

P•tranes de creatinina. 

Acldo plcr1co 0.04 M. 

SaluciOn amortiguadora da carbonatos, pH= 10.8. 

Hidroxldo d• sodio 0,75 N. 

R•activo enzi•&tico P•ra colesterol. Monotest CHOD-PAP. Lakeside. 

Patrones d• colesterol. 

Re•ctiva par• prot•tnas totales.Biuret. Lakesida. 

Hidróxido de sodio a~ 3%. 

Sulfato c~prico •I 17.. 

P•trones de prot•tn•s tot•les. 

sueros control• Seronorm-Merck, Univere•l control ••rum-Lak•side, 

Precinor• U-Boehringer, Precipath U-Boehrtn9er, Monitrol. 
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VII.- ~todos. 

Algunas ccnd1ciones pa,..a el proceso de la muestra se regulan 
directamente en el espec:tt~ofotOl\etro y son1 

( 1 > TAM: tiempo de asp 1 rac16n de la muestra: es el tiempo que 
transcurre desde el contacto muestra-reactivo hasta que se aspira por 
el eqLlipo. 

(2) TI: tiempo de inicio: es el tiempo que se dA desde el contacto 
muestr~a-reactivo hasta que se inicia el proceso de lectura ( en este 
pet~iodo est• incluido el TAM). 

(3) TIA& tiempo de inicio autom•tico1 tiempo tr•nsc:urrido d•sde el 
contacto muestra-reactivo hasta que tte inicia el proceso de lectura 
a.utomAticamente <la oper•ción de a-opiraci6n e inicio es conjunta.>. 

(4) Rl& repaso inic:ial1 es el tiempo de repo•a de la muestra d•ntro 
d• la celda ha.sta que se lleva a cabo la lectura. 

(5) IC: intervalo cinético: es el tiempo entre la primera y ••gunda 
lecturas de absorbancia cuando la determinación es ctn•tica. 

(6) T1 temperaturas •s la temperatura a lii cual •• encuentra la 
muestra en la celda al momento de la lectura. 

<7) L: lon9itud de onda a la cual se lee en esa determinación. 

VII. l.- Glucosa. 

VII. l. l.- Punto ftn.ol. 
1.-En tubotii d• ensayo d• 12 X 75 colocar 20 microlitros de suero 
diluido 1110 d• cada muestra problema y de cada est•ndar de 
glucosa. 
2.-Agr119ar 1.0 mi d• r•activo de glucoc.o IGODI. "•zcl.or. 
3.-Jncubar a t•mperatura a.ttt.,,te durante 10 ~inutas. 
4.-El equipo debe encontrarse b•jO las siguient•• candiciones1 

·temperatura 32 grados y longitud de onda 578 nm. 
5.-Leer ajustando • c•ro con blanco de reactivos. 

Esta ttcnica puede modificar .. usando 50 Microlitros de mu•stra 
1110 y un mililitro de reactivo. 

1.- Montar •n tubos de ensayo para cada muestra y est•ndar un 
militro de reactivo GOD. 
2.- Colocar el equipo bajo las siguientes condiciones: 

TAM= 10" RI= 5" L= 578 nm. 
TI• 20 11 T= 32 G. tC= 30 11

• 

3.- Asrea•r 50 microlitros de cada muestra y estAndar en lo• 
tubos de reactivo, mezclar. 
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4.- Iniciar el proceBo de lectura inmediatamente. 

E!ite ml!todo ta.mbi~n puede ensayarse con 50 y 25 microlitros de 
mue•tra (1110) y un mililitro de reactivo par• el primer caso y 
0.5 mt para el segundo. 

VI l. 2. - UreA. 

Vll.2.1.- Ura• cin6tica. 
t.- Pa.ra cad• muestt~a y patrOn, colocar un tubo de 12 )( 75 con 
0.5 ml d• reactivo p•ra urea. 
2.- Ajustar el equipo d• la siguiente iorma1 

TAl'I= 10º RI= 5 11 La340 nm 
TI-= 20 11 T• 32 griitidos IC= 30 11 

3.- Agr•gar 25 microlitros de mueStra y patrOn <•n diluciOn 
lalO>, agitando, pued• montarse tambi*' con SO mtcrolitros d• 
mu••tra 1110. 
4.- Iniciar la lectura. 

Vll.3.- Cr•atinina. 

Vll.3.1.- Punta final. 
t.- Encontr•ndo•• 

TM• 1011 
el •q~ipo •n las siguientes condiciones1 

RI• 5 11 

TI• 20• T• 30 gradas. 

2.- 11ezclar 1.0 mi d• r••ctivo de acido ptcrico alcalino 
micralitros de cada probl•ma y patrón. 
3.- Iniciar la lectura • !520 nm. 

Una variant• de ••ta t•cnica fue con temperatura 
grados. 

VII.4.1.- Punta final. 

con 100 

de 32 

1.- En tubas d• ansaya d• 12 X 7!5 colocar !50 •icrolitro• d• cada 
•uestra y patrón (an dilución 11101. Hantar tambi6n un blanco 
de reactivas. 

2.- Agregar • cada tubo o.~ mi de r••ctivo •nzi~•tico par• 
calesteral y .. zctar, 
3.- Incubar 10 •inutos a 37 grados. 
4.- L••r • S30 nm •Justando a caro con el blanco. 

El volufft9n de muestra tambi•n pu•d• u••rse con 25 microlitros 
diluidos h 10. 

VII.!5.- Prat•inas totales. 
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Yll.S.t Punto final. 
1. - Con •1 equipo ajustado de la siguient• .formas 

TAH-:= 10" RI-= 5 11 

Tl::s 20" T= 3(1 i:tr?.dos 
2.- Agregar 100 Mlcrolitros de cada muestra y patrón (1110> •n 
los tubos de ensayo. 
3.- Agregar O. l ml de reactivo c~1prico y 0.5 ml de hidr0>1idc de 
sodio al 3Y •• Agitar. 
4.-Lear ene•guida. A 545 nm contra bla.nco de reactivo. 
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VIII RESULTADOS 



VIII.- R"'5ultados. 

Meta.balito; 

l Glucosa 

1 Glucosa 

Tipo de Codiciones Concentración 
re•cc16n: d• reacción: adicionada.: 

(ftl9/dl) 

Punto 
final 

Punto 
final 

20 mcl 
l.O ml. 

2 50 mcl 
l.O ml 

24 

so 
so 
so 
so 
so 

100 
100 
100 
100 
100 

200 
200 
200 
2üü 

300 
300 
300 
300 

400 
400 
400 
400 
400 

50 
50 
50 
50 

100 
100 
100 

200 
200 
200 

300 
300 
300 

400 
400 
400 
400 

Conc.entraciOn 
recuperadas 
lm9/dll 

49 
50 
so 
so 
49 

67 
7S 
80 
76 
75 

199 
201 
199 
200 

294 
305 
29S 
303 

327 
333 
323 
33S 
339 

49 
so 
50 
50 

98 
100 
102 

197 
201 
199 

297 
299 
299 

395 
401 
394 
402 



1 Glucose 2 Cinética 1 50 mcl 50 35 
J.O mi 50 4:2 

!vO l!B 
100 120 

200 210 
200 215 

400 416 

l Glucosa 2 Cimfttica 2 25 mcl 5(• 45 
0.5 mi 50 49 

100 92 
100 99 

200 194 
200 198 

400 422 
400 431 
400 423 

1 Glucosa 2 C!nl>tica 3 50 me! 50 49 
1.0 mi 50 50 

100 97 
100 98 

200 2ü3 
200 210 

400 408 
400 413 

2 Urea 2 Ctn•tic:a 2 :50 lltCl 30 44 
0.5 ml 30 50 

65 81 
65 88 

3 Creat:in ina 100 me! 1.0 mi 1.2 1.8 
30 sr•dos 1.2 1.2 

1.2 1.0 

3.0 3.1 
3.0 3.2 
3.0 3.1 

b.o 6.6 
b.O 6.0 
b.O 6.3 
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3 Cr•atinina 100 mcl 1.0 ml 
32 grados 

4 Colestet·ol Punto 25 me l 
final o. 5 ml 

4 Colesterol l Pu~o.-..et-~-------
'..-----_..----·-"·---· T"i""nal 0.'!5 ml 

2b 

12.0 
12.0 

12.0 

24.0 
24.0 
24.o 

1.2 
1.2 

3.0 
3.o 

i..o 
i..o 

12.0 
12.0 

100 
100 
100 

200 
200 
200 

300 
300 
300 

400 
400 

100 
100 
100 

200 
200 
200 

300 
300 
300 

400 
400 
400 

11.0 
12.9 

13.4 

20.4 
21.4 
23.0 

1.9 
1.5 

3.3 
3.B 

7.0 
7. l 

14.0 
14.3 

111 
107 
108 

176 
181 
189 

284 
274 
21>7 

3SS 
3BS 

104 
98 
109 

187 
203 
194 

290 
289 
302 

383 
399 
388 



IX DISCUSION DE RESULTADOS 



IX.t.- Par·te analtttca. 

Es indudable que la microt•cnic• •• la t6cnica d• actualidad y del 
futuro en la Qutmica Cltnica. En nue&tro pais se sigue practicando la 
punciOn venosa para obtener una muestra. que p•rmita realizar varias 
deter1Rinacion11• y rep•tir cualquiera de al las en caso necesario, pat"a 
•u ratlf icación. La punción venosa continuar• por mucho tiempo, •abr• 
todo cuando se trata de una orden extensa y aún cuando solamente sea 
una gluco•a sangutnea. 

A~n •n pal••• desarrollado• cDflto Estados Unido•, Alemania y Jap6n se 
si9u• practicando •ste _.todo. Esta es una de las razones tomadas en 
cu•nta al elaborar este trabajo, demostr•ndose que1 

1.- E• pasible hacer una d•t•rminación eMacta con una p•qu•"ª cantidad 
de •Li•ro (sin e!Rplear t•cnicas automatizadas>. 

2.- En muchos casos ••posible no utilizar la punciOn vttnosa evitando 
ast fftCJle•tias al pacient•, ademas del considerable ahorro econOmico 
para •l laboratorio. 

Con vol61n11nes pequ~ños de •uestra la tOMa de producto se reducirla a 
puncibn cap·i lar del 16bulo de are Ja a pulpejo d• d•do, 
con•.cu.ntemente el gasto de laboratorio •• reducirla por lo menos • 
la mit•d. Un c6lculo al azar indica que •i •• to••r• la cantidad de 
glucosas por dla, ll•varla a un ahorrad• v•ria•·Mil•• d• Jeringas 
d•sechabl••· 

S.rla flUY f•ctl decir ~ue &l probl•ma •• &oluciona automatizando el 
labQratario, P•ro ••t• medida ea contraproducente incluyendo el 
•11ntida econ6'oico. Fue •l prop&sita de ••t• trabaja r•ducir la 
t•cnola9ta para loe medios con que cuentan las l•boratorio• pra .. dio 
en "*Mico, p•ra si fuera n•c••aria una inv•rsion que ••ta ••a la 
•lni•• y ·qu• a la postre r•pr .. ent• un ahorro •ub•t•ncial, aunque 
quizA• ••• con un ~ayor ••fu•rzo. • 

al T•cnalagta rApida y pr•ci•a. 
bl EMactitud 11n la 1119dida d• la muestra. 
el Condicion•• adecuada• de la niedida d• calar obtenido, 
di C~dic.ion•• de control de ti•llflo y t...,eratura, •te. 

Por toda• ••tas razonas •• ha encontrado que d••cribir una tttcnica 
C090 ónica y qu• •ea la ,..jor para ••guir los pasos anallticos , na •• 
po•ible. En cada ca•o el laboratorio deb•rA buscar cual •• l• 
microt•cnica minima a la qu• putlde aspirar, habr6 casos en las que la 
glucosa •• abt•nga can mucha exactitud can •6la das micralitraa d• 
suero y habrA otras en que se tengan que usar diez a hesta cincuenta 
•icrolitro•, toda dep11nder6 coMO .. ha dicho, del equipa y la· 
tnstru•entaci6n can qu• se cuent•. 
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En este trabajo se encontraron l•s condiciones adecuad•• para trabajar 
algunas determinaciones con microtécnica con un espectrofotOmetro 
<semiautom~tico> marca Bausch & Lomb, modelo Spectronic 2100 Clinical 
Analyzer y por consiguiente en cu•nto se cambie de ap•rato se d•ben 
cambiar las condiciones de trabajo, ya que no es posible aplicar la 
miwma t•cnic• a todos los aparatoQ. 

Respecto a los apair•tas de medida, son verdaderamente criticas ya que 
•• pued911 us&r c&pil&r•• calibr•dos, pipat•• Auto••ticas de punta 
d•s•chable o pipetas automAticas de capilar fijo. No es recomendable 
usa.r •l equipo tra.dicional de vidrio (pipetas de Kahn, pipetas de 
Sahli, pip•tas d• Thoma, etc.> porque inmediatament• los reaultados 
disminuy•n •n su calidad y ca•n fuera de exactitud controlable, en 
este trabajo ~· usaron comparativamente pip•tas autam•ticas de punta 
d1t9Wchable y pipetas automAticaw de capilar fijo, por lo que es 
pasible as•gurar que con las precaucione& adecuad•s •stas Ultimas &on 
la• m•• reca••ndabl•• y •conómicas. 

El volu .. n de la celda de lectura utilizad• en el espectrofotOmetro es 
-/ de O.S 1111, •••9ur•ndo este valutn9n •e pu•de tener la confianza de que 

en c•da lectura l• celda e&t• llena y ast la l•ctura sar• correcta, 
por lo tanto las t•cnicas descritas utilizan un volumen igual o mayor 
que 1t9te. Como en la!i técnicas automatizad•s jie controló el factor 
temp•ratura sin int•rvenciOn directa dal operador. 

Tambi•n •• aprovech6 de la t&cnologla moderna al ahorro d• tiempo para 
algunas t•cnicas, al •studi•rse el comportamiento cinético de la 
reacci6n .,, cuesti6n. En varia• de las t•cnicas •• lograron 
resultado• aiuy &d•cu•dcs, no ••i en otra.s donde •• recurri6 a la 
t•cnica de punto final. 

Las t•cnicas que •• estudiaron cin•t:icaMante •• estudiaron 
'comparativa"'9nte con l•• respectivas de punto final y hasta que no se 

encontró una correlación adecuada entre a~bos datos na •• aceptó la 
t6cntca ctn6ttca. 

En r•su-.n, la tecnologta que •• esta discutiendo ••t• di••Rada para 
usarse con •1 .-pectrofot6...etro del modalo indicado y con pipetas 
autOM•ticas d• capilar fijo marc• SMI. 

En las tablas de r .. ultados se obs•rv•n loa datos obtenidos d• cada 
t*t:nica, variando pri•ordi•l-.nte el valu•en d• tMJ••tra, •• aprecia 
talftbi*n que en 11Ucha• t•cnicaw •• conv1tniente diluir el su•ro y no 
'ratar de •ttdir •icrocantid•d•• dir.cta.ent•, ea d~ir se tiene que 
tener el dato, de cual •s •l volulltWn •tni•o que podemos ~edir con 
prttcisión usando l&• pipetas de que se dispane, por •Jeflf»la, en este 
caso el volu .. n mtni~o •• de 25 micralitros, por lo tanto se puede 
... dir •ste en •uero directo (sin diluir> o el mis~o con suero diluido, 
d•sde luego l• di lución es muy impartan ta y para no perder la 
•x•ctttud, h•y qu• t•n•r un llmit@ •n l• dtluci6n, •l cual v•rla de 
t•cnlca • t•cnica P•ro •n gmn•r•l la dtluci6n 6ptiMA •ncontr•d• es de 
1110. 
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volumen 
muestra 

Es muy importante conservar la relación volumen-muestra, 
total. Se observo que cuando se trabaja un mismo volumen de 
con distintos vol~menes de reactivo los resultados 
proporcionales. Esto viene descrito poi .. la "Ley de la 
constante o definida" que dice: "la cantidad necesaria de 
para combinarlo con un peso dado de otro elemento, es 
misma" <9J. 

no son 
composiciOn 
un elemento 
siempre la 

En la Tabl• 1 se presentan los datos de la determinación de glucosa 
<GOD> llevada a punto final, para esta técnica es indispensable hacer 
una dilución previa del suero. No puede trabajarse con suero directo 
ya que el colar desarrollado es demasiado intenso pa.ra medirse. Se 
utilizo una sola diluciOn 1:10 hecha con agua destilad• y se ensayaron 
distintos volUmenes d• muestra con diversos volDmenes da reactivo, la 
proporciOn mas •decuada fueron 50 microl 1 tras de suero di luido 1110 y 
l.O ml de reactivo en donde se obtuvo una linealidad hasta de 40l) 
mg/dl de gluco••· 

En esta técnica GOD se ensay6 en forma cinética. Tabla 2, utilizando 
velamenes 11ntre 25 y 50 microlitros de dilución con 0.·5 y 1.0 ml de 
reactivo respectivamente, en este caso con esta técnica lo mas 
importante que se encontró fue tener un control exacto del intervalo 
cinetico < ICl, sin emb0ar90, dado que un se8Undo puede tener una 
influencia decisiva en el resultado final de la técnica cinética, 
traba.jada con di lución, no es muy recomendable y sólo dara un dato 
aproximado an un momento de suprema urgencia. 

Sorpresivamente ge encentro que est~ t•cnica trabajada con volUmenes 
grandes de suero dir•cto <50 microlitros de suero y l.O ml de 
reactivo) rinde resultados muy satisfactorios de tal forma que es 
recomendable que si se va a trabajar en forma cin*'tica se use la 
proporci6n indicada en la tabla. 

En l• Tabl• 3, s• encuentran los datoB obtenidos al traba.ja.r la 
t•cnic• d• urea 9flzimitica en la zona UV. Esta t•cnica ya ha sido 

..---~~diis'"i"irOllada ampliamente, da tal forma que wólo •• buscó el volumen 
Mlnimo necesario, encontr4ndose qu• 25 •icrolitros d• 1• dilución 1110 
con o.5 ml de reactivo proporcionaron los datos inA• preci•os, ad•m•& 
de que el r•sult•do se obtiene ripidamenta por t.-ner un interv•lo 
cin•tico corto. 

La cre~tinina, T•bla 4 1 represento un reto dado las dificultadas 
encontradas par• llegar a desarrollar una té:::nica confiable. Se 
decidió desdG! un principio aplica! .. la técnica cinf!tica, en la cual, se 
usan normalmente 100 microl1tros de suero directo y l.O ml de 
reactivo, sin embargo considerando que pa1·a una microtécnica 100 
microlitros de suero es un volumen eHc:esivo se empezO a trabajar con 
la dilución 1:10 donde prácticamente no hubo obtención de datos, por 
lo que sólo se decidió buscar la reacciOn más rápida y apropiada, fue 
aqul donde se observaron diversos fenómenos: 

El tiempo de lectura de 60" que indica la técnica no •ra apropiado ya 
que perd ia 1 ineal idad. 
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La temper"atura ta.mbién debe ser" controlada rigur"osamente ya que a 
mayor" temperatura mayor riesgo de perder" linealidad. La temperatura 
Optima encontrada fue entre 30-32 grados. 

Se tienen que hacer modificaciones de acuerdo a la sensibilidad de 
cada aparato, se ensayaron varias mezclas de a.leal i fuerte y 
bicarbonato para obtener un reactivo estable y sensible. 

Este es un punto muy importante 9ue ha de tomarse en cuenta, ya que 
una mezcl• con reactivo demasiado sensible indica inestabilidad muy 
acelerada y otr•!S, un reactivo muy poco sensible demostraba un pequeño 
c•mbio d• absorb•ncia especialmente en concentracione& bajas de 
cre•tinina, el reactivo Optimo encontrado es el siguiente: 9 partes de 
•cido ptcrico 0.04M, 9 partes de amortiguador de bicarbonatos con pH= 
10.8 y des partes de hidrOxido de sodio 0.75 N que refrigerado se 
mantiene estable 24 horas. 

Se hicieron muchos intentos para trabajar en forma confiable con 
dilución, sin embargo, se llegó al conv~ncimiento de que en esta 
determinación debe usarse suero directo y el volumen mínimo es 
relativamente grande, pero con volómenes menores se pierde 
inmediatamente la 1 ineal id ad y seguridad de los resultados, este 
volumen minimo encontrado fue de 100 microlitros trabajando con 1.0 ml 
de reactivo y t&mperatura de 30 grados. 

De acuerdo a la solicitud de la& determinaciones bioquimica9 se puede 
d•cir que las tres técnicas descritas pueden considerarse c:omo la 
qui.aic• 'ii•nguinea bAsica. En!leguida se discutir.\n en forma breve las 
otra5 dos técnicas que proporcionaron datos confiableg. 

Para el colesterol, se encuentra que la determinación se har.:e en suero 
directo (sin •Ktr•cción previa>, utilizando un blanco de reactivos. Es 
una t•cnica precisa y rApida, ya que el tiempo de incubación- es de 10 
11inutos sol•tnente. Aunque el r••ctivo enzimático es caro el gastar 
sólo O.S ml h•c• b•stant• costeable la técnica. 

La linealidad obt•nida 11•96 hasta 400 mg/dl, por lo que para valore• 
mayores •• tendr~ qu•· diluir 1:20 con soluciOn salina o a9ua 
d•stilad•. Se obsjrv• que con un volul'ftltn de muestra da 50 microlitro& 
(diluido• 1110) y O.S ml d• reactivo •a obtienen los datos más exacto~ 
qu• con un volum•n de muestra menor. 

La temperatur• es l• usada normalmente en todas las t•cnicas de 37 
grados. Se obEervó que la lectur• d.Oe hacerse dentro da la primera 
media her·~ dw terminar el tiempo de incubación. 

En lo que respecta a proteínas totales, se usó la pruba de Biuret ~ue 
es la prueba de rutina en los laboratorios, es una prueba simple y el 
color obtenido se encentro estable por aproximadamente 45 minu'tos, se 
usa un blanco de reactivos, se observó también que es mejor diluir la 
muestra qu~ trabajarla directamente. 

Los ens•yos •• hicieron con reactivo cóprico comercial, pero se 



au-ntO la alcalinidad agregando hidrO><ido de ~odio al 3X, 
obteni@ndose resultados ma'l!i exactos, por lo que es en esta 
concentracibn alcalina (mayor del 3%) donde se obtiene el mAximo 
desarrollo de colot~, el tiempo de incub•cibn fue de 10 minutos, el 
equipo se coloca en inicio inmediato, con una longitud de onda de 545 
nm. Aunque se ensayaron concentraciones mayores de hidrO><ido de sodio 
se observa que no producen resultadoti adecuados. 

Como se ha mencionado ante•, es nacesario asegurar que un nuevo m•toda 
proporcione datos analiticos ~tiles, es decir •ea un m•todo 
r•producible y exacto, esto es lo que ae llama validar un método, que 
no es otra cosa sino observar y comprobar que en este mll!!todo eKiste 
una correlación positiva entre la• do• variabl•• medidas. 

Al explicar asto con detalle, se refiere a "X" cOmo la cantidad de 
muestra adicionada (variable independiente) y 11 V11 como la cantidad de 
muestra recuperada <variable dep•ndiente>. Pensando en esto puede 
asegurarse que si se grafican los resultados obtenidos despues de la 
medición de las dos variables, se obtiene una recta que será la "m.\s 
perfectaº posible en cuanto mas parecidos sean los datos de la muestra 
recuperada en relación con los datos de la muestra adicionada~ 

Una r"ecta 11 per"fecta 11 por" st misma, es una situaciOn ideal, por lo que 
•s m•n••t•r bu•car construir una recta a Pilrtir de los datoli 
obtenidos. Al graficar 11 X 11 contra ºV" , a ca.da valor de "X 11 •n la 
r•cta corresponde un valor similar para "V" <teOricamente ha.blando), 
p•ro exi•t• ade••s el valor de "Y" obtenido en la preActica <un valor 
r•al> y se denomina ''Y"'", como ejemplo para Xl se tiene en la 9r.tfica 
Vl y YA1, para X2 •• tt•n• Y2 y VA2 y asl sucesivamente. La diferencia 
entt~e los valore• d• 11 V11 <V .... - Y> ••el error d• la tKnica <•rror l>, 
•l cual pued• .. r, dependiendo de cada valor, positivo o negativo, 
pud•n incluso •nul•r•e entre sl dmbldc • l• di1•r•ncl• d• signe• y la 
su•a de • •O. 

S. de•earta •ntoncea que •l error ••• MlniMO, puesto que no •• 
eli•inable, •• decir que el •rror ti•nda a cero, ya que r.s lbgico 
entone•• que las diferenciae entre •l valor eeti~ado y el obgevado won 
mlni111•s· Otra forma d• el i.nin•r signo• de ewtas diferenci•• de 11 Vº y 
manejar valore• absoluto• eB elev.indo al cuadrado dicha cantidad, 
obteniéndo•a l& siguiente fórmula: 

2 2 .. ( V - V ) 

Ad•~•s de que para en9lcb•r cada date se ti•n• que1 

>;/ ·l< 
2 

V - y ) 
¡ 
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O. •e~a ecuacibn y de la ecuaciOn de una recta <y=mx + ·b) &e obtiene 
la Ecuaci6n de ~lni•os cuadrados. 

En r•su"'9n a partir d• los datos obtenidos en el laboratorio puede 
construir•• una recta, pero a su ve:! se debe de tener la seguridad de 
que e&tos d•tos forman verdaderamente parte de una recta, en otras 
palabras corroborar si se comportan linealmente. Hasta esta conclusión 
e6 posible llegar con el "Análisis de la Va.rianza de lA Regresión 
Lin•al 11

• 

Como primer punto hay que considerAr dos tipos de variaciones 1 

-la primara debida •l error experimental, que es la variación de los 
datos debido a la medición. 

-la ••gunda d•btda a que el fenóm•na no •• una recta. 

Si la variaciOn •• debe, al primer caso, a~n al estar los puntos fuera 
de la r•cta, e• el fenómeno es una recta y se l lant:a "Re9res1ón 11 <R>, 
por •1 contrario si las variaciones se deben al se9undo caso se tiene 
un "Error de la Re9resibn 11 <ER>, por tanto el -fenómeno no se comporta 
como una recta. 

De 11 R11 se obtiene t1CR que e9 la media de cuadrados de la re9resiOn y 
de 11 ER 11 we llega a MCER que es la media de cuadrados del error de la 
resresi6n. Si se e&tablece una relación entre ambas como FR se 
obti•n•" 

HCR 
FR= ------

HCER 

dand• si F pas .. un v~lor alto, el fenOtnttno es una recta (puesto que 
el divid.,.do ll'ICRI •• mucho ,,... grande que el divisor IHCER> > y por 
el cantraria si F .. peque~a el fendol9no no •• una recta. 

Otra for•• de concluir esto es -diante una· regla de decisión como1 · 

1.- Si PIFI •• ..,,or que O.OS el fen6-eno es una recta. 
2.- 9i PCFI •• .. ~ar que 0.05 el fenO.eno no •• una recta. 

Par• ...,c:tanarlo d• otra forma, •• die• que lo iFf•al an una serie de 
datow .. qu• la cantidad recuperada <V> sea igual ~ la cantidad 
adicionad• <X>, a ••a-XcY, por lo t•nto •• ti•n• ~ue tener •ntonc•s 
una p.,,dient• igual a uno <m=l) y una ordenada al ori9en igual a cero 
lb=Ol. 

Si •• cumplen .. tas dos condicione• puede decir•• que el fenómeno se 
ccMporta ca~o una recta <sólo exi•te error exp•rimwntal>. 

Si •1 fen6'Mna •• lin••l, pero 11 V" •• IAUY di.fer•nte de 11 X11
, •1 error 

.. •i•t .. attco, pr•11ent•nd011• vario• caso•• 
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l.- m•1 y b~O, no hay error proporcional. 
2.- m=1 y b diferente de cero, hay error proporcional constante. 
3.- m diferente de uno y b=O, existe error proporcional consistente. 
4;- m diferente de uno y b diferente de cero, exista error 
proporcional consistente y constante. 

El comprobar que estos dos parametros ( "m'' y 11 b") son igual a uno y 
cero respectivamente puede hacerse de manera e•tadtstica con las 
siguientes f6r•ulas1 

1 - m 
l.- Para la pendiente <m=l>: tm=------

Sm 

Si t calcul•da es mayor que t da tablas con n - 2 g.l., la pendiente 
as diferente de uno. 

o - b 
2.- Para la ordenada al origen <b=Ol: tb=----

Sb 

Si t calculada es mayor que t de tablas c:on n - 2 g. l. la ordenada al 
origen es diferente de cero. 

Para finalizar esta breve explicaciOn se resumen las vat"iables 
estadisticas utilizada& para concluir acerca de la linealidad de lo• 
métodos ensayados: 

l.- La PCF>R d•be ser menor que O.OS para que el método sea lineal. 

2.- La P(F)A debe ser mAyor que 0.05 para que no haya f•lta de ajuste, 
si no es asl •• obm•rva el valor d• R2 <coeficiente d• det•rminac:ibnl, 
cuyo valor d•b• ser mayor de 0.9~ para que se cumpla esta condici6n. 

3.- El rango da la p.ndi.nt• d.t>e incluir uno para qu• no haya error 
sistem•tica proporcional con•i•t•nte. 

4.- El ran9o de la ordenada al origen debe incluir cero para que no 
•xista error .sist•mAtico proporcional can!ltante. 

A continuación •• exponen. los resultados de los parAmetros 
astadisticos hechos a cada detern1inAci6n con ayuda de la computadora y 
se comenta ~obra estos: 

l. l. l~Glucosa. Punto Final. 20 me! + 1.0 mi. Rango 50-400 m9/d !. 

HC F R2 m b 
REGRESION 302872 616 0.9671 0.8645 6.45 

-e 
ERROR REGRESION 491.18 1.3 X 10 0.9412 24.29 

FALTA DE AJUSTE 3321 171.3 
-8 

ERROR EXP. 19.39 9.05 K 10 0.7958 -11.37 

33 



l.- El •étado es lineal Y• que P<F> es igual a 1.37 X 10 -a. ~sto es 
menor 9ue 0.05. 

2.- La P<F>A es de 9.05 X 10 -a, menor" ctue 0.05 por lo que 5e observa 
el valor de R2 el cual es mayor de 0.95, por lo tanto no hay falta de 
ajuste. 

3.- El V91.lor de "m'L no abarca uno, se.tiene un error proporcionc"\l 
con•i•t•nte. 

4.- El interv•to de la ordenada al origen abarca cero, no se tiene 
error proporcional constante. 

Dado qua el error proporcional consistente que presenta este métodO 
puede ser debido al exceso de glucosa con respecto a la velocidad de 
reaccibn de la enzima y el m•todo no sea estequiometricamente 
equivalente en los 400 mg/dl se repite el anAlisis estadistico en el 
rango d• 50 a 300 mg/dl. 

1.1.1 .. Glucosa. Punto Final. 20 mcl + J.O ml. Rango 50-300 m9/dl. 

MC F R2 m b 

REGRESION 142753 16180.5 0.99932 0.99887 -0.26611 
-7 

ERROR REGRESION 8.8225 1.22 X 10 l. 01615 3.2319 

FALTA DE AJUSTE Q.4375 0.04525 

ERROR EXP. 9.66 0.91776 0.98159 -3.76412 

-7 
1.- La P<F> •• d• 1 .. 22 X 10 menor que 0.05 por lo que el fenómeno se 
contparta linealmente. 

2.- La PCFlA .. 0.91776 mayor a o.o~. por lo tanto no hay fAlta de 
ajuste .. 

3.- El r•ngo de la pendienta incluye unO, no existe nrror proporcional 
consist•nte. 

4.- El rango de la ordenada al ori9en incluye cero, por lo que tampoco 
eMiste error proporcional con~tant~. 

5.- El mmtodo es lineal da 50 a 300 m9/dl, y esta validado. 
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l. l.2. Gluco••· Punto Fin•l. 50 •el + 1.0 .1. R;mgo d• 50 a 400 199/dl. 

HC F R2 m b 

REGRESICIN 335941 62107 0.99974 0.99239 o.30127 
-9 

ERROR REGRESION 5.4(190 5.64 X 10 l.00084 2.05797 

FALTA DE AJUSTE o.5833 0.08935 

ERROR EXP. 6.528 0.98718 0.98395 -1. 90S43. 

-9 
1.- La P<F> •s de S.64 X 10 un v•lor menor a ú.05. por lo qu1t el 
••todo RS lineal. 

2.- La PIFIA es mayor de o.os, por lo que no hay falta de ajuste. 

3.- El int•rv•lo de 11 111 11 incluye uno, no existe •ntonces error 
proporcional consistente. 

4.- El rango da "b" abarca cero, no hay error proporcional constante. 

S.- El m•todo esta validado en un rango de 50 a 400 mg/dl. 

1.2.1. Glucosa. Cin~tica. 50 mcl +.¡.o mi. Rango de 50 a 200 m9/dl. 

HC F R2 .. b 

REGRESION 29681 172.09 0.97728 l.12786 -B.25 
-4 

ERROR REGRESION 172.47 8.S9 ><10 l.366S6 23.32719 

FALTA DE AJUSTE 6S0.9l S0.0703 
-s 

ERROR EXP. 13 1.56 ><10 0.88916 -39.8271 

-4 
l.- El valor de PCFI •• 8.S9 X 10 (...,,ora O.O!íl, por lo tanto el 
.. todo .. lln•al. 

2.- La PIFIA •S d• 1.56 X 10 -5, lo cual •• -nor a o.os, ens•guid;a •• 
abs•rva •1 valor de R2 (igual a 0.977281 •l cual es mayor a 0.95, no 
hay falta de ajuste. 

3. - No h•y •rror proporcion•l consistente pue6to que el rango de '1 111 11 

incluye uno. 

4.- No •>ciste error proporcional constante pua&to que el intervalo de 
"b 11 abarca caro. 

S. - Por lo tanto el método esta v.al !dado de 50 a 200 mg/dl. 
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1 •• 2.2. atucoa.-. C:in~tica. ~ ftlCl + 0.5 m.l. Rango de 50 • 400 013/d J. 

l'IC F R2 m b 

REGRESION 218176 4652 0.9985 l.00924 -12.95 
-6 

ERROR REGRESION 46.89 4.39 " 10 1.127 - 3.324 

FALTA DE AJUSTE 119.59 6.704 

ERROR EXP. 17.83 .039 l.051 -22.579 

1. - La P<F> •s meno"·• o. 05 el 01étodo es 1 ine;al. 

2.-1 La P<F)'\,I~ .menor a o.os, por to tanto se requiere el valor de R2 
~ue ••de .0.9985 <mayor a 0.951, por lo tanto no hay +alta de ajuste. 

3.- El ,¡·•t'odo posee error proporcional con•istente ya c:¡ue el rango de 
-'

11 mº no incluye ,üno. 

4.- No poaee error 
incluye cero. 

proporc_ional constante porqu& el rango de "b" 

5. -·· Probabl•m•nté la cantidad dtt reactivo debí O ••r mayor para no 
perd•r la lin••lid•d a una ccncentraci6n grande de 400 mg/dl y& que si 
si se observa en •l e•so 1.1.l l• relación volumen muestr•, volumen 
re•ctivo wra mayor p•ra este óltimo •n relación al valumen muestra. 
Por lo tanto •• repatirA l!l anU isi• estadlstico par';a un rango de 50 a 
200 m9/dl. · 

1.2.2. Glucosa. Ctn•tié:a. 2S me! • o.s ml • R•ngo d• so .. 200 m9/dl. 

l'IC F R2 m b 

REGRESION 23100 2187 1).99818 0.995 -3.25 
-4 

ERRoR REGRESION 10.~ 2.05 x10 1.054 4.564 

FALTA DE AJUSTE 1. 734 o. 12647 

ERROR EXP. 13.S o. 7621 0.935 -ll.06 

s.- La P<F> ••menor a o.os, el método es lineal. 

2,- L• P<FJA e• de 0.7621 mayor • o.os, por lo tanto no hay falta de 
ajuste. 
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4.- El rango de .. b 11 incluye cero por lo que ta11Poco hay error 
proporcional constante. 

5. - El método est• validado en un rango de 50 a 200 mg/dl. 

1.2.>. Glucosa. Suero directa. 50 OIC) + 1.0 ml. R-anqo de 50 a 400 
mg/tll. 

l1C F R2 • b 

REGRESION 154338 ).3248 0.99955 l.03bl7 -3.282 
-b 

ERROR REGRESION ll.b49 9.69 x!O 1.0582 1.794 

FALTA DE AJUSTE 15.9bB l.bBO 

ERROR EXP. 9.5 0.295 1.041 -8.359 

Cumple con lo• punto& 1 y 2 pero 11m 11 no incluye uno. Se repite el 
mismo ca•a d• las t•cnicas anterior•••• pi•rde la linealidad •n 400 
mg/dl y aunque aqut es muy diferente la proporci6n entre volum•n d• 
muestra-reactivo (puesto que la muuestra es suero directo sin diluir) 
puede pensarse que no sólo esta influyendo el volumen de reac:tivo sino 
que •st• •n realidad se •atura r•pida..nt•.S• r•pit• el an•lisis en un 
ranao da 50 a 200 019/dl. 

1.2.3. Glucosa. Directa. 50 ul + 1.0 ..1. Rango d• 50 a 200 mg/dl. 

t1C F R2 .. b 

REGRESION ~5 2084.I 0.99809 1.05286 -s.o 
-4 

ERROR REGRESIQN 12.41 2.00 x10 1.1168 3.4705 

FAl.TA DE AJUSTE 24.11 2.837 

ERROR EXP. 0.s o. 1868 0,9888 -13.47 

1,- La P<F> •• ....,ar que O.OS por ·lo tanto el Ol•ttldo •• lineal. 

2.- La P<F>A •• Olayor qu• 0.05 10.18681 por lo tanto no hay falta de 
a Juste. 

3.- El r•ngo d• 11 m 11 incluye c•ro, na hay error proporcional 
can•i•tente. 

4. - El rango de "b" incluye c•ro por lo qu• .tampoco e><iste error 
proporcional constant•. 

5.- El ,..todo esta validado de 50 a 200 Olg/dl. 
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2.2. ¡, Ur•a. Cin•tic.¡. 25 Olcl ... 0.5 .. 1. rango de 30 a 80 1119/dl. 

MC F R'.2 m b 

REGRESION 3110.9 653.9 ·~.9909 1.010 1.22 
-5 

ERROR Rf:GRESION 4.756 3.18 xlO 1.107 7.500 

FALTA DE AJUSTE 0.082 Q.0143 

ERROR EKF-. 5.7 º·"68 o.9137 -5.045 

l.- L• P(F) •• m•nor qu• o.os por lo tilnt'o el i'en6meno es lineal. 

2.- L• P<F>A es 01•yor a 0.05 (0.9969> por lo tanta no hay f•lta de 
a Juste. 

3.- El r•ngo de "•11 abtilrc• uno 9 no h•Y error proporcional cansístente. 

4.- El rango de 11 b" incluye cero, por lo que no hay error proparc:ional 
contante. 

5.- El m•todo ••ta validado para urea en un rango de 30 a 80 mg/dl. 

3.1.1. Creatinina, 100 mcl + l.O MI. Rango de 1.2 • 24.0 m9/dl. 

He F R2 m b 

REGRESION. 812.13 881.01 0.98546 0.99209 0.7b29 
-7 

ERROR REGRESlON 0,9218 1.7S w10 0.9578 1.5b7 

FALTA DE AJUSTE 2.223 4.185 

ERROR EXP. 0.5313 o.o3bS3 0.0219 -0.041 

S. observ• ...,. .. cu..,lwn loa puntas 1 y 2 <u••ndo el valor de R2l 
p•ro •1 rango d• »•n no incluy• uno, lo cu•l habl• d• •r,..or 
proporcional cansletents. No •Miste lin••lidold en 24 mg/dl, .,, e&te 
caso no s6lo pued• ser la sltflsibilidad del r••ctlvo, sino la 
tecaperatura • l• cual •• v•ri~ico la reacci6n, incluwa taMbí6n • •sta 
cancwntraciOn pudo ••r necesario Mayor tiempo de re~cción, se repite 
el •n4lisis en el r•ngo de 1.2 • 12 mg/dl. 

·3.1.1. Cr••tin.in•. 100 .el + 1.0 Ml. Rango de 1.2 • 12.0 Mg/dl. 
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llC F R2 .. b 

REGRESION 224.69 1185.18 0.99163 1.0554 0.008 
-7 

ERROR REGRESION 0.189 7.7 xlO 1.123 0.4BQ 

FALTA DE AJUSTE 0.0113 0.0484 

ERROR EXP. 0.2341 0.9945 0.987 -0.4b2 

1.- La P<F> •s menor que 0.05 y entonce~ el fenOmeno es lineal. 

2.- La PCFIA •• de 0.9945 que es mayor de o.os, tampoco hay falta de 
aju•te. 

3.- No exi•t• error proporcional consistente puesto que el interv•lo 
d• 11 m11 incluye uno. 

4.- Tampoco hay error proporcional constante ya que el intervalo de 
"b 11 incluy• cero •. 

5.- El m~todo para creatinina esta validado en el rango de 1.2 a 12.0 
mg/dl. 

3.1.2. Creatinina. 100 mcl + 1.0 mi. Rango 1.2 a 24.0 mg/dl. 

11C F R2 m b 

REGRESION 180.95 3261.9 0.99816 1.160 -0.174 
-5 

ERROR REGRESION 0.0554 l. 4 xi O 1.209 0.517 

FALTA DE AJUSTE 0.039 0.6117 

ERROR EXP. 0.063 o.s00:5 1.110 -0.168 

Loa punta• 1 y 2 se cumpl•n ••ti•f•ctariafft9nte, pero el r.ango de 11 m" 
na incluye uno, lo cual indica un error proporcional consistente, 
igual que en el caso anterior, •l hacer la lectura • una · t:•mperatura 
mayar (dos grados) no modifica loa r••ultadas, no hay lin•&lid•d h••t• 
24 1119/dl, lo cual puede d•barse a las causAs mencionad•• 
•nteriorm•nte,, •obre todo a l• posible inestabilidad del compuesto 
form•do debido • falta de tiempo de reacción. Se repite el an•ttsi9 
esta VRZ sólo hasta 6.0 mg/dl. 

ESTA TESIS f.!~ "i:Br 
.. ..i:.IR DE lJ.¡ b,u .. ,tJ ¡ LM 
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3. t.2. Creatin1na. 100 rncl + 1.0 mi. R•mso de 1.2 a 6.0 m9/dl. 

MC F R2 m b 

REGRESlON 29.49 487.79 0.99186 1.119 0.292 
-4 

ERROR REGRES!ON 0.060 4.0 xlO 1.26 0.846 

FALTA DE AJUSTE 0.0319 0.4563 

ERROR EXP. 0.07 0.5497 0.979 -0.261 

t.- La P<Fl es menor a o.os, el m"todo es lineal. 

2.- La PIFIA •• d• O.S4'i'7 (Mayor a o.os>, por le t•nto no hay falta de 
ajust•. 

3.- El rango de "m" incluye uno, lo 9ue elimina un error proporcional 
consistant•. 

4.- El rango de "b 11 incluye cero, por lo que no hay error proporcional 
constante. 

5 •. - El método p.ilra creatinin• e•ta validado en un rango de 1. 2 a 6. O 
m9/dl. 

4.t.t. Col••t•rol. Punto Final. 25 mcl + O.S mi. Ran90 de 100 a 400 
mg/dl. 

l1C F R2 m b 

REGRE910N 'i'Sl'i'3.8 801>.14 O.'i'88'i'I> 0.8710 tS.1>5 
-i. 

ERROR REGRESION lt'i'.08 2.09 X to O.'i'4084 33.65 

FALTA DE AJUSTE 186.12 t.886 

ERROR EXP. 'i'B.61> 0.2209 o.eti. -2.34 

El. punto 1 y 2 •• cumpl•n satisfactoriamente, p•ro al igual que varias 
técnicas ant•rior•• existe un error proporcional consistente, m no 
abarca 1, •• pued•n pensar en varia& causas pAr• este fen6meno1 

-•aturaciOn d• la anzi~• con •l valor relativamente alto de sustrato, 
-po•ibl• d•gradacibn d•l r•activo, 
-posibl•• •rro,... •n la .,.di~ibn. 

Para ••t• .,.todo •• •studió la linealidad ahora en el ran90 d• 100 a 
300 119/dl mncontr•ndct1e los si9uient•• r••ultadoss 
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l'IC F R2 • b 

REGRESTON 41500 669.26 0.9896 0.0316 22.22 
-5 

ERROR REGRESION 62.0(1 !. 2 X10 0.9076 38.64 

FALTA DE AJUSTE 193.54 4.825 

ERROR EXP. 40.111 .001>9 0.7551> 5,0 

En est• nueva ensayo se detectó error proporcional consist•nte. 

4,1,2. Colesterol. Punto Final. 50 mcl + 0.5 mi rango de 100 a 400 
mg/dl. 

En •ste m•toda se encontrb linealidad, no hay faltad• •juste y existe 
error proporcional consistente de acuerdo a los siguientes datos: 

l'IC F R2 m b 

REGRESlON 137664 2951 0.99662 0.958 6 
-7 

ERROR REGRESION 46.64 4. 4 XlO 0.997 16.75 

FALTA DE AJUSTE 19.2 0.357 

ERROR EXP. 53.5 0.715 0.9187 -4.759 

En •eta t•cnica •• analizaron estadtstica1n1tnt• todos los 
encontrar el rango de linealidad del •ttodo de medición, 
la presencia de •rror consist90te ocurrió por la 
resultado· "aberrant•", por lo qu• al •1 i•inarla, 
linealidad sin error proporcional consi•tente ••ti111Ado 
•• d• entre lo• limites e•tudiados. 

F R2 .. 
REGRESION 541494 1162.7 0.99402 0.95 

-6 
ERROR REGRESION 46.57 8.2 XIO 1. 01 

32.03 0.6537 

valor•• P•r• 
sin embargo 

pres.ne i a d• 
el rango de 

por regre•ibn 

b 

7.33 

21.56 

FALTA DE AJUSTE 

ERROR EXP. 49 0.5458 0.004 -6.89 

Para protelna• total•• ••te •n•ayo e•tadlatico no fue po•ibl• 
realizarlo debido a que para fin•• de c•lculo con doa punto• •• 
obtiene un matriz singular que no p•rmit• estimar ef•ctas. 
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X.- CONCLUSIONES. 

Las microtécnic•'ii son una forma de economia en cL1anto a muestra, 
reactivos, material y tiempo. Es posible utilizar muy poca cantidad 
de suef"o para varias determin3ciones, en general se pudo trabajar con 
25t) microlitros de suero diluido 1110 y 100 microl1tros de suero 
directo para cinco determinaciones. 

Estas t•cnica• demostraron exactitud y precisión sin tener que 
trabajar con equipo automatizado. Se consider• que el equipo utilizado 
es muy adecuado para laboratorios pequeños y regula.res <aprox.·de 15 a 
2<• muestr•s por dla> por su f•cil manejo, mantenimiento y versatilidad 
<ademA• de qu• •xisten sus anAlogos en otras marcas>. 

Observamos que la forma m•s apropiada para disminuir un& t•cntca. en 
c&d• procedimiento e• comenzar a.l fina.l y traibajar hacia. atr.tt.s, es 
decir •n prtm•r lugar debelfto• re•olver • que volum•n final de muestra 
reactivo hay que lleg•r, el cu•l depender• obviamente del volumen de 
la cubeta m•• pequeña disponible en el espectrofotOmetro y elegir l• 
determinaciOn colorim•tr1ca, enztmAtic&, •te. mti.D accesible a ca.d• 
presupuesto y ensayar los diferentes voló.menes de muestra-reactivo, de 
•cuerdo • las condiciones de nuestro equipo y de los instrumentos de 
medición. Se puede decir que el equipo que nos proporcione 
reproducibilidad de datos es aceptable y confiable para trabajar. 

Como tambt•n se observo, aunque no se reporto a lo largo del trabajo 
la diluct6n 1110 es la mAs adecuada (otra dilución ensayada fue 
1120>, aún ••l el volumen de muestra con que se puede trabajar es muy 
peque~o. Excepto para creatinina que utiliza un volumen mlnimo de 100 
microlitros d• suero sin diluir para l•s damas t•cnica• puede decirse 
que •e •lcanzan ambos objetivos, encontr&r un militado que utilice un• 
p•qu•fta cantidad de muestra y validarla para su uso confiable. Tal vez 
para cr•atinina haya qu• hacer varia.• modif ic•cicn•• al reactive y 
•nsayar con dif•rent•• temperaturas y tientpo de repesa para conseguir 
disminuir •1 volumen de muestra y pad•r hablar.de una microt•cnica. 

Puede decir•• tambi•n ~u• al obtener t*<:nic•• ripid•• y precisa• ••t• 
m•todalogta sirve de apoyo para equipos altaRtWnt• sofisticados <en un 
labarato~ia que posee equipos autOfllticos •• produce un caos · al 
d•scamponerse uno de estos debido al gran ngmero de lftUe•tras> ya qu• 
cada det•r~inación puede hac:•r•• en pocas ~inutas a cat11paracitJn de 
las t•cnicas manuales. Tambi~n estos procedimiento• pueden usar•• p~r• 
pru•bas de 9abinete, las cuela• son un nümero p•quefto en cantidad, 
pero P"equier•n r••ultados r~pidos. 
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XI.- RECOl'IENI>ACIONES. 

Para f1n•l1zar se hacen algunas recomendaciones sobre este trabajo en 
forma breve: 

·Los procedimientos hechos en este trabajo pueden ensayarse en otros 
liquides corporales como plasma, orina y ltquido cefalorraqutdeo, ya. 
que muchas veces es necesario el conocimiento de su valor en un 
momento d• urgencia y por lo t•nto l1na técnica r•pida e& de gran 
utilidad. 

Adem~s puede verificarse el ensayo de enzimas, determinaciones que son 
nece•arias •n muchos p•rfil•• bioqulmicos importantes como ea el 
perfil c•rdtaco <LDH, TGO >, •1 perfil hepAtico (transaminasas y 
fosfatasa alcalina>, •te. 

Exist•n muchos equipos simil•res al u•ado en este trabajo 
<semiautomAtico> que pueden utilizarse para lograr un• metodologla m•• 
r4pida y b•rata que un equipo manual < cuyo volumen mtnimo de celda de 
flujo es de 1.0 mi • comp•ración de o.s ml en el caso d• los •quipos 
semi•utomAticos conacidoB). 
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