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I. INTRODUCCION.

La Quimica Clinica es una ciencia que puede considerarse joven, ya que
ha principios de siglo, por ejemplo, no se tenian técnicas para
dosificar glucosa en sangra,

Hasta el inicio de los aRos veinte, gSracias a loa trabajos de Falin-
Wu, fue posible la cuantificacion de metabolitos en sangre y orina.

A pesar de ser una ciencia con tan poco tiempe de inicie, el avance y
evolucion de 1a Quimica Clinica han sido asombrosos. For ejemplo antes
era cldsico llevar a cabo toda una marcha analitica para .cualquier
determinacion.

Habia que preparar un filtrado libre de proteinas para el cual se
usaban dos reactivos, después para cada elemento que se queria
determinar se volvian a usar dos 6 tres reactivos, actualmente las
técnicas han evolucionado y se ha llegado i tener una especificidad y
exactitud muy grandes sin necesidad de recurrir a la preparacion de
filtrados libres de proteinas.

La mayoria de las técnicas actuales tienden simplemente a poner la
muestra (suero, plasma, eétc.) en contacto con un reactivo especifico
para lograr la determinacién del parasetro dessado, esto ha facilitado
la automatizacién a semiautomatizacion de la tecnologia clinica y  si
antes se necesitaban mililitros de sangre total para t¢rabajar una
‘quimica sanguinea", actualmente las mismas determinaciones se logran
con voldmenes minimos de muestra y por lo tanto pequelias cantidades de
reactivao (1).

Las primeras microtécnicas en fQuimica Clinica fueron originadas como
_.respuesta a lam necesidades . padidtricas, debidoc a las pequeras
cantidades de sangre en recién nacidos y prematuros. Natelson menciona
que 5 mililitros de plasma representan cerca del 10% de plasma total
de un prematurc de un kilogramo (1),

Natelson, Sanz y otros hicieron contribuciones importantes para el
desarrollo de procedimientos de Quimica Clinica adecuados a las
necesidades pedidtricas, requiriendo S0 microlitraos o menos de plasma
o susro por detersinacion. - '

La sayoria de las detersinacionss comdnes en «1  laboratorio pueden
sctualmente ser procesadas con suestras ultramicro (de 1 a 50
aicrolitras).

Las wmicrotécnicas tienen la ventaja de hacer durar la wmuestra, los
reactivos, reducir espacio y frecuentesente tiempo. For estas razones
son  también convenientes para andlisis de adultos. Si se emplean
apropiadamente las microtécnicas no son inferiores a los
praocedimientos macro con respecto a exactitud y precision y pueden ser
nejores especialepnte si son automatizadas (21).

L.a confiabilidad y facil manejo de espectrofotometros auvtomdticos vy
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. semiautondticos para técnicas micro han llevado a un amplio desarrollo

de dichos instrumentos en los tltimos afos ya que decididamente
contribuirdn 3l extendimientn de la microtécnicas en Quimica €linica.

£l uso de veolumenes tan pequefios ha llevado al desarrollo de nueva
tecnologia para la medida de muestra y reactivo, demostrando que el
uso de pipetas graduadas; volumétricas, es obsoleto. Se ha tenido la
necesidad de desarrgllar pipetas automaticas, dilutares, medidores de
volumen constante que permitan trabajar la micromuestra adecuadamente
<21y,

Como ya se menciond, las alicuotas en microlitros de muestra y.
reactivo al medirse y transferirse para un proceso pasterior deben
trabajars can buenas pipetas que proporcionen reproducibilidad,
exactitud y iacilidad’de operacion.

A nivel de microteécnicas la exactitud volumétrica abscluta es dificil
de realizar, por ejemplo se usan pipetas de vidrio de tipo de "lavado"
para eoliminar &l error debido al liquido adherente remanente en la
pipeta. Las pipetas de polietilenc calibradas para “entregar" deben
ser reapelentes al agua para dar buenos resultados. Sin aembargo se
reconoce que la exactitud absoluts no es necesaria si ambas, muestras
y patrones son medidaos con la misma pipeta (21,

Se ha visto que la evolucion de los espectrofottmetros desde los que
poseian galvandmetros de aguia y eswpejo hasta los que praporcionan
lectura digital gque permiten lecturas con gran exactitud con
variaciones de una milesima de absorbancia, tienen un control
alectronico de temperatura en las celdas de reaccién, las cuales ya no
tienen un volumen total de 3 & mAs mililitros, sino que el] volumen
total de la celda es de 0.3 a 0.5 ml.

Impresoras y calculadoras han sido también integradas a equipos
accesibles para 1a mayoria de los laboratorios (20),

Puede decirse que en México el uso de esta nueva tecnologis e atn
limitada, todavia se requisren varios mililitros de musstra en muchos
laboratorios, incluyenda los oficiales, como es légico al usar sstas
cantidades de musstra se ven en la necesidad de hacer puncidén venosa
contra la puncion capilar que evitaria muchas molestias &l paciente y
reduciria costos de toma de muestra.

Aunque en este trabajo se pressntardn  técnicas “manuales” como
informacion se explica que en cuanto a anslisis automdtico existen
esencialmente dos tipos bdsicos: el sistema de flujo continuo vy el de
muestren diascreto,

En el sistema de flujo continuo las muestras se siguen una a otra en
secuencia a través de un canal. En andlisis discreto, cada muestra
ocupa un recipiente eseparado y los recipientes son analizados en
paralelo © en secuencia (20).

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

(M



autoadticas (20).

-

Pasos manuales. Automatizacion.

Fipetear muestras y Muestreador, pipeteador,

reactivos. bombas.

Mezclar. Mezcladar mecanico o burbuaja

' de aire.

Desproteinizacion Dializador, columnas de resina.

Calentar e incubar. BaRos.

Tiempo de desarrcllo. Serpentines transportadores,

Medida de la muestra. La muestra fluye a traves del
aspectrofotometro.

Leer y calcular, Registrador, impresora,
computadora.

Por lo anterior se observan las siguientes ventajas de la
automatizacion:

t.~Un namero grande de muestras pueden procesarse con minimo tiempo
pPara cada teécnica.

2.-5¢ realizan dos 0o mads métodos simultaneamente.
J.~La precisidn es superior a la ejecucidn manual.
4.-No se necesitan calculos.

Paro también ya en la practica se encuentran varias desventajas en ia
automatizacion y mon :

l.~Limitaciones en el tipo de metodologia que pusde ser usada.

2.-La naturaleza automAtica de estos instrumentos disuade a los
técnicos de considerar a discrecion problemas potenciales.

3.~-Los instrumentas son uniforasnente objetivos, - asi que no pueden
ejercitar el juicio esperado de un técnico experimentado en el caso de
una turbidez potencialmente interferente o un color falso, por ejemplo
10 cual puede estar relacionado a una muestra dada o a un grupo
completo de pruebas.

4.-Muchos sistemas son impracticos para usarse con un nimero pequero
de muestras. Por lo tanto los métodos manuales pueden requerirse para
un examen individual de emergencia. £stos métodos deben también estar
digponibles en el caso de fallas en el equipo.



S.-Los sistemas son wmuy caros para compra y mantsnimiento. Los
horarios regulares de mantenimiento técnico asi como las visitas de
-personal de servicio entrenado son muy costosas.

6.~La relativa facilidad con que los sistemas automiticos producen
resul tados fomenta la acumulacion de grandes cantidades de informacién
irrelevante, la cual debe ser caiculada, registrada v almacenada (20).

Aal hacer la observacién general de la metodologla clinica se
encuentra también que la necesidad de micrométodos tiene ademads otro
estimulo, que es el de conocer los niveles de numerosos componentes de
la sangre, para un buen diagnéstico y tratamiento de la enfermedad
.

Al  observar y entender las interrelaciones de varios componentes
sanguineos se comprendid que en algunos casos se necesita valorar todo
un grupo de componentes para lograr una buena evaluacion meédica, ya
que es claro que no se puede predecir con seguridad el nivel de
cualquier constituyente particular de la sangre a partir del
conocimiento de otro.

Un problema mids que se observa es ta toma de muestra, mencionada
anteriormente como factor importante para la obtencion de buenos
resul tados (3).

Microanalisis implica e1 ensayo de una muestra pequera. No
necesariamente equipt pequelo o micromedidas después de la de la
muestra y no requiere usualmente equipo especial no encontrado en el
laboratorio cltnicoa.

Ademds de todo lo mencionado se obhserva que ciertos problemas de la
técnica macro se resuelven con la micro, cuando muchos colores no
diluidos no siguen la Ley de Lambert-Beer excepto en concentraciones
diluidasg también son requeridas cantidades ultramicro para 1a
exactitud de los anklisis con los métodos de fluorescencia que
frecuentemente raquiersn concentraciones de 0.2 mcg/ml o menos, las
concentraciones mayores causardn problemas.

Un ejemplo de macro y micro es el siguiente: si se digieren 0.01 ml
de sangre y se usa O.1 ml de &cido sulfuricoy 0.1 ml de 4Acido
perclorico, esto es equivalente a usar 1.0 ml de sangre mde 10 ml de
cada acido, 10 gue hace pensar que 2] macrométodo ofrece peligro de
explosion y esto es impractico, sin embargo cantidades més pequefas de
cada A4cido se wusan en @1 macrométodo. As! un procedimiento de
digestian que toma minutos en la técnica micro es un  procedimiento
mucho mas lento en la versiédn practica macro (1).

Ciertos procedimientos requieren concentraciones ultramjicro antes de
dar resul tados cuantitativos. Un ejemplo es la fotometria de flama, si
las soluciaoncs que cantengan sodio o potasio an usan an
concentraciories de mads de 50 mcg/ml , la flama pronto se saturard y




las di ferencias de concentracién no podran ser determinadas
exactamente,

Para sodio se tenia que diluir el suero 11200, en macro 1 ml a 200 al,
en micro 0.1 ml a 20 ml u ultramicro 0.025 a S ml,

Algunos puntos bAsicos para el microandlisis son:

1.~Ajustar volumenes y cancentraciones de reactivos para que el orden
de la medida final permanezca igual con la microcartidad.

2.-Escoger un procedimiento que minimice transferencias y disminuya el
nimero de reactivos.

3.~Cuando sea practico escoger un método que mida la sustancia a ser
praobada como un patrén, que la mida directamente y no a través de unoc
de sus derivados.

4.-Usar ultramicropipetas de lavado calibradas para contener la
muestra.

S.~Para titulacicnes emplear indicadores sensibles de punto final,
usar buretas ultramicro.

&.-Para colorimetria se prefiere un procedimiento que desarrolle un
color estable de alta absorcién y que siga la Ley de Beer sobre el
rango a ser determinado (1).

A continuacién se presenta la clasificacién de los métodos an términos
de volumen de muestra, segin varios autores:

Clasificacion de Todd-Sanford (2)1

Macrométodos 1 ml o mas.
Micrométodos 0.1 ml a 0.9 ml.

Ul tramicrométodos o

Métodos de microlitros 0.09 ml a 0.01 ml.
Métodos dé nanolitros 0.009 ml a 0.001 ml.

Para Richard Henry O.1 ml a 0.5 ml es semimicro y de 100 mc)! o menas
es microtécnica (4).

Meites (22) reporta que hasta 25 mcl es microtécnica y segun
Mattenheimaer (23) hasta 10 mcl es microtécnica y voltimenes menores son
inclutdos en las técnicas ultramicro.
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II.-ANTECEDENTES.
Il.1.~Metabolitos.

I1.1.1.-Glucosa. Los hidratos de carbono y sus derivados son
polihidroxialdehidos y/o polihidroxicetanas. Una sola unigad de estos
compuestos es llamada monosacarido, el mAs abundante e i1mportante de
estos es la D-glucosa, tiene 'seis Atomos de carbonoc y es el
combustible principal para la mayor parte de organismos y es también
la unidad estructural basica de los polisacaAridos mds abundantes.

La D-glucosa es una aldohexosa porque poses un grupo carbonilo  al
final de la cadena (derivado aldehidice) (8). Los monosacAridos se
abgsorben en el intestino, pasan a torrente sanguineo y viajan hasta el
higado (2).

La glucosa es el dnico azdcar presente en sangre ya que la fructosa y

galactosa son convertidas a glucosa en el higade (Z). Es transportada
a todas las ceélulas del cuerpo a traveés del liquide extracelular e
intersticial y proviene de tres fuentes:l.- alimentos, 2.- precursores

diferentes de carbohidratos convertidos a glucosa, 3.- glucogendlisis
(5.

la impartancia clinica de la cuantificacion de la glucose radica
principalmente en la deteccion y control de la diabetes, enfermaedad en
la que existe la incapacidad de tomar energla partir de la glucosa

debido a insuficiencia o carencia de insulina.

Ltas principales consecuencias de esta enfermedad ocurren a nivel
circulatorio, renal, visual, étc. Ejemplo: cetoacidosis, retinopatia,
neuropatta, nefrapatia, arterosclercsis y tambieén un:s mayae
susceptibilidad a infecciones virales, bacterianas y micéticas (14},

La cuantificacién de glucosa en sangre se inicid con los trabajos de
Folin-Wu, ctuyo método sge& basaba en reaccionar la sangre con Acido
tungstico, después ¢on una solucidn alcalina de cobre al 5% con  la
posterior adicidén de fosfomolibdato (25).

Este método tiene el inconveniente de ser inespecifico porgque mide
también otras sustancias reductoras comos glutation, aAcido
alucurdniceo, Acido ascdrbico y otras hexosas (2).

Otra version de este método fue la tecnica de Nelson-Somogy:i. donde la
glucosa presente en el filtrado de disulfato de zinc reducts el cobre
en solucidn alcalina caliente y despuds weste reduciria el
arsenamolibdato piroduciendo wn complejo azul. Este filtradao esta
virtualmente libre de otras sustancias reductoras (24).

En 1959, Hultman {26) describe un método que posee también cierta
inespecificidad, la glucosa se hace reaccionar en medio acido caliente
can Orto-toluidina formando un compuesto de color verde (praobablemente
glucasilamina) el cual se cuantifica fotométricamente a 630 nm (27).



Se han desarrollado también procedimientos automatizados como el de la
reduccion de ferrocianuro alcalino, donde los iones amarillos del
ferrocianuro pasan  a iones incoloros 2l reducir la glucosa a un  pH
alcalino (28). Existen a su vez otras versiones de técnicas
automatizadas utilizando los principios de reduccidn del cobre por la
glucosa (neocuprotna) (18),

El metodo iodométrico de Somogyi que utilizaba sulfato de zinc e
hidréxido de bario para precipitar las protelnas y donde la reduccién
del cobre en solucidn alcalina servia para la posterior reduccién del
yodo no fue usado, aunque se consideraba entre los mas exactos, ya que
consumia mucho tiempo para el andlisis (24).

También se desarrollo un método enzimdtico para cuantificar glucosa,
el fundamento estriba en que una enzima sdlo reacciona con un sustrato
haciendo a este método esencialmente especifico.

Este factor y la rapide: del procesa, decidieron que se utilizara el
método de la Glucosa-oxidasa en este trabajo. La reaccidn que se
realiza es la siguiente:

Glucosa + O + HOQ -——> Gluconate + H O
2 2 GOD 22

HO + ABTS ——=--> Complejo coloreado + H 0.
22 POD 2

ARTS= di-amonio, 2.2'.azino bis (3 etil benzotiazolina, b~sulfonato)
(12).

Los valores de re#ar-nc:a para glucosa con este método oscilan entre
70 y 110 mg/dl.

I1.1.2.~Urea. La urea es el principal producto del catabolismo de las
proteinas, se deriva de los grupos amino de los -aminpdcidos que las
farman, eea producida en el higado a través del ciclo de la ornitina y
es uno de los compuestos nitrogenados no protéicas junto con la
creatinina, creatina, aminodcidos y ién amonic.

Otra forma de nombrar a este metabolito es como nitrégeno urdico en la
sangre (NUS). La concentracion del NUS es aproximadamentz la mitad de
la concentracidn de urea (2). El NUS depende de la produccicn de urea
y su excreocidn, tamhién depende de las variaciones en volumen de arina
que ' a su vez dependen de la cantidad de liquides ingeridos por el
individuo (una ingestidn acuosa minima por individuos con ingesta
Proteéica normal produce valores superiores extremos de laos valores
nurmales de NU3} {35,

Las elevaciones de nitrdgeno de urea en enfermedad renal son de alguna
farma mas pronunciadas que las de creatinina, asi se observa que con
un valor normal de creatinina y NUS elevado puede hablarse de
Causas prerrenales (ejemplo: sangrado intestinall.



Por  otra parte la retencidin de compuestos nitrogenadoss no proteicos
debido a la obstruccidn del tracta urinario causardn incrementos casti
simultaneos vy proporcionales en ambos niveles de nitrdageno de urea y
creatinina. El NUS se encuentra aumentada en deshidrataciaon,
enfermedades gastrointestinales, axcrecidn renal defectuosa par
afeccianes renales, catabolismo praotéico excesivo y disbetes.

Las niveles bajus estan asociados con el embarare y dano hepatico
(33, (8.

Para su determinacién han existido bAsjicamente tires metodos:

1.-Nesslerizaciéen directa, 2.- Asreacidon 3.- Método calerimetrico con
diacetilmonaxima.

En el primer metodo la urea se convierte a carbonato de amonio por ia
accion de la enzima ureasa. Se mide @] i6n amonio por su conversion al
adicionarle el reactivo de Nessler {(doble icduro de aercuria). La
praduccion  de color estid en relacidn directa con la concentracidn de
amoniaco (24}, (31).

Una wvariacion a este método fue hecha por Chaney—Marbach (1e) an  la
que el amonio desprendida se hace reactionar con  fenol-bieaoclorito
{(Reacidn de Berthelot) utilizando nitroprusiato de sodio zomp
catalizador y el color azul de indofenal se cuantifica a S$40 nm (1 5).

El método de aereacion también depende de la conversidn de urea a
amonio pero la determinacién del producto se hace por destilacion de
un Acido esténdar y titulando otra vez con una base estandar (&),
(307,

El tercer meétodo depende de un producto coloreado directo formado par
1a accidn de la urea con la 2,3 butadiona monoxima (disuelta en Aacido
achtico al 10%) en presencia de un catalitador, produciendo un
complejo calarido (32).

Se han hecho otras modificaciones a1 primer método, una de ellas es la
seleccionada para este trabajo por su especificidad y rapidez ya que
a5 un método enzimAtico (método de Talke y Schubert) (33):

Urea + H O —=~-==> 2 NH + €0
2 UREASA 3 2

"
NH  +  alfa-cetoglutarato + NADH + H  -~-~-> glutamato
3 GMD

+

glutamato + NAD <+ H O.
2

Una mol de NADH se oxida por una mol de amoniaco causando un
decremento en la absarbancia. Los fluorures inhiben la teaccion (falsa



hegativc) Yy la presencia de iones amonio aumenta los valores (falso

positiva) (Z4).

Los valores de referencia para nitrdgenc urédico oscilan entre 8 y 18
mg/dl y para urea de 10 a 50 mg/dl.

IT.4.3. ~Creatinina. La wreatinina es un anhidrido de la creatina, que
€% a su v=2z un producto de la desfpsforilacién de la fosfocreatirna, un
fosfagenc que desempeRa el papel de depdsito o almacenaje de alta
energla en tejido nervioso y musculo (B).

La creatina y fosfocreatina son sintetizadas en el higado a partir de
la glicina, arginina y metionina (2).

ta creatinina no vuelve a ser reutilicada y se excreta continuamente
por la orina, este metabolito no refleja la 1ngesta protéica o volumen
urinario ast que es preferible como prueba de evaluacién renal ya que
la craatinina es separada del plasma por filtracidn glomeruiar vy
excretada sin ser reabsorbida por los tdbulos en ningin  punto
significativo. Esto da por resultado un range de aclaramiento
relativamente alto de creatinina compardndola con la urea (125 ml/min
vs. 70 ml/min), Ademas cuando los niveles en plasma aumentan por
encima de los valores de referencia, el rifion excreta creatinina a
través de los tdbulos.

Consecuentemente la creatinina en sangre en enfermedad renal no
aumenta hasta que la funcidn renal esta substancialmente daRada (4).

Para su determinacion en el laboratorio es preferible el sueroc o
plasma heparinizado a la sangre total, debido a la presencia de
algunos cromdgenos no creatininicos como los eritrocitos (5).

La creatinina aumenta en enfermedades musculares como distrofia
muscular, atrofia, miositis as! como en hipertiroidismo (11). Fara su
cuantificacion se han desarrollado varios metodos.

El. mas ampliamente usado se basa en la reaccién de Jaffé donde la
creatinina reacciona con el acido picrico en medio alcalino (35), con
la caonsecuente produccidon de un tautémero rojo-amarillo de picrato de
creatinina. Debe tenerse cuidado al recoger la muestra ya que hay
varias sustancias que pueden interferir con esta reacciéni acetona,
Acido acetoacético, barbitaricos, a&cido ascorbico, bromosulftaleina,
etc. (36).

Otro método es por adsarcidn con el reactivo de Lloyd altamente
especifico, pero consume mucho tiempo. Se desproteiniza la muestra y

-la creatinina es adsorbida de un medio Acido hacia el reactivo de

Lloyd, un silicato de aluminio y subsecuentemente se pasa a un medio
alcalino (37),

La creatinina también ha sido cuantificada mediante la reaccidn con 0~



nitrobenzaldenido, la oxalil-metil-guanidina formada se descompane en
adcido ox&lico y metilouanidina, este Gltimo compuesto reacciona con
hipoclorito en presencia de alfa-naftol (Reaccion de Sakaguchir (19),

Otro método es reaccionar la creatinina con Acido 3,5-dinitrobenzédico
(38) .

Un método enzimdtico propuesto por Moss wusa creatinina  amidohidrolasa

que convierte la creatinina a creatina. La creatina formada se mide

POI* un sistema enzimatico que involucra Ck, piruvato quinasa y LDH a
340 om (I9). Existen otros métodos altermnos como los propuestos  por

Allison (403,

Como &e menciond es la reaccitn de Jaffe, la mas practica para
trabajar por lo que fue usada en este trabajo:

Creatinina + sol. alcalina ~  -——-———- > complejo rojo-amarillo.
ac. picrico.

Los valores de referencia se encuentran entre 0.6y 1.1 mg/dl para
hombres y entre 0.5 y 0.9 mg/dl para mujeres.

1l.1.4.-Colesterol. Los lipidos estan formados por tres clases
principales:

1.-Colesterol un componente de todas las paredes celulares. 2.~ e

Trigliceridos, portadores de energia y sustancias de almacenamiento.
3.- Fosfolipidos gque forman astructuraa subcelulares (17).

ta dieta promedio (carne y yema de hueveo especialmente) contribuye en
una minima proporcién (fuente exdgena) a la tasa total de colesterol
carporal (exdgena mas endogenal). La swsintesis enddgena es de
aproximadamente 1 g/dia mientras que la porcion exdgena es de apenas
0.3 g/dia,

El colesterol en asociacion con los quilomicrones, tras su absorcion
intestinal pasa a la circulacion portal (2). E! higado extrae mucho
del colesterol exédgeno, sin embargo los quilomicrones son distribuidos
4 1o lugares histicos donde se libera coliestercl a 1la ceélula, La
siftesis de colesterol ocurre sobre todo a nivel hepatico pero tasbién
sucede en corteza suprarrenal, aorta, piel, intestinos y testiculos
(41).

El colesterol y sus ésteres son los metabolitos de mayor potencial
aterdgeno entre los 1lipidos, si estan presentes en exceso son
depositados en la capa intima de las arterias, formando las placas
ateromatosas, contribuyendo asi a la reduccitn de elasticidad y
estrechamiento de éstas.

La relacidn metabolismo lipidos-arterosclerosis as muy estrecha, la

hiperlipemia acelera la progresién de una enfermedad vascular
arterosclersdtica, sobre todo coronopattas.
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tLa cuantificacién de colesternl total es muy importante cuando bhay
riesgo de  infarto al miocardio. Aunque no solo la determinacion de
contenido de colesteral basta para interpretar el potencial aterdgeno
en su totalidad ya que los triglicéridos permiten la detaccton en mas
del 95% de taodas las hiperlipemias.

Algunas de las tecnicas desarrolladas para su evaluacidn son:

_La- utilizacion del reactive de Liebermann-Burchard, el colesterol se

hace reaccionar con e} Acido toluensulfénico en medio acetico
formando un complejo que con anhidrido acético y 4acido sulfdrico
concentrado torna a color verde y su  intensidad es directamente
proporcional a la cantidad de colesterol (44).

Un metodo directo de colorimetria que utiliza como reactivo acido
sulfurico clorurado feérrico y una solucién de acido acetico glacial de
coleste'ol ha sido usado especialmente por equipos automatizados, se .
produce una reaccion de color mds intensa y estable que la reaccion de
Liebermann-Buchard, pero es mAs sensible a la luz (42).

Existe otra técnica directa que emplea comao reactivos ‘&- acetato
férrico, acetato de wuranio ¥y Acido sulfurico-sulfata ferroso,
produciéndose un color plrpura que se mide a S&40 nm, obteniéndose el
maximo de color en 15 minutos (2). £1 método usado en este trabajo, es
uno de los mAs recientemonte desarrollados, especifico puesto que
enzimAtico, no es necesario hacer una extraccién previa del SUSro- y s
esquematiza a continuaciédn (43):

Ester de colesternl + H 0 -——-->colesterol esterasa---> colesterol +
2 RCOOH

Colesternl + (@ ---)>colesterol-oridasa---> 4-colestenona + H O
2 2 2

H O + 4~-aminocantipirina + fenol ---dperoxidasa--> colorante
2 2 quino—
neimina.
(38,

Los valores de referencia son hasta 220 mg/dl no patolégicos, sospecha
en 240 mg/dl, elevados a partir de 250 mg/dl.

Ill!.&.—Proleinul Totales., Las proteinas son compuestos nitrogenados,
formados por varias clases de aminoAdcidos, cuya fOrmila general es la
siguiente:

H
R-C~CODH
NH

2



son asubstancias antisteras debido a su Acido carboxilico y a su  grupo
amino basico. ta actividad bioldgica de las proteilnas reside en la
organizacién estructural dnica de las moléculas de polipéptidos.

Es el higado un importante d&rganoc en el metabolismo proteéico. Las
proteinas del plasma poseen funciones especificass

1.-Transporte: oiigenoc, por la he#moglobina.

2.-Mantenimiento del equilibric csmoticao: albumina.

J.~Defensa contra las infecciones: inmuncglobulinas, complemento.
4.-Hemostasis: factores de coagulacion.

S.-La contribucién a las necesidades de nitrogeno y la regulacion de
1la actividad y funcion celular y otras funciones que incluyen las
proteinas conjugadas y las enzimas (8,2).

La funcitin proteéica esta disminuida en la desnutricién grave o
deprivacidn protéica eprolongada, hemorragias, proteinuria masiva y
gastroenteropatia con pérdida de proteinas (5).

Para la determinacibn de proteinas totales la reaccidén de Biuret e= la
mads ampliamente usada, se conoce desde hace casi 100 afos y su
fundamento consiste en reaccionar los enlaces peptidicos de las
proteinas con una solucién alcalina de cabre (7).

Desde entonces se han propuesto varias modificaciones para permitir el
uso de un solo reactivo estable (34). La adicién de sales de tartrato
para mantaener el cobre en solucién ha tenido gran aceptacién aunque se
pierda cierta sensibilidad (45). Esta reaccion es 100 veces menos
sensible que el método de Kjeldahl, perc se utiliza en suero porque
posee grandes cantidades de proteinas y por ende resulta practico (2).

La técnica da Kjeldahl analiza nitrégenc de materiales, se hace una
digestién de la muestra con Acido sul$drico concentrado en presencia
de un catalizador para liberar material carbonoso oxidade y nitrogeno
en la forma de sulfato de amonio, a la alcalinizacion y destilacion
del amoniaco en un exceso conaocido de un patrén acido, sigue 1la
titulacidn del Acido residual. Por otra parte el amoniaco liberado en
la digestién puede reaccionar directamente con €l reactivo de Nessler
para formar un compuesto coloreado que se determina de manera
espectrofotométrica (2),

Otro método consiste en hacer reaccionar la ninhidrina con los grupos
libres de la proteina que origina un cambio de coloracién (436).

Un método mds para la determinaciédn de proteinas es el que utiliza el
reactivo de Folin—-Ciocaltexs en una solucion alcalinag [ 2311-1]
compusstos son reducidos a azul en presencia de tiropsina y triptéofano,
dadoc que el fencl es el grupo oxidante se denomina también matodo del
fenol (47),

Existen ademdsn métodos fisicoquimicos para la medicion de este
pardmetro, en términos de rapidez y facilidad, la refractometria es
recomendable para la medicion de proteinas totales (48).



Segin lo descrito es la reaccion de Biuret la mAs practica y es la
utilizada en este trabajo, a continuacién se resume:

Proteinas plasmaticas + Rectivo alcalino de cobre —-———-- >
————— > Complejo azul violeta.

Un complejo se forma entre un metal (generalmente) y un grupo de iones
o aoléculas (10).

La intensidad de color es proporcional al numero de enlaces
peptidicos, sigue la Ley de Beer y pueden obtenerse falsos positivos
con grandes cantidades de polidextrano (12).

R N
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IlI.2.-Validacion de Métodos Analiticos.

Al obtener todos estos procedimientos anallticos se hace necesario
daterminar si realmente esta metodologia provee informacién analitica
dtil., El decidir si el método es "util" es todo un proceso, empezando
por evaluar las caracteristicas de la informacidn obtenida, 51 estas
cumplen las condiciones especificadas, ya que un método valido en una
situacion puede no serlo en otra, es por esto necesario validar el
nuevo método obtenido a partir de nuestros ensayos.

€l proceso de validacion es una medida de la ejecucidn de un sistema
analitico total, en otras palabras, el quimico o teécnico debe
asegurarse que el método, instrumentos, reactivos, material y todo lo
demas .usado durante e1 ensayo son  adecuados para cuantificar el
metabplito deseado, en otras palabras, todos los parémetros se toman
an cuanta para determinada prusba.

Un procedimiento. puede ser probado para ambas cosas, exactitud vy
precisidn. El planteamiento claAsico para validacidn de una metodologta
analitica es analizar muestras de referencia que son similares en
todos  los aspectos a las muestras de prueba y después comparar los
recultados con los valares esperados.

6@ escoge un metodo en que la "recuperacion sea el radio de la
cantidad de metabolito obtenido por el ensayo contra la cantidad de
metabolito en ese estandar, este andlisis de valores conocidos se hace
con soluciones estAndar o sueros patran,

La exactitud de wun método puede variar a través de un rango de
cancentraciones paosibles. Se puede extender de un 2 al 5% de eryror. La
linealidad e define como la variacion en la cantidad del metabolito
recuperado por el ensayo como una funciédn de la cantidad del
metabolito en la muestra,

En resumen, la validacién es una forma de medir la exactitud del
método, esto es, para comparar la cercantia de las determinaciones
hechas por el nuevo método a los valgres verdaderos. Qtros
requerinientos para el método incluyen: especificidad,
reproducibilidad, sensibilidady estos pueden ser mas flexibles que
las prusbas de exactitud porque son funciones de precision.

Fara un método muy critico o un método que ha sido ampliamente usado,
la desviacitn estandar relativa entre todos los resul tades no debe ser
mayor del 2%4. Por lo tanto los mdtados de validacien deben satisfacer
los requerimientos de cacda método, esto es, las necesidades del
proceso que  se  enuncian  nuevamente a sontinuacians: erxactitud,
pracision, especificidad, limites del método (sensibilidad) y que sea
un método practico.
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II1.-Planteamiento del Problema.

La mayoria de los anAlisis que se realizan en un laborsioric clinico,
requieren sangre completa, suero o plasma. La porcién ligquida de la
sangte circulante o no coagulada es el plasma. El suerc es plasma
donde el fibrindgeno ha sido removido por el proceso de coaquiacién,

En Quimica Clinica une de los problemas mas importantes es la toma de
muestra, ya que una muestra adecuada debe llenar diversas condicionge.

Existen cuatro candiciones relevantes para la exactitud del
subsecuente analisis «linico y son:

1.~Estasis (detencién del fluldo sanguineo por el uso de torniquete):
debe usarse un minimo de tiempo o se tendra una hemoconcentracion.
2.-No debe tomarse sangre cuando se aplican soluciones intravenosas.
3. -Usar jeringas o vacutainers limpios y secos para e@vi tar
contaminacion o hemolisis.

4.-Cuando se use anticoagulante mezclar bien para evitar la
coagulacidn.

Es necesario tomar un volumen adecuado de sangre para determinar las

. pruebas que sean necesarias, evitar la hemélisis por cualquier causa,
conservar la muestra adecuadamente y controlar el tiempo..-que-

transcurre entre la toma de muestra y el progg!qAan111¥1co.

A todo este conjunto de caracteristicas se les denomina VALOR DE LA
MUESTRA. Siendo e1 valor de la muestra decisivo en la aobtencion de
resgltados adecuados y siendo también un prablema muy importante en
loa laboratorios ciinicos la puncidn de venas poco accesibles, se
considera muy importante explorar la exactitud y precisién de las
técnicas clinicas desarrolladas con microtécnicas.

Si s@ logra wuna microtécnica que reproduzca un dato de una
macrotécnica se esta dando un paso muy importante y si  ademas esta
microtecnica es adecuada para un método manual y/o semiautomdtico sera
mayor su importancia por lo accesible a cualquier laboratorio. For
otro lado se presentan varias ventajas como el ahorro de tiempo Yy
eosto (20).

Observando la serie de problemas descritos anteriormente, se elige
este tema como trabajo de tesis, ya que:t si se obtisnen las
condiciones adecuadas para trabajar una microtécnica se tendran las
siguientes ventajas:

1.—- Una wmicromuestra de sangre es més sencilla de obtener que una
muestra venosa.

2.~ E1 costo de operacién seria mis bajo.

3.- El tiempo que transcurre desde la obtencitn de la muestra hasta el
resultado se acorta.

4.- E1 costo de reactivos se minimiza por lo dque se esta en
condiciones de utilizar reactivos muy caros para macrotécnicas pero
costeables para microtécnicas.



S.— E1 valor de la muestra en general padrd obtenerse quizas mas
fAcilmente que para una macromuestra,

En la actualidad existen determinadas pruebas que no pueden ensayarse
en una forma practica con micromuestras, por ejemplo: gases en sangre,
aunque la mayoria de las teécnicas presentan posibilidad de desarrollo
de este tipo de tecnologia, a partir de una muestra obtenida por
puncion de lobulo de oreja o en yema de dedo.

Fara todas las técnicas se ensayan diversos meétodos, buscando
precision, exactitud y linealidad del método, ademas de reducir
costos.
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IV OBJETIVOS.

IV.1.~ Objetivo General: desarrollar un método analitico para cada uno
de los principales metabolitos, con la minima cantidad de muestra.

IV.1.1.-Objetivo particular: desarrollar una metodologia analitica
aplicable en el laboratorio de diagnasticoa clinico que requiera la
‘minima cantidad de muestra para su anadlisis, de los siguientes
metabolitos: glucosa,urea, creatinina, colesterol y proteinas totales.

IV.1.2.-0bjetivo particular: validar la linealidad de cada método
analitico obtenido.
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V. HIPOTESIS DE TRABAJO

V.- Hipbtesis: las hipbtesis de este trabajo seran planteadas de
acuerdo a la metodologia estadistica de Pearson y Neymann. :
Hipotesis de trabajo: desarrollar una metodologia analitica aplicable
en @) laboratorioco de diagnéstico clinico que requiera la minima
cantidad de muestra para su analisis, de los siguientes metabolitos:
glucosa, urea, creatinina, colesterol y proteinas totales con un srldn
de confiabilidad mayor del 9%9%4.

Hipotesis altaerna: que esta metodologia se desarrolle con una’
confiabilidad igual o menor al 95%. H

i
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V1..— Material.

Vi.l.~Material biol6gico: suero.

VI.2.-Material de laboratorios

Tubos de ensayo de 13 X 100.

Tubos de ensayo de 12 X 75.

Gradillas.

Fipeta automatica de 0.2, 0.3, 0.6 ¥y 1,0 ml.SMI,
Pipeta automatica de 100, 150 y 200 microlitros, §MI,
Pipeta automdtica de S0, 75 y 100 microlitros.SMI,
Pipeta automdtica de 10, 20 y 25 microlitros. SHMI.
Pipetas graduadas en centésimas de 1 ml. Pyrex.
Fipetas graduadas de 0.1 y 0.2 ml. Pyrex.

Pipatas graduadas de 5 y 10 ml. Pyrex.

.. Vasos de precipitados de 100, 250 y S00 ml.Pyrex.

Matraces aforados de 50, 100, 250 ml. Pyrex.
Matraces Erlenmeyer de 50, 100, 250 ml. Fyrex.

Frascos ambar varias capacidades.

V1.3.~Equipo:

Espectrofotometro de muestreo discreto, Modelo Spectronic
€linical Analyzer. Marca Bausch & Lomb.

Centrifugs clinica. Damon/IEC Division.
Balanza analitica. S-200. Basch.

BaXo Maria. Precision Scientific Industries.
Computadora Printaform 10 MHZ.

Impresora Delta Serie 2000.
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V1.4.~ Reactivos:
Glucosa oxidasa—-peroxidasa (GOD). Lakeside.

Fatrones de glucosa.

Reactivo enzimdtico para urea (Enzymatic RUN-reagent rate) Beckmén.
Patrones de urea. i
Patrones de creatinina.

Acido plerico 0.04 M.

Solucion amortiquadora de carbonatos, pH= 10.8.

Hidréxido de sodio 0.75 N.
Reactivo enzimdtico para colesterol. Monotest CHOD-PAP. Lakeside. i
Patrones de colesterol. i
Reactivo para proteinas totales.Biuret. Lakeside.
Hidréxido de sodio al 3%, i
Sulfato caprico al 1%.

Patrones de proteinas totales.

Suerns control: Seronorm—Merck, Universal control serum-Lakeside,

Precinore U-Boehringer, Precipath U-Boehringer, Monitrol. f
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VII.- Métodos.

Algunas condiciones para el proceso de Jla muestra se regulan
directamente en el espectrofotametro y son:

(1) TAM; tiempo de aspiracion de la muestras es el tiempo dque
transcurre desde el contacto muestra-reactivoc hasta que se aspira por
el equipo.

2) Tl: tiempo de inicio: es el tiempo que se dA desde el contacto
muestra-reactivo hasta que se inicia el proteso de lectura ( en este
periodo esta incluido el TAM).

(3) TIA: tiempo de inicio automdtico: tiempt trantcurrido desde el
contacto muestra-reactivo hasta que se inicia el proceso de lecturav
automaticamente (la operaciédn de aspiracion e inicio es conjunta).

4) RI: reposo inicial: es el tiempo de reposo de la muestra dentro
de la celda hasta que se lleva a cabo la lectura.

5 IC: intervalo cindtico: es el tiempo entre la primera y segunda
lecturas de absorbancia cuando la determinacion es cinetica.

t6) Tz temperatura: es la temperatura a la cual se encuentra la
muestra en la celda al momento de la lectura.

7 Lz longitud de onda a la cual se lee en esa determinacidén.

VIl.1.~ Glucosa.

VII.t. 1.~ Funto final.

1.-En tubos de ensayo de 12 X 7% colecar 20 microlitros de suero
dilutdo 1110 de cada muestra problema y de cada esténdar de
glucosa.

2.—Agregar 1.0 m]l de reactivo de glucosa (GOD)., Mezclar.
3.~1ncubar a temperatura asbiente durante 10 minutos.

4.-E1 equipo debe encontrarse bajo las siguientes condicioness
" teaperatura 32 grados y longitud de onda 578 nm.

S.-Leer ajustando a cero con blanco de reactivos.

Esta técnica puede modificarse usando 30 microlitros de muestra
13110 y un mililitro de reactivo.

VIl.1.2.- Cindtica.

1.- Montar en tubos de ensayo para cada muestra y estadndar un
militro de reactivo GOD.
2.~ Colocar el equipo bajo las siguientes condiciones:
TAM= 10" RI= 5" L= 578 nm.
Ti= 20" T= 32 G. IC= 30".
3.- Agregar S0 aicrolitros de cada muestra y estidndar en los
tubos de reactivao, mezclar.



4.~ Iniciar el proceso de lectura inmediatamente.

Este método también puede ensayarse con 50 y 25 microlitros de
muestra (1:10) y un mililitro de reactivo para el primer caso .y
0.5 ml para el segundo.

VII.2.- Urea.

VII.2.1.- Urea cinética.
1.~ Para cada muestra y patrén, colocar un tubo de 12 X 75 con
0.5 ml de reactivo para urea. :
2.~ Ajustar el equipo de la siguiente forma:
TAM= 10" Ri= S" L=340 nm
Ti= 20" T= 32 grados Ic= 30¢
3.~ Agregar 25 microlitros de muestra y patrén (en dilucidn
1110), agitando, puede montarse tambien con 50 microlitros de
muestra 1210,
4.~ Iniciar la lectura.

VIl.3.- Creatinina.

VIl.3.1.- Punto final.
1.- Encontrandose ¢]1 squipo en las siguientes condiciones:
TAM= 10" ’ Rls= "
Ti= 20* T= 30 grados.

2.- Mezclar 1.0 ml de reactivo de &cido picrico alcalino con 100
microlitros de cada problema y patron.
3.~ Iniciar la lectura a 520 nm,
Una variante de esta técnica fue con temperatura de 32
grados.

VIi.4,~ Colesterol.
Vii.4.1.- Punto final,

1.- En tubos de ensayo de 12 X 75 colocar 50 microlitros de cada
sauestra y patréon (en dilucion 1sl0O), Montar también un blanco
" de reactivos.
2.- Agreger a cada tubo 0.5 ml de reactivo enzimatico para
colesterol y mezclar,
3.- Incubar 10 minutos a 37 grados.
4.~ Leer a 530 nm ajustando a cero con el blanco.

El volumen de muestra también puede usarse con 25 microlitros
diluidos 1110.

VI1.S.- Prateinas totales.

P
N



VI1.S.1 Punto final.

1.— Con ®l equipo ajustado de la siguiente formas
Tarn= 10" RI= 5"

Ti= 20" = 30 grados

2.- fAgregar 100 microlitros de cada muestra y patron (1:10)
los tubos de ensaya.

3.- Agregar 0.1 ml de reactive clprico y 0.5 ml de hidréxido
sadio al 3% .Agitar.

4.-Lear enseguida a 545 nm contra blamco de reactivo.

23
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. VIIl.- Resultados.

Metabolito: Tipo de Codiciones Concentracion Concentracion

reaccidn: de reaccion: adicionada: recuperadat
(mg/dl) {mg/d1)

1 Glucosa 1 Punto 1 20 mecl S0 a9

final 1.0 ml. S0 50

50 S50

S0 50

S0 49

100 &7

100 75

100 80

100 74

100 75

200 199

200 201

l 200 199

; 200 200
i

i o 300 294

i . 300 303

T T 300 295

. 300 30z

! 400 327

; 400 333

: 400 323

400 335

400 339

1 Glucosa 1 Punto 2 50 mcl 50 . 49

final 1.0 ml 50 o S0

90 S0

50 S0

100 98

100 100

160 102

200 197

200 ’ 204

200 199

3I00 257

300 299

; 300 299
1

1 400 395

: 400 401

§ 400 394

: 400 402

P

!
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1 Glucosa 2 Cinetica

1 Glucosa 2 Cinetica

1 Glucosa 2 Cinatica

2 Urea 2 Cindtica 2

"3 Creatinina 100 mcl

1 50 mcl
1.0 ol

2 25 mcl
0.5 m}

3 50 mcl
1.0 m}

N0 mcl
0.5 m1

1.0 ml
3Q grados

25

50
50
100
100

200
200

400

5¢
50

100
100
200
200
400
400
400

3¢
50

100
106

200
200

400
400

30
30

Crr WAU

Qoco

35

Py
2

118
120

210
215

414

45
49

92
99

194
198

a2z
431
423

49
50

@7
98

203

210

408
413

44
50



3 Creatinina 100 mcl 1.0 ml
32 grados

o~ 4 Colesterol 1 Punta 25 mcl
’ final 0.5 ml

4 Colesterol ' 1 Puntn _ 50-wed———""

b b i

R Tanal 0.5 ml

‘26

100
100

200
200
200

300
300
300

400
400

100
100
100

200
200
200

300
300
300

400
400
400

104
109

187
203
194

290
289
302

383
399
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IX. ~ Discusion de resultados.
IX.1.~ Parte analttica.

Es indudable que la microtécnica es la técnica de actualidad y del
futuro en la Quimica Clinica. En nuestro pats se sigue practicando la
puncién  venosa para obtener una muestra que permita realizar varias
determinaciones y repetir cualquiera de ellas en casb necesario, para
su ratificaciéon. La puncién venosa continuard por mucho tiempo, sobre
todo cuando se trata de una orden extensa y adn cuando solamente sea
una glucosa sanguinea.

Aun en paises desarrollados como Estados Unidos, Alemania y Japén se
sigue practicando eate método. Esta es una de las razones tomadas en
cuenta al elaborar este trabajo, demostrandose que:

1.- Es pasible hacer una determinacidn exacta con una pequeia cantidad
de suero (sin emplear técnicas automatizadas).

2.- En muchos casos es posible no utilizar la puncion venosa evitando
as{ molestias al paciente, ademis del considerable ahorro economico
Para el laboratorio. : E

Con volumenes pequeros de muestra la toma de producto se reduciria a
puncion capilar del l6bulo de oreja o pulpejo de dedo,
consscuentemente el gasto de laboratorio se reduciria por lo menos a
la mitad. Un calculo al azar indica que si se tomara la cantidad de
glucosas por dia, llevaria a un ahorro de varios miles de jeringas
desechables.

Seria muy facil decir que @l problema se scluciona automatizando el
labaratorio, pero esta medida es contraproducente incluyendo el
santido econdmica. Fue e} propésito de este trabajo reducir la
tecnologia para los medios con que cuentan los laboratorics promedio
en  México, pero si fuera necesaria una inversitn que esta sea la
minima y que a la postre represente un ahorro lubstancial. aunque
quizds sea con un mayor esfuerio.

Las condiciones basices requeridas son diversasi

a) Tecnologia rapida y precisa.

b) Exactitud en la medida de la nuestra.

¢) Condiciones adecuadas de la nedida de color obtenido.
d) Condiciones de control de tiempo y teaperatura, étc.

Por todas estas razones se ha encontrado que describir una técnica
como Unica y que sea la smejor para seguir los pasos analiticos , no es
posible. En cada caso el laboratorio debers buscar cual es la
microtécnica minima a la que puede aspirar, habrd casos en los que la
glucosa se obtenga con mucha exactitud con sdlo dos microlitros de

suere y habrd otras en que se tengan que usar diez o hasta cincuenta

microlitros, todo dependera como se ha dicho, del equipo y la
instrumentacién con que se cuente.
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En este trabajo se encontraron las condiciones adecuadas para trabajar

. algunas determinaciones con microtécnica con un espectrofotémetro
(semiautomatica) marca Bausch & Lomb, modele Spectronic 2100 Clinical
Analyzer 'y por consiguiente en cuanto se cambie de aparato se deben
cambiar las condiciones de trabajo, ya que no es posible aplicar 1la
misma técnica a todos los aparatos.

Respecto a los aparatos de medida, son verdaderamente criticos ya que
se . pueden usar capilares calibrados, pipatas automsticas de punta
desechable o pipetas automaticas de capilar fijo. No es recomendable
usar el equipo tradicional de vidrio (pipetas de Kahn, pipetas de
Sahli, pipetas de Thoma, etc.) porque inmediatamente los resultados
disminuyen en su calidad y caen fuera de exactitud controlable, en
este  trabajo se usaran comparativamente pipetas automaticas de punta
deglchable y pipetas automdticas de capilar fijo, por lo que es
posible asegurar que con las precauciones adecuadas éstas Gltimas son
las mas recomendables y scondmicas. :

El volumen de la celda de lectura utilizada en el espectrofotometro es
de 0.5 ml, asegurando este valumen se puede tener la confianza de que
en cada lectura la celda esta llena y asi la lectura serd correcta,
por lo tanto las técnicas descritas utilizan un volumen igual o mayor
que este. Como en las tecnicas automatizadas se controltd el factor
temperatura sin intervencion directa del operador.

También se aprovechd de la tecnologia moderna =1 ahorro de tiempo para
algunas técnicas, al estudiarse el comportamiento cinetico de 1la
reacciéon en cuestién. En varias de las técnicas se lograraon
resultados wmuy adecuados, no asi{ en otras donde se recurriéd a la
técnica de punto final.

. Las técnicas que se estudiaron cineticamente . wstudiaron

~ comparativamente con las respectivas de punto final y hasta que no se
encontrd una correlacidn adecuada entre ambos datos no se aceptd la
técnica cinética.

En resusan, la ticnutug!l que se tsta discutiendo esta diseXada para
usarse con el espectrpfotometro del modeleo indicado y con pipetas
automdticas de capilar fijo marca SMI.

En las tablas de resultados se cbservan los datos obtenidos de cada

~ técnica, variando prisordialsente el volusen de muestra, se aprecia
también que en muchas técnicas es conveniente diluir @l suero y no
tratar de medir microcantidades directasente, es decir se tiene que
tener el dato, de cual es el volumen mtnimo que podemcs medir con
precisién usando las pipetas de que se dispone, por ejemplio, en este
caso el volumen minimo es de 25 microlitros, por lo tanto se puede
madir este en suero directo (sin diluir) o el mismo con suereo dilutdo,
desde luego 1a dilucidn es muy importante y para no perder la
exactitud, hay que tener un limite en la dilucién, el cual varia de
técnica a técnica pero en general la dilucidn dptima encontrada es de
1110,
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et e

Es muy importante conservar la relacidon volumen—-muestra, volumen
total. Se observd que cuando se trabaja un mismo volumen de muestra

con distintos volumenes de reactivo los resultados no son
proporcionales., Esto viene descrito por la "Ley de la composicién
constante o definida" que dice: "la cantidad necesaria de un elemento

para caombinarlo con un peso dado de otro elemento, es siempre la
misma' (9).

En la Tabla 1 se presentan los datos de la determinaciébn de glucosa
(GOD) llevada a punto final, para esta técnica es indispensable hacer
upa dilucién previa del suero. No puede trabajarse con suero directo
ya que el color desarrollado es demasiado intenso para medirse. Se
utilizo una sola dilucion 1:10 hecha con agua destilada y se ensayaron
distintos volumenes de muestra con diversos volumenes de reactivo, la
proporcién  mas adecuada fueron 50 microlitros de suero diluide 1310 y
1.0 ml de reactivo en donde se obtuvo una linealidad hasta de 400
mg/dl de glucosa.

En esta técnica GOD se ensayd en forma cinatica, Tabla 2, utilizando

- volumenes . entre 25 y 50 microlitros de dilucion con 0.5 y 1.0 ml de

reactive respectivamente, en este caso con esta técnica lo mas
importante que se encontre fue tener un control exacto del intervalo
cinético (IC), sin eabargo, dado que un segundo puede tenear una
influencia decisiva en el resultado final de la técnica cinética,
trabajada con dilucidn, no es muy recomendable y solo dard un date
apraoximado en un momento de suprema urgencia.

Sorpresivamente se encontrd que esta técnica trabajada con volumenes
grandes de suero directo (50 microlitros de suero y 1.0 ml de
reactivo) rinde resultados muy satisfactorios de tal forma <que es
recomendable que si se va a trabajar en forma cine#tica se use la
proporcién indicada en la tabla. .

En la Tabla 3, se encuentran los datos obtenidos al trabajar la
§£€gi;a de urea enzimdtica en la zona UW. Esta técnica ya ha sido
desarrollada ampliamente, de tal forma que sdlo se buscéd el volumen
minimo necesario, encontrandose que 25 microlitros de 1a dilucion 1110
can 0,5 ml de reactivo proporcicnaron los datos mas precisos, ademas
de que el resultado se obtiene r8pidamente por tener un intervalo
cindtico corte.

ta creatinina, Tabla 4, representd un reto dado las dificultades
encontradas para llegar a desarrollar una técnica confjiable. Se
decidid desde un principio aplicar la técnica cinetics, en la cual, se
usan normalmente 100 wmicrolitros de suero directe y 1.0 ml de
reactivo, sin embargo considerando que para una microtécnica 100
microlitros de suero es un volumen excesivo se empezéd a trabajar con
la dilucidén 1:10 donde practicamente no hubo obtencién de datos, por
1o que solo se decidid buscar la reaccién mds rapida y apropiada, fue
aqu! donde se observaron diversos fendmenos:

El tiempo de lectura de 40" que indica la técnica no era apropiado ya
que perdia linealidad.
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La temperatura también debe ser controlada rigurosamente ya que a
mayor temperatura mayor riesgo de perder linealidad. La temperatura
optima encontrada fue entre 20-32 grados.

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

Este es un punto muy importante que ha de tomarse en cuenta, ya que
una mezcla con reactivo demasiado sensible indica inestabilidad muy
acelerada y otras, un reactivoe muy poco sensible demostraba un pequefo
cambio de absaorbancia especialmente en concentraciones bajas de
creatinina, el reactivo optime encontrado es el siguiente: ? partes de
dcido picrico 0.04M, 9 partes de amortiguador de bicarbonatos con pH=

10.8 y dos partes de hidréxido de sadio 0.75 N gque refrigerado se:

mantiene estable 24 horas.

Se hicieron muchos intentos para trabajar en  forma confiable con
dilucidn, sin embargo, se llegd al convencimiento de que en esta
determinacion debe usarse suero directo ¥y el volumen minimo es
relativamente grande, pero con volumenes menores se pierde
inmediatamente la linealidad y seguridad de 1los resultados, este
valumen minimo encontrado fue de (00 microlitros trabajando con 1.0 ml
de reactivo y temperatura de 30 grados.

De acuerdo a la solicitud de las determinaciones bioquimicas se puede
decir que las tres téchicas descritas pueden cansiderarse como la
quimica sanguinea bidsica. Enseguida se discutiridn en forma breve las
otras dos técnicas que proporcionaron datos confiables.

Para el colestercl, se encuentra que la determinacion se hace en suero
directo (sin extraccidén previa), utilizando un blanco de reactivos. Es
una técnica precisa y rapida, ya que el tiempo de incubacion es de 10
minutos soclamente. Aunque el reactivo enzimAtico es caro el gastar
s6lo 0.5 ml hace bastante costeable la técnica.

La linealidad obtenida 1llegd hasta 400 mg/dl, por lo que para valores
mayores se tendrd que diluir 1:20 con solucidn salina o agua
destilada. Se observa que con un volumen de muestra de 50 microlitros
(diluidos 1210) y 0.5 mil de reactivo se obtienen las datos mas exactos
que con un valumen de muestra menor.

.La temperatura es la usada normalmente en todas las técnicas de 37
grados. Se observd que la lectura debe hacerse dentro de la primera
media hora de terminar el tiempo de incubacion.

En lo que respecta a proteinas totales, se usd la pruba de Biuret que
es la prueba de rutina en lps laboratorios, es una prusba simple y el
color ocbtenido se encontrd estable por aproximadamente 45 minutos, se
usa un blanco de reactivos, se observd también que es mejor diluir la
muestra que trahajarla directamente.

Los ensayos se hicieron con reattivo clprico comercial, pero se
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aumento la alcalinidad agregando hidréxido de sodio al 3%,
obteniéndose resultados mas exactos, por lo que es en esta
concentracion alcalina (mayor del 3%) donde se obtiene el maAximo
desarrollo de color, el tiempo de incubacién fue de 10 minutas, el
equipo se coloca en inicio inmediato, con una longitud de onda de S45
nm. Aunque se ensayaron concentraciones mayores de hidroxido de sodio
se observa que no producen resultados adecuados.

IX.2 Andlisis matemdtico.

Como se ha mencionado antes, es necesario asegurar que un nuevo metodo
proporcione datos analiticos dtiles, es decir sea un métado
reproducible y exacto, eosto es lo que se llama validar un método, que
na es otra cosa sino observar y comprobar que en este método existe
una correlacién positiva entre las dos variables medidas.

Al explicar esto con detalle, se refiere a "X" como la cantidad de
muestra adicionada (variable independiente) y "Y" como la cantidad de
muestra recuperada (variable dependiente). FPensando en esto puede
asegurarse que si se grafican los resultados obtenidos después de la
medician de las dos variables, se obtiene una recta que serd la "mis
perfecta" posible en cuanto mas parecidos sean los datos de la muestra
recuperada en relacién con los datos de la muestra adicionada.

Una recta "perfecta" por si misma, es una situacidn ideal, por lo que
5 menester buscar construir una recta a partir de los datos
obtenidos. Al graficar "X" contra "Y" , a cada valor de “X" en la
recta corresponde un valor similar para "Y" (tebricamente hablando),
Fero existe ademds el valor de "Y' obtenido en la predctica (un valor
real) y se denomina "“Y~", como ejemplo para Xt se tiene en la grafica
YL y Y1, para X2 se tidne Y2 y Y*2 y asl sucesivamente. La diferencia
entre los valores de "Y' (Y* ~ Y) s ¢l error de la técnica (error 1),
el cual pueds ser, dependiendo de cada valor, positivo o negativo,
puden incluso anularse entre si debido a la diferencia de signos y la
sumas de e =0,
i

Se desearia entonces gue el error sea minimo, puesio que no es
eliminable, ez decir que e) error tienda a cero, yas Qque @3 logico
- sntonces que las difersncias entre el valor esstimado y el obsevado son
minimas. Otra forma de mliminar signos de estas diferencias de "Y' y
mane jar valores absclutos es elevando al cuadrado dicha cantidad,
obteniéndose la siguientes farmula:

Ademas de que para englobar cada dato se tiene que:

Eez -Z(; -Y)
i i i

2
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De wsta ecuacién y de la ecuacitn de una recta (y=mx + b) se obtiene
l1a Ecuacién de minimos cuadrados.

En resumen a partir de los datos obtenidos en el labaratorio puede
construirse una recta, peroc a su vez se debte de tener la seguridad de
que estos datos forman verdaderamente parte de una recta, en otras
palabras corroborar si e comportan linealmente. Hasta esta conclusi1dén
e posible llegar con el "Andlisis de la Varianza de la KRegresion
Lineal".

Como primer punto hay que considerar dos tipos de variaciones :

-la primera debida al error experimental, que es la variacién de los
datos debido a la medician.

-la segunda debida a que el fendmeno no es una recta.

Si la variacion se debe al primer caso, adn al estar los puntos fuera
de la racta, es el fendmeno es una recta y se llama “"Regresidn’ (R),
por el contrario si las variaciones se deben al segundo casoc se tiene
un "Error de la Regresiéon" (ER), por tanto el fendmeno no se comporta
como una recta.

De "R" se obtiene MCR que es la media de cuadrados de la regresion vy
de "ER" se llega a MCER que es la media de cuadrados del error de la
regresién. S5i se establece una relacidn entre ambas como FR se
obtiene”

donde si F poses un valor alto, el fendmeno es una recta (puesto que
el dividendo (MCR) es mucho més grande que el divisor (MCER) ) vy par
el contrario si F es pequeiia el fendeenc no es una recta.

Otra forma de concluir esto es mediante una regla de decisidon comos’

l.- 8i P(F) eas asnor que 0.05 el fenteeno aes una recta.
2.- 3i P(F) es sayor que 0.05 el fendmeno no es una recta.

Para mencionarlo de otra forma, se dice gque lo igeal en una serie de
datos es que la cantidad recuperada (¥) sea igua! a la cantidad
adicionada (X)y, O sea.X=Y, por lo tanto se tiene que tener entonces
una pendiente igual a uno (m=i} y una ordenada al origen igual a cero
(b=0} . .

Si se cumplen astas dos condiciones puede decirse que el fendmeno se
comporta como una recta (sdlo existe error experimental)l.

§i el fenOmeno es lineal, pero "Y" es suy diferente de "X", el error
s sistemdtico, pressntindose varios casoss
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1.- m=l y b=0, no hay error proporcional.

2.- m=1{ y b diferente de cero, hay error proporcional constante.

3.~ m diferente de uno y b=0, existe error proporcional consistente.
4.~ m diferente de uno y b diferente de cero, existe error
proporcional consistente y constante.

El comprobar que estos dos parametros ("m" y "b") son igual a uno y

cero respectivamente puede hacerse de manera estadistica con las
siguientes farmulas:

1.- Para la pendiente (m=1): tmE——————

S8i t calculada es mayor que t de tablas conn -~ 2 g.1k., la pendiente
es diferente de uno. -

2.~ Para la ordenada al origen (b=0): tb=———-——

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

Para <finalizar esta breve explicacidn se resumen las variablaes
estadisticas utilizadas para concluir acerca de la linealidad de 1los
métodos ensayados: .

1.~ La P(F)R debe ser menor que 0.05 para que el método sea lineal.
2.= La P(F)A debe ser mayor que 0.05 para que no haya falta de ajuste,
si no es asi se obazerva el valor de R2 (coeficiente de determinacién),

cuyo valor debe ser mayor de 0.95 para que se cumpla esta condicién.

3.- El rango de la pendiente debe incluir uno para que no haya error
sistemdtico proporcional consistente.

4.~ El ranéo de la ordenada al origen debe incluir cero para dque no
axista error sistematico proporcional constante.

A continuacién se exponen ., los resultados de los parAmetros
estadisticos hechos a cada determinacién con ayuda de la computadora y
se coments sobre estos:

1.1.1.Blucosa. Punto Final. 20 mel + 1.0 ml. Rango S50—-400 mg/dl.

’ HC F R2 m b
REGRESION 302872 616 0.9671 0.B8645 6.45
ERROR REGRESION 491,18 1.3 x 1;8 0.9412 24.29
FALTA DE AJUSTE 3321 17%.3
ERROR EXP. 19.39 9.05 x 138 ©.7958 -11.37
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l.- El' método es lineal ya que P(F) es igual a 1.37 X 10 -8. asto es
menor que 0.03.

2.- La P(F)A es de 2,05 X 10 -8, menor que 0.035 por lo que se observa
el valor de R2 el cual es mayor de 0.95, por lo tante no hay falta de
ajuste.

3.~ E1 wvalor de "m" no abarca uno, se.tiene un erraor proporcional
consistente.

4.- E1 intervalo de la ordenada al origen abarca cero, no se tiene
error proporcional constante.

Dado que el error propaorcional consistente que presenta este métodg
puede ger dabido al exceso de glucosa con respecta a la velecidad de
reaccién de la enzima y el matodo no sea estequiométricamente
equivalente en los 400 mg/dl se repite el anadlisis estadistico en el
rango de S0 a 300 mg/dl.

1.1.1.Glucpesa. Punto Fipal. 20 mcl + 1.0 ml. Rango 50-300 mg/dl.

Mc F R2 m b

REGRESION 142753 16180.5 0.99932 0. 99887 ~0.26611
ERROR REGRESION 8.8225 1.22 % 10 . 1.01615 3.2319

FALTA DE AJUSTE 0.4375 0.04525

ERROR EXP. ?.66 0.91776 0.98159 ~3.76412
-7

PR Ln P(F) @8 de 1.22 % 10 menor que O 05 por lo que el fendmenc se

comporta linealmsnte.

2.~ La P(F)A @8 0.9177& mayor a 0.05, por lo tanto no hay falta de
ajuste.

3.,— El rango de la pendienta incluye unb, no existe error proporcional
consistente.

4.,- El rango de 1a ordenada al origen incluye cere, por lo que tampoce
existe error proparcional constante.

S.— El método es lineal de 30 a 300 mg/dl, y ®sta validado.
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1.1,2. Glucasa. Funto Final. S50 mcl + 1.0 ml. Rango de 50 a 400 mg/dl.

MC F R2 m b
REGRES 10N 335941 62107 0.99974 0,99239 0.30127
-9
ERROR REGRESION  S.4090 S.64 x 10 1.00084  2,05797

FALTA DE AJUSTE 0.5833 0.08935
ERROR EXP. 6.528 0.98718 0.98395 -1.90543-
-9
l.~ La P(F) es de 5.64 X 10 un valor menor a 0.05. por lo que el
método es lineal.
2.~ La P(F)A es mayor de 0.05, por lo que no hay falta de ajuste.

3.~ El intervalo de "m*" incluye uno, no existe entonces error
proporcional consistente.

4.- E! rango de "b" abarca cero, no hay error proporcional constante.

S.~ El método esta validado en un rango de 50 a 400 mg/dl.

1.2.1. BGlucosa. Cinética. S0 mcl +.1.0 ml. Rango de S0 a 200 mg/dl.

MC F R2 " b
REGRESION 29681 172,09  0.97720 1.12786 -8.25
ERROR REGRESION 172.47 8.59 x10 1.36656  23.32719
FALTA DE AJUSTE  650.91  50.0703
ERROR EXP. 13 1.56 %10 0.88916 -37.8271
-a

1.~ El valor de P(F) es 8.59 X 10 <(menor a 0.05), por lo tanto el
sétodo es linsal.

2.- La P(F)A @9 de 1.56 X 10 -5, 1o cual es senor a 0.05, enssguida se
observa el valor de RZ2 (igual a 0.97728) el cual es mayor a 0.95, no
hay falta de ajuste.

3.~ No hay error proporcional consistente puesto que el rango de “m"
incluye uno.

4.~ No existe error proporcional constante puesto que el intervalo de
"b" abarca cerg.

5.~ Por lo tanto el método esta validado de S0 a 200 mg/dl.
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1..2.,2. Blucosa. Cingtica. 25 mcl + 0.5 ml. Rango de SO a 400 ma/dl.

HC F R2 m b
. REGRESION 218176 4652 0.9985 1. 08924 =12.95

)

ERROR REGRESION 46.89 4.39 x 10 1.127 - 3.324
FALTA DE AJUSTE 119.59 &.704
ERROR EXP. 17.83 . 039 1,051 -22.579

l.~ La P(F) @s menon.a 0,05 el metado es lineal.

2.~ La P(F)qiﬁi.menor a 0.05, por lo tanto se requiere el valor de R2
que as de 0,.998% (mayor a 0.95), par 1o tanto no hay falta de ajuste.

3.~ El método poses ervor proportianal consistente ya que el rango de

“m" no incluye uno.

4.~ ND pases error proparcional constante porque e}l ranga de "h*
incluye cero. ., ’

5.— Probablemsnte la cantidad de reactivo debid ser mayor para no
perder la linealidad a una concentracidn grande de 400 mgs/d]l ya que si
i =2 chserva en #1 caso 1.1.]1 la relacién volumen muestra, - volumen
reactivo era mayor para este Oltimo en relacian al  volumen muestra.
Por lo tanto se repetird el andlisis estadistico para un rango de 50 a
200 mg/dl. ’

1.2.2. Glucosa. Cino§i&a. 25 mcl + 0.5 ml. Rango de 50 a 200 mg/dl.

Me - £ R2 n o
REGRES 10N 23100 2187 0.99818  0.995  ~3.25
ERROR REGRESION  10.56 = 2.0% x10 1.054 4.564

FALTA DE AJUSTE 1.734 0. 12847
ERROR EXP. i 13.5 0.7621 0.935 ~11.06

1.~ La P(F) s menar a 0.0%, el métodc es lineal.

- 2y~ La P(F)A es de O.762Z1 mayor a 0.05, por 1o tanto no hay falta de

ajuste.

’
3.- £1 rango de “m" abarca ung, no hay error proporcional consistente.
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4.- €1 rango de “b" incluye cero por lo que tampoco hay error
proporcional constante. .

5.- E1 método esta validado en un rango de S0 a 200 mg/dl.

1.2.7. Glucosa. Suero directo. S0 mc]l 4+ 1.0 ml. Rango de S0 a 4Q0Q
mg/al.

MC F R2 [ b
REGRESIGN 154338 1.3248 0.99935 1.03617 -3.282
-6 .
ERROR REGRESION 11.649 9.68 %10 1.0582 1.794

FALTA DE AJUSTE 15.968 1.680
ERRAOR EXP. 9.5 0.298 1.041 -8. 359

Cumple con los puntos 1 y 2 pero "m" no incluye uno. Se repite el
miwmo caso de las técnicas anteriores se pierde la linealidad en 400
mg/dl  y aunque aqui es muy diferente la proporciotn entre volumen de
muestra-reactivo (puesto que la muuestra es suero directo sin diluir)
puede pensarse que no sdlo esta influyendo el volumen de reactiva sino
que este en realidad se satura rapidamente.Se repite el analisis en un
rango de SO0 a 200 mg/dl.

1.2.3. Glucosa, Directa. 50 ul + 1.0 ml. Rango de 50 a 200 mg/dl.

“C L R2 L] b
REGRES1ON 25865 2084.1 0. 99809 1.05286 -5.0
-4
ERROR REGRESIDN 12.41% 2.08 x10 1.1168 3. 4705

FALTA DE AJUSTE 24.11 2.8937
ERROR EXP. 8.5 0. 1848 0.9688 -13.47

1.- La P(F) es menar que 0.05 por 'lo tanto el método es lineal.

2.~ La P(F)A es mayor ques 0.05 (0.1848) por lo tanto no hay falta de
ajuste. .

3.~ E1 range de "m" incluye cero, no hay error gproporcional
consistente. )

4.~ E]l rango de "b" incluye cero por lo que tampoco existe error
proporcional constante.

S.~ El método esta validado de 50 a 200 mg/dl.
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2.2.1. Urea. Cindtica. 25 mct + 0.5 ml. rango de 30 a 80 mg/dl.

Mo F R2 n b

REGRES1ON S110.9  &53.9  0.9909  1.010 1,22

ERROR REGRESION 4,756 518 x10 1.107 7,800
FALTA DE AJUSTE  ©.082 Q.0143 :
ERROR EXF, 5.7 0. 9968 ' 0.9137  -5.045

1.~ La P(F) as menor que ¢,05 por 1o tanto &1 fendmenn es lineal.

2.~ La PFIA o8 mayor a 0.05 (0.9948) por 1o tanta no hay falta de
ajuste. I

3.~ E1 rango de "a" abarca uno, no hay error proporcional consistente.

4.~ El rango de “b” incluye cero, por la que na hay error proparcional
contante, .

S.~ E] método esta validado para urea sn un rango de 30 a 80 mg/dl.

3.1.1, Creatipina, )00 mcl + 1.0 ml. Rango de 1.2 & 24.0 mg/dl.

MC F R2 ~ b
REGRESION 812.13 881.0% 0.90%544  0.89289 0.762% >
-7 i
ERROR REGRESION 0.9218 1.75 x10 Q. 9578 1.567 Lt

FALTA DE AJUSTE  2.223 4.185
ERROR EXP. 0.5313 0.036%53 0.8279 ~0.04]

e observa que 88 cusplen 1oE puntas 1 y 2 (usando el valor de R2)
pero e} rango de "e* no incluye’ una, Jo cual! hable de error
proporcional consistents. No sxiste linmalidad en 24 mg/dl, en este
caso no sélo puede wer la sensibilidad del reactivo, sino la
temperatura a la cual se verifico 1a reaccidtn, incluso también a esta
concentracion pudo ser necesaric mayor tiempo de reaccidn, se repite
@l andlisis an el rango de 1.2 a {2 mg/dl.

3.1.1. Craatinina, 100 mcl + 1.0 ml. Rango d@ 1.2 & 12.0 mg/dl.



mc F . R2 ® b

REGRESION 224,69 1185.18 0.99163 1.0554 0.008
-7
ERROR REGRESION 0.189 7.7 x10 1.123 0.480

FALTA DE AJUSTE 0.0113 0.0484

ERROR EXP. 0,2341 0.9945 0.987 ~0.462

1.- La P(F) as menor que 0.05 y entonces el fendmeno es lineal.

2.- La P(F}A es de 0.9945 que es mayor de 0.05, tampoco hay falta de
ajuste.

3.~ No existe error proporcional consistente puasto que el intervalo
de "m" incluye uno.

4.~ Tampoco hay error proporcional canstante ya que el intervalo de
“b" incluye cerao. -

S.- El método para creatinina esta validado en el rango de 1.2 a 12.0
mg/dl.

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

MC F R2 m b
REGRES10ON 180.95 3261.9 0.99816 1.160 =~0,174
ERROR REGRESION 0. 0554 1.4 %xi0 ' 1.209 0.517

FALTA DE AJUSTE 0.039 0.6117

ERROR EXF. 0.063 0.588% 1.110 -0.168

Laos puntos | y 2 se cumplen satisfactoriamente, pero el rango de "m"
no incluye uno, 10 cual indica un error proporcional consistente,
igual que en el caso anterior, el hacer la lectura a una temperatura
mayor (dos grados) no modifica los resultados, no hay linealidad hasta
24 mg/dl, lo cual puede deberse a las causas mencionadas
anteriormente,, sobre todo a la posible inectabilidad del compuesto
formado debido a falta de tiempo de reaccién. Se repite el andlisis

| ESTR TESIS W9 »rer -
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3.1.2, Creatinina. 100 mcl + 1.0 ml. Rango de 1.2 a 6.0 mg/dl.

MC F R2 m b
REGRESION 29.49 487.79 0.99184 1.119 0.292
ERROR REGRESION 0. 060 4.0 x10 1.26 . 84%

FALTA DE AJUSTE 0.0319 0.4563

ERROR EXP. 0.07 0.5497 0.979 -0.261

.- La P(F) es menor a 0,05, el método es lineal.

2.~ La P(F)A as de 0.5497 (mayor a Q,05), por lo tanto no hay falta de
ajuste.

3.~ El rango de "m" incluye wuno, 1o que elimina un error proporcional
consistente. .

4.- E]l rango de "b" incluye cero, por lo que no hay error proporciocnal
constante.

S.— E1 método para creatinina esta validado en un rango de 1.2 a 6.0
© mg/dl.

4.1.1. Colestesrol. FPunto Final. 25 mcl + 0.5 ml. Rango de 100 a 400
mg/dl. .

e F R2 ) b
. REGRESION 95193.8 B06.14 0.98896 0.8710 15,65
-6
ERROR REGRESION 119.08 2.09 ¥ 10 0.940B4 33.65

FALTA DE AJUBTE 186.12 1.8846

ERROR EXP. | 9. 66 Q,2209 0,816 -~2,34

El. punto | ¥y 2 se cumplen satisfactoriamente, pero al igual que varias
técnicas anteriores existe un error prroporcional consistente, m no
abarca 1, se pusden pensar en vVarias causas. para este fenémenol
-saturaciaon de la enzima con el valor relativamente alto de sustrato,
~posible degradacién del reactivo,

-posibles errores en la mldigion.

Para este sétodo se estudis la linaalidl& ahora en el rango de 100 a
300 mg/dl encontrandose los siguientes resultados:
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REGRESTON
ERROR REGRESION
FALTA DE AJUSTE
ERROR EXP.

MC F

41500  669.26
62.00 1.2 X10
193.54  4.825

" 40.111  .Q089

R2 L b
0,989 0.8316 22.22

0.9076 38.64

0.7556 5.8

En este nuevo ensayo se detectd error proporcional consistente.

4,1.2.
mg/dl.

Colesterol.

Punto Final.

S0 mcl + 0.5 m!1 rango de 100 a 400

En este método se encontrd linealidad, no hay falta de ajuste y existe
error proporcional consistente de acuerdo a los siguientes datos:

REBRESION
ERROR REGRESION
FALTA DE AJUSTE

ERROR EXP.

En esta técnica se analizarcn estadisticamente todos los valores
encontrar el rango de linmalidad del método de medicidn,

la presencia de aerror consistente ocurrid por

MC F
137664 2951
46, b4 4.4 x13
12.2 0.357
53.5 0.715

R2 m b
0.99662 0.958 )
0.997 16.79
0.9187 -4.759

para
sin embargo
la presencia de

resultado "aberrante', por lo que al eliminarlo, el rango de
linealidad sin error proporcional consistente estimado por regresion
se di entre los limites estudiados.
MC F R2 L] b
REGRESION S41494 1162.7 0.99402 Q.95 7.33
ERROR REGRESION Kb, 57 8.2 Xto 1.01 21.56
FALYTA DE AJUSTE 32.03 0. 6537
ERROR EXP, A9 0.5458 0.884 -b6.89
Para proteinas totales este ensayo estadistico no fue posible

realizarlo debido a que para fines de cadlculo con dos

pPuntos se

obtiene un matriz singular que no permite sstimar sfectos.
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X.— CONCLUSIONES.

Las microtécnicas son una forma de economia en cuanto a muestra,
reactivos, material y tiempa. Es posible utilizar muy poca cantidad
de suero para varias determinaciones, en general se pudo trabajar con
250 microlitros de suero diluido 1110 y 100 microlitros de suerc
directo para cinco determinaciones.

Estas técnicas demostraron exactitud y precision sin  tener que
trabajar con equipo automatizado, Se considera que el equipo utilizado
es muy adecuado para laboratorios pequeros y regulares (aprox.-de 15 a
20 muestras por dia) por su facil manejo, mantenimiento y versatilidad
(ademas de que existen sus andlogos en otras marcas).

Observamos que la forma més apropiada para disminuir una técnica en
cada procedimianto es comenzar al final y trabajar hacia atrids, es
decir en primer lugar debemos resolver a que volumen final de muestra
reactivo hay que llegar, el cual dependerd obviamente del volumen de
la cubeta mas pequera disponible en el espectrofotdmetro y elegir la
determinacidn colorimétrica, enzimdtica, #tc. mds accesible a cada
presupuesto y ensayar los diferentes volumenes de muestra-reactivo, de
acuerdo a las condiciones de nuestro equipo y de los instrumentos de
medicidn. Se puede decir que el equipo que nos proporcione
reproducibilidad de datos es aceptable y confiable para trabajar.

Como también se observd, aunque no se reportd a lo largo del trabajo
la diluciédn 1:10 es la mds adecuada ( otra dilucién ensayada fue
. 13200, ain asi el volumen de muestra con que se puede trabajar es muy
pegqueo. Excepto para creatinina que utiliza un volumen minimo de 100
microlitros de suero sin diluir para las demas técnicas puede decirse
que se alcanzan ambos objetivos, encontrar un método que utilice una
pegqueXa cantidad de muestra y validarlo para su uso confiable. Tal vez
para creatinina haya que hacer varias modificaciones al reactivo vy
ensayar con diferentes temperaturas y tiempo de reposo para conseguir
_disminuir el volumen de muestra y poder hablar de una microtécnica.

Puede decirse también que al obtener técnicas rdpidas y precisas esta
metodologia sirve de apoyo para equipos altamente sofisticados (en un
laboratorio que posee equipos automhticos se produce un caos  al
descomponerse uno de estos debido al gran numero de muestras) ya que
cada determinacién pusde hacerse 8n pocaos minutos a comparacion de
las técnicas manuales. También estos procedimientos pueden usarse para
prusbas de gabinete, las cuales son un nimero pequelo en cantidad,
pero requieren resultados ridpidos.
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XI.- RECOMENDAC IONES.

Fara fi1nalizar se hacen algunas recomendaciones socbre este trabajo en
forma breves

‘Los procedimientos hechos en este trabajo pueden ensayarse en otros

liquidos corporales como plasma, orina y liquido cefalorraquidea, ya-

que muchas veces es necesario el canocimiento de su valar en  un
momento de urgencia y por lo tanto una técnica répida es de gran
utilidad.

Ademds puede verificarse el ensayo de enzimas, determinaciones que son
necesarias en muchos perfiles bioquimicos importantes como es el
perfil cardilaco (LDH, TGO ), el perfil hepatico (transaminasas y
fosfatasa aicalina), etc. .

Existen muchos equipos similares al usado en este trabajo
{samiautomatico}) que pueden utilizarse para lograr una metodologia mas
rdpida y barata que un equipo manual ( cuyo volumen minimo de celda de

flujo es de 1.0 ml a comparacién de 0.5 ml en el caso de los equipos

semiautomAticos conocidas).
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