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introduccién

Desde tiempos remotos los enfermos han buscado ayuda, pedido consejo
y tratamienic a diversos individuos que sobresalian por su personalidad,
conocimiento, ambiciones, posicidon de autoridad en la saciedad o religion para
mitigar tales padecimientos. Entre estos individuos muchos reconecieron que
hacerle preguntas a un paciente, examinarlo fisicamente y analizar la orina o
suero, entre ofras acciones, mejoraba la pertinencia de sus consejos o
tratamientos.?

El diagndstico por el Laboratorioc es actualmente el soporte de la
medicina moderna que fundamenta, confirma © corrige &} diagnéstico clinico
presuntivo, el prondstico y el seguimiento de la evolucidn de las patologias
detectadas. E! Laboratorio Clinico tiene, ademas, un papel significativo en la
medicina preventiva, en lo que toca a la comprobacidn de la incidencia,
prevalencia y morbilidad de enfermedades transmisibles y/o degenerativas.?

Un Laboratorio Clinico de acuerdo con la Ley General de Salud, articulo
138 de la seccién primera del capitulo 1X del Reglamento de fa Ley General de
Salud en materia de prestacion de Servicios de Atencién Meédica, es definido
como un establecimiento ligado a algun servicio de atencidn médica que tenga
camo fin coadyuvar en el estudio, resclucion y tratamiento de los problemas
clinicos.?

El iaboratorio Clinico colabora con el personal meédico para el
diagndstico vy tratamiento de los problemas de salud de los pacientes.
Dificiimente puede haber un aspecio mas importante de (aboratorio que Ia
ejecucion e ntepretacion de los datos obtenidos, de hecho, el requerimiento de
una determinada prueba de laboratorio genera una gran cantidad de maniobras,
cuyo objetivo es la obtencion de un informe analitico.45

Existen enfermedades, donde el valor exaclo y preciso de un
determinado metabolito, permite establecer un diagndstico adecuado o
determinar la gravedad del caso, por ello el Laboratorio Clinico requiere,
ademas de equipos y personal capacitado, técnicas analiticas confiables para la
cuantificacion de metabolitos.5

Todo analista sabe que existe un mayor 0 menor grado de inexactitud en
los resultados que obtiene en sus analisis.



Por ejemplo, si en el andlisis de una glucosa en sangre se obtiene un resultado
de 100 mg/100 dL, es obvio que la concentracion real de glucosa
probabiemente no sera 100 mg/100 dL. Por otra parte, si el mismo analista
repite la determinacion o o hace ofro analista, el resultado probablemente se
desviard algo de! que se obtuvo en el primer andlisis. Es esencial que el
analista tenga una idea de la magnitud en la variabilidad de sus resultados y de
los diversos factores que puede contribuir a la misma.58

Una forma de verificar que estas variaciones no sean grandes es con el
uso de materiales de control. Los valores del andlisis de materiales de control
se vigilan contra intervalos de confianza preestablecidos para verfficar la
precision y la exactited de las mediciones. La exactitud de fa medicion
comprueba si el resultado es correcto, mientras que la precision de la medicidn
verifica Ja capacidad del método para seguir siendo correcto al efectuar
mediciones repetidas en un transcurso de tiempo.78. Una razdn para intentar
que el error de una determinacion sea lo mas pequeno posible es que, cuanto
mas pequefic sea el error, mayor sera la potencialidad diagnéstica de la
determinacion. Estos conceptos pueden abordarse de manera cuantitativa
recurriendo a conceptos estadisticos simples.®

Es necesario examinar si los métodos de laboratorio son exactos y
precisos ya que no se puede suponer gue el método tenga ambas cualidades
confirmando tan solo una de ellas. Es posible que el método sea preciso porque
al repetir las mediciones se obtengan valores muy similares, pero tal vez el valor
gue se repita no sea el verdadero y por lo tanto el método no sera exacto 810

Una parte integral del desarrollo de un método analitico es la validacion
del mismo, es decir, se debe contar con evidencia documentada para demostrar
la confiabilidad, reproducibilidad y efectividad de cualquier operacion analitica
empleando este método. La validacidn generalmente inciuye la evaluacion de
precision, linearidad, exactitud."?

La base del concepto de validacion de métodos analiticos tiene sus
origenes a partir de tres comunicados emitidos por la FDA (Food and Drug
Administration). Ei primero de ellos, 1906, exige a los fabricantes de productos
farmacéuticos evitar su adulteracion.



El segundo, en 1938, convoca a los mismos a eliminar de las formulaciones
aquellas sustancias que pudieran causar algun efecto tdxico, esto es brindar
seguridad al momento de usar un medicamento. E! Oltimo de ellos, en 1962,
pide comprobar plenamente la eficacia de un praducto farmacéutico.1?

A partir de esta fecha, se cred por primera vez en la historia, una
reglamentacién que se enfoca a las précticas correctas de manufactura de
medicamentos (GNP's). Esto es, considerar todos aquellos factores que
contribuyen a la calidad en los prcceses, asi como la reproducibilidad. La
demostracién de que estos procedimientos son correctos se conoce con el
nombre de validacion 111213

Sin embargo, fué hasta 1988 que, despues de una serie de acuerdos
entre la FDA y asesores de la industria farmacéutica, que lanzan acuerdos
similares a los establecidos por la {ndustria Farmacéutica y se dictan o que
serian la buenas practicas de laboratorio regidas por el Clinical Laboratories
Improvement Act 88 (CLIA 88), iguzimente se establece el significado del
proceso de validacion, criterios y limitantes para considerar la validez de un
proceso. Por otra parte CLIA 88 regula todo lo concerniente a los Laboratorios
Clinicos en los Estados Unidos. 1314

En Meéxico existen muy pocos Laboratorios Clinicos comprometidos con
la calidad, es decir, la evaluacidon de métodos o técnicas analiticas en la
cuantificacion de metabolitos, pues no se cuenta con un organismo que ablige a
los laboraterios clinicos a establecer métodos validados como rutina 515

Asegurar la calidad al elegir un nuevo método es un procese de
preservacion de calidad que se realiza antes de introducir un nueve
procedimiento al laboratorio v antes de que se establezcan programas de
control de calidad internos y externos. Si se detecta algin cambio en la
competencia analitica después de establecer un nuevo meétodo, se repiten
diversos procedimientos originales para la evaiuacion del método con et fin de
volver a verificar el desempefo 6ptimo 516



Marco Tedrico

t.a Ley General de Salud en el apartado quinto, articulo 1127, capitulo |,
Titulo Vigésimoprimero, del Reglamento de la Ley General de Salud en materia
de Control Sanitario de Actividades, Establecimientos, Productos y Servicios,
menciona que para la Industria Farmacéutica, los establecimientos deberan
contar en Su caso, con las instalaciones, equipc necesario y manual de
procedimientos para efectuar {os coniroles analiticos de materias primas,
productcs en proceso, preparados farmacéuticos, productes terminados y
material de acondicionamiento, debiéndose conservar ceonsiancia de todas las
operaciones que se efectien con la comprobacion del resultado y ia validacion
de cualquier técnica empleada. A este respecto ef laboratorio clinico es
considerado como un servicio auxiliar de diagnéstico y tratamiento {Cap IX, Sec.
Primera, Art.140 Ley Gral Salud } y se rige dentro de ese marco legal. Una de
fas dreas que conforma el laboratorio clinico es la de quimica sanguinea.?

La preservacion de la calidad en la operacién de un moderno laboratorio
de Quimica clinica exige el empleo de diferentes métodos para asegurar la
exactitud de los resultados obtenidos, los medios para !egrar esta seguridad son
muchos y muy variades y la cooperacion internacionat para formular guias y
requerimientos de sistemas de confrol de cafidad se encuentra sdlo en sus
comienzos.17.18

E! proposito de los mismos es detectar problemas que puedan llevar a
interpretaciones clinicas inexactas, los sistemas de control de calidad
destinados a evaluar el ciclo total del analisis estan cobrando mayor importancia
porque los errores cometidos durante la recoleccion, trasporte y la circulacién
de los datos se han vueito relativamente mas frecuentes a medida que
instrumentos, métodos, estandares, ete., han mejorade. 181920

La finalidad de! Contral de Calidad es evitar cometer errores, sin
embargo nos damos cuenta que esta meta no se obtendra totalmente, aunque
no por esto se dejara de alcanzar.?!




Algunos laboratorios clinicos han implementado una serie de medidas
que conduzcan a resultados confiables y estan tomando medidas similares a las
empleadas por la Industria Farmacéutica, una de ellas es la validacidn, la cual
se encuentra contemplada dentro de 1a Ley General de Salud. { Capitulc 1, Art.
1127 } y en la Norma Técnica para la organizacién y funcionamiento de los
servicios auxiliares de diagndstico y tratamiento de la Secretaria de Salud, que
en este momento se encuentra en revisién y se rige dentro de este marco legal.3

Uno de los problemas con que se enfrenta el Laboratorio Clinico es la
obtencién de pequefias cantidades de muestra para analizar un determinado
metabolito en recién nacidos, la obtencién de liquide cefalorraquideo, o bien
cuando el reactivo es dificil de conseguir y se cuenta con cantidades minimas
para llevar a cabo la prueba, por no ser posible utilizar los métodos
convencionales de analisis registrados en el instructivo del reactivo comercial.
Por tal motivo, el quimico clinico se ve en la necesidad de suponer que el
reducir a la mitad Ias muestras para analizar un metabolito por un metodo
establecido, el comportamiento de éste se mantiene igual, es decir se mantiene
la linealidad, precision, exactitud, reproducibilidad y limite de cuantificacion, tal
suposicion no es vélida por ser e analito de naturaleza bioldgica, lo que nos
lieva a verificar los parametros anteriores a través de la validacion del métado
elegido.1.22.21

Cada mélodo de andlisis debe describir no sdlo las mediciones y
observaciones implementadas en el laboratoerio, sino también la verificacion de
las caracteristicas de ejecucidon que se deban cumplir tanto por el fabricante de
los reactivos como por el procedimiento analitico.24

Los beneficios que aporta la validacién de métodos analiticos son
grandes, ya que ésta nos permite conacer el comportamiento de un proceso
bajo diferentes condiciones de operacion y posteriormente utilizarlo en la rutina.
E! método debe probarse para determinar su efectividad y para diagnosticar en
forma correcta las enfermedades, lo cual se determina obteniendo la precisién




y exactitud, que son medidas del comporiamiento del método 222324 En otras
paiabras, al llevar a cabo tal medida, el investigador puede asegurar que el
método, los instrumentos, equipo y reactivos utilizados en el andlisis de un
analito son adecuados para esta determinacion por el personal que ahi
labora. 5.2

Los métodos que son establecidos por el National Committe for Clinical
Laboratory Standards (NCCLS) o de algunas otras fuentes reconocidas de
estandares de referencia deben ser adecuadamente validados, debido a que
nuevas condiciones pueden alterar sus caracteristicas. Existen requisitos para
validar un método cada vez que el problema requiera el empleo de datos, los
cuales son susceptibles a errores experimentales y los métodos estadisticos
constituyen ef medio seguro y ldgico para tratarlos 2728

Para cuantificar un metabolito existen varios métodos, de los cuales seria
ideal tener un registro de cuantos laboratorios utilizan un método especifico. En
México no existen este tipo de registros, pero en paises industrializados se
llevan estadisticas de ello. Por ejemplo, en un reporte de investigacion al
respecio realizado en Francia en 1988, se tiene que para determinacién de
glucosa, el 82 % de los laboratorios utilizan el método enzimatico de giucosa
oxidasa, el 5.5% glucosa deshidrogenasa, ei 6 % métodos guimicos y el resto
no proporciono Informagion, 22

Ante cualquier varacion a lo estipulado en la técnica original, se reguiere
de una validacion analitica para asegurar la exactitud y precision de nuestro
método analitico. De nada sirve tener los mejores programas de control de
calidad si nuestros métodos analiticos no arrgjan resultados repetibles y
reproducibles. 520

ta validacion es el método cientifico, que proporciona la evidencia
documental para demostrar la confiabilidad, reproducibilidad y efectividad de

cualquier operacion o proceso, { el proceso se encuentra bajo control )y tiene
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como objetivo determinar la exactitud, precision y especificidad tanto del
sistema analitico como del procedimiento de analisis.

i.a validacion es un requerimiento registrado y estipulado en las Buenas
Practicas de laboratorio, la cual verifica que procedimientos, equipos,
metodologia analitica, procesos, areas, servicios, componentes, mantengan sus
caracteristicas, comportamiento, funcionamiento, confianza, precision o
exactitud, acordes al propésito por el cual fueron disefiados. Es conveniente por
lo tanto definir algunos de los conceptos basicos utilizados en este proceso |
como lo son:11.1213

La lineaflidad de un método analitico, es la habilidad de éste para
asegurar gque [os resultados experimentales (los cuales pueden ser obtenidos
directamente o por medio de una transformacion matematica bien definida), son
proporcionales a la concentracion del analito dentro de un rango determinado.
La finealidad de un método analitico mide el grado en que la respuesta del
método, al trabajar a diferentes concentraciones se aproxime a una funcidn
lineal del tipo Y=BX+A 26272342

El intervalo de un méftodo analitico esta definide por las
concentraciones comprendidas entre los niveles de concentracion superior e
inferior de la sustancia (incluyendo estos niveles), en el cual se ha demostrado
que el método es preciso, exacto y lineal utilizando el método descrito. 2527

La exactitud analitica es una medida de la concordancia entre el valor
obtenido para una determinacidon y su valor real. La exactitud, término
conceptual, no posee un correlato numérico por lo que, como término
cuantitativo se usa la inexactitud, gue se define como la diferencia numérica
entre el valor medido en una serie de determinaciones y su valor verdadero. La
diferencia, positiva o negativa, puede expresarse en las mismas unidades en
que se mide la magnitud o como porcentaje det valor verdadero>#8 La
diferencia positiva o negativa, puede expresarse en las mismas unidades en
que se mide la magnitud o como porcentaje del valor verdadero 528



En todo pracese de validacién es indispensable evaluar la exactitud del sistema
sobre todo para tratar de establecer el posible efecte de los analitos sobre la
adecuada correfacion entre la respuesta del analizador y la concentracion real
del analito. Para determinar |a exactitud del sistema se evalia el
comportamiento de diferentes niveles de concentracion de la sustancia de
referencia ante la respuesta del analizador.512.13

L a precision es el error debido al azar, la variacién de los resultados
obtenidos con una técnica cuando la misma muestra se analiza repetidamente;
en otras palabras, la precision es la repreducibilidad de lo que se observa.
Cuanto menor sea la variacion observada, mayor serda la precision. Se
recomienda el término imprecisién como término cuantitativo y se define como la
desviacién estandar o el coeficiente de variacion de los resultados de un
conjunto de medidas repetidas 5111213

La reproducibilidad es la precision de un método analitico expresada
como la concordancia entre determinaciones independientes realizadas bajo
distintas condiciones (diferentes analistas, en diferentes dias, en el mismo yfo
en diferentes laboratorios utilizande ef mismo y/o diferentes equipos, etc.).11.1213

El limite de deteccidn es la minima concentraciéon de una sustancia de
una muestra la cual puede ser detectada, pero no necesariamente cuantificada
bajo las condiciones de operacion establecidas. 1212

El limite de cuantificacién, es la menor concentracidn de una sustancia
en una muestra que puede ser delerminada con precision y exactitud
aceptables bajo [as condiciones normales de operacién establecidas 1213

La especificidad es la habilidad de un meétodo analitico para obtener
una respuesta debida uUnicamente a la sustancia de intéres y no a otros
componentes de la muestra 13

La tolerancia de un método analitico es el grado de reproducibilidad
de los resultados analiticos obtenidos por el analisis de las mistnas muestras
bajo meodificaciones de las condiciones normales de operacion, tales como
diferentes temperaturas, lotes de reactivos, columnas, sistemas de elucion, tipos

de empaque (soporte, fase estacionaria, etc.), condiciones ambientales
etc~11_12,13
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l.a estabilidad de !a muestra, es la propiedad de una muestra
preparada para su cuantificacion de conservar su integndad fisico-quimica y la
concentracion de la sustancia de interés, después de almacenarse durante un
tiempo determinado bajo condiciones especificas. 1112

11



Los instrumentos analiticos que se usan en los laboratorios clinicos, son
cada vez mas complejos, muchos de ellos en la actualidad son sistemas
cerrados con equipo y reactivos cuidadosamente seleccionados, sin embargo
existen otros que son flexibles en cuanto al tipo de reactivos y métodos que
pueden aplicar, algunos son instrumentos disefiados para un solo
procedimiento. 18.31

La automatizacion ha recorrido un largo camino en corto espacio de
tiempo desde la primera descripcidn de un sistema de andlisis automatico en
1957 hasta el momento actual. El término automatizacion se ha aplicado en el
campo del Laboratorio Clinico a los instrumentos de andlisis capaces de realizar
un gran ndmero de pruebas con poca intervencion de los operadores. 1832

Un analizador automatico es una maquina capaz de realizar varias
manipulaciones de forma mecénica con objeto de producir un resultado.

Los analizadores automaticos combinan el procesado de las muestras y la
medida de las sefales generales con ia presentacion del resultado final 181232

La automatizacion ha sido fundamental para resolver el incremento de
trabajo de los laboratorios, sin embargo, el desarrollo de los Sistemas
Automaticos no se ha producido nicamente como solucién al nimero cada vez
mayor de solicitudes recibidas por el laboratorio, sino también como mejor forra
de controlar todos los pasos y conseguir que todas las muestras que se
analizan estén sometidas a las mismas manipulaciones. Exiten diferentes tipo
de analizaderes que son los siguientes; 1838

Analizadores de Flujo Continug Son sistemas que mezclan las muestras
y los reactivos bombeando la muestra aspirada a una corriente continua de
reactivo Un analizador de flujo continuo es el SMA fabricado por Techicon
instruments Ceorporation, las versiones actuales de SMAC 3% pueden procesar
hasta 150 muestras por hora, efectlian 23 pruebas por minuto, utilizan cddigo
de barra para identificar las muestras, utilizan reactivos & granel y requieren
poca manipulacion. Las mediciones se efectilan por fotometria de absorcion,
con una celda estacionaria de flujo y filtros para seleccionar [a longitud de
onda 5328
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Analizadores Discretos: Son sistemas en los que a mezcla de [a muestra y
los reactivo se producen de forma discreta, es decir, que cada mezcla de
reaccion tiene lugar en una cubeta individual. La muestra se dispensa en la
cubeta de reaccion y los reactivos se adicionan discontinuamente por medio de
dispensadores o dilutores. La mezcla de las muestras y ios reactivos se
consiguen por inyeccion a presion, agitadores externos o internos, vibradores o
ultrasonidos.8.18

Hay diferentes tipos de analizadores discretos:

1. Analizadores Monocanales por Lotes: Son sistemas que realizan una Unica
determinacion en forma simultdnea sobre varias muestras.81832
2. Analizadores Multiparametros Selectivos: Son instrumentos capaces de
realizar varias pruebas diferentes scbre cada muestra, estos analizadores
poseen un solo sistema de toma de muestra y dispensacion de reactivos y un
solo cana! de lectura fotométrica, estos analizadores presentan un nimero
variable de técnicas, que pueden realizarse simultaneamente, de acuerdo a los
diferentes modelos.8.1832
3. Analizadores Multicanal Paralelo:  Son  sistemas que realizan
simultaneamente varias determinaciones, que pueden seleccionarse en una
misma muestra. Estos sisternas contienien varios canales, en cada uno de los
cuales se realiza una determinacion. La muestra se aspira por una pipeta de
Thoma que reparte la cantidad necesaria a cada canal con un sistema de
pipetas propio para la adicion de los reactivos; cada canal posee un sistema
fotomeétrico de lectura. 81832

Existen en el mercado diferentes analizadores discretos Eastman Kodak
fabrica y distribuye los analizadores Ektachem®', que son ejemplo de la
tecnologia de quimica seca. Las muestras se aplican en tiras impregnadas de -
reactivos que se dispensan automdticamente en cartuchos especificos para
efectuar determinada prueba, las tiras se incuban en cadmaras de aire caliente y
el color que se desarrolla se mide por fotometria de reflactancia en el extremo
inferior de la tira, cada tira contiene reactives para una sola prueba 3
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Otro ejemplo del concepto de pruebas unitarias son el ACAIV de Dupont,
DIMENSION % SYCHRON CX3, ASX,CX4,CX5 de Beckman Instruments,
OPTICHEM 180 Y 120 de Coulter Electronics Inc. Olympus Corporation
ofrece  AUS000, REPLY y DEMAND. Por su parte Boehringer Mannheim
Diagnostics distribuye los analizadores HITACHI 3724383 que utilizan jeringas
de desplazamiento positivo para aspirar y suministrar muestras y reactivos a
celdas que se encuentran dentro de bafos de agua y que mantienen una
temperatura de agua estable, generalmente a 37° C.

E! muestreo se efectla a partir de un tubo de recoleccion primario o de
recipientes que contiene alicuotas. Los codigos de barras facilitan la
identificacion de las muestras, al terminar las reacciones, se lee [a absorcidn en
la celda de reaccién utilizando un espectrofémetra con rejilla de difraccion y
detectores a longitudes de onda fijos. Para determinar las lecturas bicromaticas,
las celdas se lavan y se verifican dpticamente, de manera que Queden listas
para la siguiente determinacion.81240,

Existen cartuchos de electrodo idn-selectivo para la determinacion de
sodio, potasio y cloruro. Los reactivos que se obtienen con Boehringer
Mannheim y muchos otros proveedores, se empacan a granel y requieren poca
0 ninguna preparacion. Ademas, estos instrumentos pueden adaptarse para
aplicaciones del propio laboratorio, ya que los parametros de prueba se
programan manualmente. Los instrumentos tienen compartimientos refrigerados
para almacenar los reaclivos, pero hasta ef momento las zonas de carga no
tienen control de temperatura. 41

Existe gran cantidad de instrumentos automatizados y cada uno de elios
tiene algo que ofrecer para mejorar el funcionamiento de! laboratorio clinico,
siempre y cuando estos se encuentren validados. 1240

Los analizadores HITACHI ofrecen muchas funciones de auto monitoreo
y control de calidad de tiempo real.
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El analizador VP (Abbolt) es un ejemplo representativo de analizador
monocanal por lote. Este sistema consta de dos madulos conectados
eléctricamente, el médulo procesador y el mddulo de control. Las muestras se
colocan en un bandeja giratoria que admite 32 pocillos y en cuyo centro se
encuentra una cavidad, donde va algjada una multicubeta de piastico
desechable, formada por 32 cubetas de reaccidn. La multicubeta va sumergida
en un bafio de agua que permite ajustar su temperatura a 25, 30, & 37C°.

Este sistema esta capacitado para realizar determinacidnes de punto final
y de velocidad de reaccion. En las técnicas de punto final se utiliza la diferencia
de absorbancia entre la uGlttma vuelta programada y la primera vuelta. En las
técnicas de velocidad de reaccion se usan fas diferencias de absobancia entre
dos vueltas consecutivas a partir de la primera programada. La velocidad de
funcionamiento para el VP es de unas 450 determinaciones por hora para las
técnicas cinéticas.

Analizadores Centrifugos. La accién de la fuerza centrifuga se ha
utilizado para la mezcla de muestras y reactivos en analizadores automaticos.
Estos sistemas han ocupado un puesto importante en los Laboratorios Clinicos
desde su descripcién por primera vez en 1968, Actualmente han perdido ese
papel estelar.18.32

Los analizadores en paralelo son analizadores centrifugos desarrollados
con fondos federales en el OakRidge National Laboratory, sus principios no han
sido patentados. Diversos fabricantes producen analizadores centrifugos,
incluyendo: GemEni de Electro-Nucleonics, Cobas de Roche2, CENTRIFICHEM
de J T. Baker, ABA 100, VP Analaizer de ABBOTT®. [as muestras y los
reactivos se transfieren a compartimientos discretos insertados en un rotor
mediante jeringas de desplazamiento positivo, de manera que cuando éste se
acelera, las muestras y los reactivos se mezclan en una celda que se encuentra
en la seccién mas externa por la fuerza centrifuga
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La temperatura se controla con bafos de aire o calentadores montados en los
rotores. Las mediciones se realizan mediante filtros especificos para
determinada longitud de onda y un tubo fotomultiplicador que toma la lectura.
En general, los analizadores centrifugos son instrumentos discontinuos ( para
lotes } capaces de determinar Unicamente un analito a la vez.12.

Los analizadores automaticos para el drea de quimica clinica constan
fundamentaimente, de los siguientes componentes:

. Dispositivos de carga de muestra

. Sistemas de toma y dispensacion de las muestras.
. Sistemas de dispensacion de reactivos.

. Banos de incubacion.

. Detectores.

. Procesadores de datos.

. Impresoras.

® =~ O W N

1.-Dispositivos de carga de las muestras. Las muestras que desean analizarse
se colocan en copas de plastico desechables en bandejas, gradilias, o cadenas
trasportadoras con capacidad varable, segin la velocidad de trabajo del
analizador. Generalmente, cada analizador utiliza copas de muestra de forma
diferente, disenadas de manera que el volumen muerto (volumen de muestra
que no puede utilizarse) sea minimo y que se produzca poca evaporacion
cuando no estén tapadas. ta mayor parte de los analizadores automaéticos
poseen tapas individuales para las copas o tapas para todo el dispositivo de
carga de tas muestras, En la actualidad la mayoria de ios analizadores admiten
tubos primarios de muestra, esto es, los mismos tubos de extraccion, una vez
centrifugado, ya que las pipetas de toma de muestra disponen de sensores de
nivel que detienen su accidn, cuando alcanzan el nivel de la muestra.

2 -Sistema de toma y dispensacion de las muestras, Las muestras se toman de
sus contenedores (copas o tubos primarios) y son llevadas ¢ dispensadas a sus

lugares de reaccion por dos mecanismos diferentes
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En los sistemas de flujo continuo, una bemba peristaltica aspira [a muestra gue
es llevada a una corriente continua de reactivo, de forma que la cantidad de
muestra aspirada depende del diametro interno del tubo. Los analizadores
discretos utilizan jeringas de desplazamiento liquido positivo. La pipeta aspira la
muestra y luego la dispensa en el lugar de reaccion, bien sola o mezclada con
diluyente o reactivo. Las jeringas pueden ser de volumen fijo o variable.

Las primeras sdlo pueden tomar y dispensar una cantidad fija de muestra,
mientras que las segundas puden tomar y dispensar volumenes con pequefios
incrementos. Las jeringas de volumen fijo suelen utilizarse en analizadores
capaces sdlo de realizar una pequefia variedad de pruebas, y las jeringas de
volumen variable se utilizan en analizadores que llevan a cabo mdltiples
determinaciones.

3.-Sistemas de dispensacion de los reactivos. Los reactivos se encuentran, en
la mayoria de los analizadores automaticos, en forma liquida dentro de
contenedores de vidrio o plastico, cuyo tamarfic depende de la estabilidad y de
la tasa de trabajo del analizador. Cada prueba utiliza, normaimente, uno ¢ dos
reactivos, aunque algupos analizadores permiten el uso de tres o mas, el
compartimiento de reactivos suele contener dos partes, una refrigeradade 4a 8
°C y la otra a temperatura ambiente De forma anéloga a los sistemas de toma y
dispensacion de muestras, los reactivos pueden ser tomados y Hevados a los
lugares de reaccion de dos formas distintas. En los analizadores de flujo
continuo, los reactivos son llevados por medio de tubos accionados por una
bomba peristaltica y en los analizadores discretos, por medio de pipetas,
conectadas a jeringas de desplazamiento positive, en el caso de reactivos, con
las muestras, las jeringas pueden ser de volumen fijo o de volumen variable.
Dispositivos de muestras y de reactives En los analizadores de flujo continuo,
la mezcla de muestras y reactivos se produce por intersecciones en Y de los
tubos trasportadores. Una vez en el mismo conducto, las muestras y los
reactivos se mezclan por accion del fiuo. En los analizadores discretos, 1a
mezcla se ocasiona en las cubetas de reaccion,
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Los principaies sistemas de mezcla son:

3.1. Agitaderes de barra.

3.2 Movimientos rotatorios de los contenedores.

3.3. Adicion a presion de la muestra o reactivo al recipiente.
3.4. Inyeccion de aire a presion.

3.5. Agitadores magnéticos.

En ios analizadores centrifugos, la mezcla de las muestras y de reactivos
se producen por la fuerza centrifuga.

5.-Bafios de incubacion. En los sistemas de flujo continuo la incubacion se
ocasiona al atravesar la mezcla reactiva los tubos en espiral sumergidos en
bafios con la temperatura adecuada. El tiempo de incubacion necesario se
consigue variando la longitud y el diametro interno de los tubos. En los
anglizadores discretos, las cubetas de reaccion van introducidas en banos de
agua termostatizados a la temperatura de incubacion. En los analizadores
centrifugos los rotores se encuentran en camaras termostatizadas de aire
caliente,

6.-Detectores. La mayor parte de [as determinaciones de los analizadores
automaticos se realizan por medico de medidas fotométricas de absorbancia.
Algunos analizadores pueden realizar también medidas de turbidimetria,
nefelomeétricas y electroquimicas. Las medidas foiométricas de absorbancia
requieren tres componentes basicos, una fuente de energia radiante, un
dispositivo de seleccién de ia longitud de onda y un detector.

Las principales fuentes de energia radianie empleadas en los analizadores
automaticos son las 1amparas de wolframio o tungsteno, deuterio, halégenos,
mercurio y xendn. Los espectros producidos se encuentran comprendidos entre
300 y 700 nm de longitud de onda

Los dispositivos selectores de longitud de onda mas habituales en los
analizadores automaticos son los fiitros de interferencia. La amplitud de banda
de los filtros de interferencia utilizados en los analizadores automaticos oscilan
entre 5y 10 nm
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En los analizadores capaces de realizar varias pruebas diferentes y en
los que todas las medidas se realizan en el mismo lugar con una Unica fuente
de energia radiante los filtros suelen colocarse en una rueda que, dirigida por el
microprocesador, dispone el filtro adecuade para cada medida. Algunos
analizadores utilizan, para seleccionar la longitud de onda, monccromadores
que proporcionan un espectro continuo de la longitud de onda. La mayor parte
de los analizadores emplean una sistema de lectura de absorbancia a dos o
mas longitudes de onda. En los sistemas mas usuales se mide la absorbancia a
dos longitudes de onda (sistema bicromatica).
7.-El detector convierte la energia luminosa que le llega en ensrgia eléctrica. £n
los analizadores automdticos el detector mas frecuente es el tubo
fotomultiplicador. Los sistemas de medida de absorbancia de los analizadores
automaticos poseen en general, rangos de medida de 0 a 2 U de absorbancia y
una sensibilidad de alrededor de 0,001 U de absorbancia a un valor de
absorbancia de una unidad.
8.-Procesadores de datos e impresoras. Las sefiales analogicas procedentes de
los detectores se convierten en digitales por medio de convertidores adecuados.
El microprocesador procesa los datos digitales con algoritmos para
trasformarlos en los resultados, que luego aparecen impresos en los rollos de
papel continuo o en informes adecuados para su entrega.
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Las decisiones clinicas se basan en la informacién cbienida de los
enfermos mediante precedimientos diagnosticos. Cualquier medio utilizado para
obtener informacion cientifica de un enfermo se puede considerar un método de
diagnéstico, lldmese historia clinica, examen fisico, analisis de laboratorio,
examenes de gabinete u otros medios.

El diagnostico diferencial de una enfermedad pocas veces se hace
utidlizando una sola prueba generalmente se requieren varias pruebas para
establecer un diagnodstico definitivo. Las determinaciones de quimica clinica que
se consideran como de rutina son:

Glucosa,
Uresa,
Creatinina,
Ac Urico, y
Colesteral.

Taies determinacicnes nos dan un panorama del estado general de un

individue, siendo las que mds frecuentemente se realizan en un laboratorio
clinico, por lo cual nos referimos a ellas
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Glucosa

Propiedades Fisicas y Quimicas.

Glucosa, Dextrosa, Glucolin, Dextropur
Férmula molecular CgH120

Peso molecular; 180,16 Daltons

Clase quirmica: Hidratos de Carbong.

a-D-Glucosa
Fig 1. Estructura de |a alfa-D-Glucosa.

Quimicamente la glucosa es una aldohexosa en la cual la forma aldehidica
esta en equilibrio con la forma enodiodica (Fig. 1 ), esta Gitima estructura es la
mas favorecida a pH fisiologico. El equilibrio aldehidolenodicl permite que la
glucosa pueda ser reducida y oxidada con facilidad. Los métodos mas antiguocs
establecidos para la determinacion de glucosa sérica se basaban en la
capacidad de 1a glucosa para reducir directamente los iones cupricos (Cu++) a
iones cuprosos monovalentes (Cu*). Existen diversos métodos para la
determinacion de la glucosa como: 243
*Reduccion del 16n cobre
*Folin-Wu,

*Somogyi-Nelson,
*Modificacion de Benedict,
*Ferricianuro alcaling,
*Fragmentografia de masa {Neocuproina),
*O-Toluidina,
*Hexoguinasa (HK),
21



*Glucosa oxidasa (GO),
“Reaccion acoplada (Trinder), '8

*Glucosa deshidrogenasa (GDH)2e.

Significancia Clinica.

La glucosa {alfa y beta D -glucopiranosa), es principal alimento energético de
fas células, transportada por ef plasma a los diferentes tejidos del organismo es
catabolizada produciende energia (via de Embden Meyerhof) o bien
produciendo los sustratos intermediarios necesarios en el anabolismo de los
lipidos (ciclo de Krebs) o de los aminodcidos {via las pentosas). Puede
almacenarse en el higado en forma de glucégeno (glucogénesis), que es
degradado por las células en funcidn de sus necesidades. La glucosa también
se anaboliza a partir de diferentes sustratos (productos de degradacion de ia
glucosa).?®

Diversas afecciones del metabolismo de carbohidratos se asocian con el
incremento de la concentracidn de glucosa plasmatica (hiperglucemia); la
reduccidn de la concentracion plasmética (hipoglucemia), y la concentracion de
glucosa plasmatica normal o reducida, con frecuencia con excrecién de algin
azucar reductor no glucosidico en orina (errores innatos del metabolismo de
carbohidratos).s+

Un ndmere de hormenas es impertante en (a reguiacion de la concentracion
de glucosa en sangre. La adrenalina produce un aumento rapido de la glucosa
sanguinea por activacion de la fosforilasa que desdobla el glucégeno. El
giucagon tiene un efecto similar. Sin embargo, la adrenalina eleva también el
lactato sanguineo, at desdoblar el glucdgeno muscular.”
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La hormona tiroidea facilita la glucogendlisis hepatica, aumentando asi el
azicar sanguineo. £l efecto global de la hormona tircidea es una hgera
tendencia a ia hiperglucemia,?.2®

Por el contrario, cuando se estd en ayunas, el glucagon favorece las
funciones catabdlicas, tales como la glucogendiisis hepatica, v estimula ia
formacidn de glucosa en conjuncion con otras hormonas catabdlicas. Este
control bichormanal de la regulacidn de la glucasa requiere la secrecién
apropiada de diversas cantidades de ambas hormenas, que actian en
coordinacion sobre el tejido adiposo, el higado y el musculo para mantener una
concentracién estable de glucosa en plasma. La somatostatina actia localmente
regulando Ja liberacidén de la insulina y glucagdn por el pancreas. De forma
adicional, el mantenimiento de las concentraciones plasmaticas de glucosa estd
mediado por mecanismos adenérgicos, colinérgicos y posiblemente otros
péptidos. 4+

La hiperglucemia se asocia comunmente a la Diabeles mellitus, enfermedad
que se caracteriza por la alteracidn en el metabolisme de los hidratos de
carbono, proteinas y grasas. Una ausencia total de secrecién de insulina puede
dar ugar a hiperglucemia, lo que ocurre en ocasiones tras una pancreotomia
total; tambien puede deberse a infiltracion del pancreas en la hemocromatosts o
presentarse en periodos de estrés, como sucede por ejemplo tras una infeccion
grave, deshidratacion o embarazo. La hiperglucemia puede ser secundaria a
otras enfermedades endocrinolégicas o incluso a un anticuerpe contra el
receptor insulinico. Algunos medicamentes, como el propanolol, los diuréticos
tiacidicos y la fenitoina bloguean la liberacion de insulina y producen
hiperglucemia, afectandose también el metabolismo de proteinas y grasas.®
Por esta razon cargas secundarias de grasas provocan eventualmente cetosis y
posiblemente coma diabético. Los efectos a largo plazo incluyen trastornos
metabodlicos que van seguidos de una serie de modificaciones de Ia fisiologia
normal de algunos organos que preceden en el tiempo a las clasicas y bién
conocidas alteraciones histologicas.
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Los efectos a largo plazo inciuyen {rastornos metabdlicos que van seguidos
de una serie de modificaciones de la fisiologia normal de algunos drganos que
preceden en el tiempo a ias cidsicas y bién conocidas alteraciones histologicas

En esta se encuentran cambios de Jja hemodinamia renal y de [a
permeabilidad de ios glomérulos, elevandose ei fiitrado o aclaramiento
glomerular, alteracion de la conducidon de algunas hormonas. Asi como
complicaciones microvasculares y macravasculares que de no ser corregido el
estado metabdiico alterado, de o conirario conducira a lesiones anatdémicas
irreversibles en rifiones, arterias y retina.

Mientras gue la hormona tirgidea aumentia ia uiilizacion de glucosa, ia
hormana de crecimiento y ias hormonas corticosuprarrenales la disminuyen a
esta disminucidn se le conoce como hipoglucemia que se define como un
sindrome caracterizado por bajos niveles plasmaticos en asociacion con un
grupo de sintomas que se alwvian con ia ingesta de alimentos o hidratos
decarbono. En adullos se presentan dos grupos diferentes de sinfomas
dependiendo de que la hipogiucemia sea aguda o cronica. Cuando ia
hipoglucemia se presenta rapidamente, los mecamnismos homeostaticos ponen
en marcha la liberacién de adrenalina y aparecen sudacion, inestabiiidad,
temblores, debilidad y ansiedad. Si la reduccion de ia glucosa en piasma se
praduce lentamente, predominan el dolor de cabeza, irritabilidad, letargia y otros
sintomas propios del sisiema nervioso central. Ciertos medicamentos tienen una
accion hipoglucemiante mas o menos considerabies. Algunos ya se utilizan con
este fin tal es el caso )sulfonijureas, insulina, biguadinas, giimidina, etc.), que
representan mas de la mitad de [as causas inducidas por farmacos. 2
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Urea

Propiedades Fisicas y Quimicas.

0
Urea (BUN carbarmina, carbonildiaming) H
Férmuia malecular: CH4N2O NH; —C— NH2
Feso molecular: 60.06 Daltans
Clase quimica: metabolito de carbono Urea

Fig 2. Estructura de urea

La urea (Fig 2) ha sido tradicionalmente cuantificada por analisis quimico
directo o indirectamente por conversion previa a amoniaco y posterior analisis.
La maycria de ios métodos histdricos implican la medicién del nitrégeno del
amontaca (NH3) luego de fratar las muestras mediante temperaturas elevadas
(autoclave a 125°C) o por la accion de la enzima ureasa 243

Algunos de ios métodos mas utilizados para cuantificar amonico liberado de
la urea son los siguientes:
*Nesslerizacion,
*Berthelot,
*Ureasa/GLDH,
*Conductividad ureasa,
*Diacetiimonoxima,
*Urea/GLDH.

Significancia Clinica:

La urea es el producto principal final del catabolismo de las proteinas y
aminoacidos, y se genera en el higado por el ciclo de la urea. A partir del
higado, la urea penetra en la sangre desde donde se distribuye a todos los
liquidos intra y extracelulares, puesto que esta sustancia puede difundir
libremente a través de la mayoria de las membranas celulares.”
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La mayor pare de la urea acaba siendo excretada por los rifiones, aunque
también se excreta en cantidades minimas en la sudoracion y es degradada
por las bactenas intestinales.?

Los glomérulos filtran libremente la urea, segun el estado de hidratacion y,
por lo tanto, el fiujo de arina; entre un 30 y 40% de la urea filtrada es
reasorbida de forma pasiva con el agua, scbre todo en los tubulos proximales.
La urea suele constituir la mitad (25g) del tofal de sdlidos en la orina y entre
80 y 80% del total del nitrégeno urinario.57

La concentracion de urea en el interior de los eritrocitos es
significativamente menor gue en el plasma debida a la presencia de grandes
cantidades de hemoglcbing en el interior de los eritrocitos. Aunque la
medicién analitica de la urea se denomina convencionalmente nitrégeno
ureico en sangre (BUNJ, [a determinacion de (a urea se practica en suero o
plasma.

En muchas situaciones clinicas, cambios en los niveles de urea, son mas
dependientes de la funcion del rindn que del higado, frecuentemente el BUN
se realiza con el propdsito de monitorear enfermedades renales, mas
especificamente la filracién glomerular.®

Existen enfermedades en las cuales los niveles de urea se encuertran
aumentados (Azoemia) que muchas veces se clasifica come prerrenal y
posrenal. La azoemia prerrenal es el resultado de un perfucion inadecuada de
los rifiones y, por tanto, de una menor filtracidon glomerular en presencia de una
funcidon renal normal en todos los demas aspectos. Las etiologias de
importancia incluyen deshidratacion, shock, disminucion del volumen sanguineo
y fallo cardiaco congestivo, Aungue el mayor nivel sérico de urea o del BUN gque
acompana muchos casos de hemorragia gastrointestinal masiva a veces se
explica sobre la base del incremento notable de la absorcién de aminoacidos
después de la digestion de las proteinas de la sangre, es probable que el factor
mas importante sea la hipovotemia debida a hemorragia. La hiperazotemia es el
signo humoral mas simple de la insuficiencia renal organica y constituye la
(uremia) genuina en clinica, %
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Pero hay que tener bien clara la idea de que no toda urea alta significa uremia
ni nefropatia, muchas veces la elevacién de la urea obedece a causas
extrarrenales. Uremia aguda Va acompafiada de anuria u ohiguria con arina
densa. Aunque rapidamente se alcanzan cifras altas de urea, el cuadro es, a
veces, reversibles,

En la glomerulonefritis aguda, en la que, a diferencia de la crénica, la reaccion
xantoproteica es normal, pues salvo anuria absoluta no existe retencion de
sustancias aromaticas.

La disminucion significativa del BUN o del nivel sérico de ia urea:

Sélo se observa en algunas alteraciones. Ademas de una mala nutricién, fa
mgesta alta de liquidos o la administracion excesiva de liquidos por via
intravenosa -en presencia de funcién renal nomal desembocardn en un
disminucién de! BUN, puesio que se reabsorberd en los tubos renales una
cantidad relativamente pequefia de urea.

La tendencia hacia una disminucion del BUN durante el embarazo
probablemente es el resultado de un aumento del filtrado glomerular,

Por otra parte, la enfermedad hepética grave puede provocar reduccion de la
sintesis de |a urea debido a la menor actividad de su ciclo 57
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Acido Grico

Propiedades Fisicas y Quimicas’

Farmula mafecular: g N 04

Peso molecylar: 168.11 Daltons J
AN

Clase guimica: punna

N
M \
Acida drico, 8 hidroxixantina. } /O

i
Ac Urico

Fig 3. Estructura del &cido drico.

La primera reaccion aplicada para fa determinacion del cido urico (Fig 3)
en sangre fue realizada en 1912, en la cual e! acido Urico reaccionaba con
el acide fosfotinstico en medio alcalino dando como resultado la
formacién azul de tungsteno Este método fue modificade aislando el
acido Urico mediante la formacion de su sal de magnesto, amonio,
cuprosa o ctiprica

Con la finalidad de mejorar la especificidad de las técnicas mencionadas
se ha empleado la enzima Uncasa 224

Significancia Clinica

El acido drico es el producto principal del catabolismo de las purinas en el
hombre, y se forma a partir de la xantina por accion Xantinoxidasa. Las
nucleoproteinas estan presentes en todas las células y las purinas son producto
de su degradacion, dos purinas, adenina y guanina, son importantes
constiuyentes de los &cide nucléicos, el ADN y f RNA, y de nucledtidos tibres
tales como e! trifosfato de adenosina (ATP), monofosfato de adenosina ciclico
{C-AMP o AMP_ ) ¥ trifosfate de guanosina (GTP). La Xantina y la hipoxantina
son ofras punnas del cuerpo
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La purinas pueden ser sintetizadas por el cuerpo o bien pueden ser ingeridas,
algunos comestibles contienen una cantidad inusual de material nuclear tales
como en el higado y pancreas. Las serias consecuencias del metabolismo
anormal del dcido Urico depende en parte de la insolubitidad del acido drico y
monurato de sodio lo que conduce a la formacion de cristales en el higade y en
el tracto urinario.”

Los uratos son el producto final del catabolismo de fas bases pliricas, debido
a su pKa inferior al pH plasmatico, el acido Urico se encuentra en el pltasma bajo
la forma de urato monosaédico, su unidn a las proteinas es débil y se elimina a
través de la orina. Los uratos son muy poco solubles en la sangre, por lo que un
exceso puede producir un depdsito de uratos en las articulaciones y en los
tejidos 57525

Los niveles de acido drico se encuentran elevados en;

Gota. La gota es una enfermedad clasica familiar (se hereda) caracterizada
por hiperuricemia (incremento de acido Urico en la sangre) y depdsitos de
cristales de wurato monosddico alrededor de las articulaciones. Las
determinaciones de acido drico en suero son ordenadas habitualmente para
propositos de monitorear la gota actual ¢ potencial en pacientes con artritis. Hay
evidencia que el aumento de los niveles de acido Urico puede deberse a una
sobreproduccidn ¢ baja excrecion 75253

Hiperuricemias. Las primarias son consecuencia de alteraciones enzimaticas;
las secundarias son consecuencia de un régimen hiperpurinico, de una
aiteracion de la eliminacion urinaria o de diversas afecciones relacionadas con
un hipercatabolisma de las purinas.”

Destruceién de una cantidad inusual de tejido rico en acido nucléico, tales
como leucemias, policitemia (Incremento en el nimero de células rojas) y en

una neumonia 752
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Disminucidon de los niveles de Acido Urico:

De menor valor clinico, sugin se creia, pero recientemente (1979) se ha
comprobado una mayor gravedad y peor prondstico en los enfermos con
procesos seépticos intraabdominales que presentaban hipouricemia con
anterioridad.

Por hemodilucion. En este caso puede tratarse de un sindrome de secrecién
inadecuada excesiva de hormoena antidiuretica y se acomparia de hiponatremia.

Por produccion disminuida de &cido urico. Déficit en xantino-oxidasa
(xantinuria hereditaria) o deficiencia en PP-ribosa-P-sintetasa o en purina-
nucledsido-fosforilasa. Hiperfosfatasa idiopatica. Porfiria aguda intemitente.

Por eliminacién renal aumentada. Aumento en la filtracion glomerular, diuresis
osmdtica: (diabetes mellitus, glucosa i.v.,

Efecto hormonal: gestacion crecimiento.

Trastornos a nivel tubular; aislade para &cido Urico (mutacion dalmata),
especifico para acido Urico y calcio (de Vries). Generalizados: sindrome de
Falconi, enfermedad de Hartnup, enfermedad de Wilson, galactosemia,
cistinosis.

Efecto uricostnico de mecanismo no precisado: por medicamentos (probencid,
benzodiarona, zaxazolamina, benzidamina, pirazolonas (fenilbutazona,
sulfinpirazona). También por esteroides y aspirina en altas dosis, diacepoxidos,
yoduro potasico, gliceriiguayacolato, metales pesados, etc ©

Productos bioldgicos: bilirrubinas, pirimidinas, hormona tiroidea. Ciertas
enfermedades: tumores malignos  sélidos  (especialmente  carcinomas
pulmonares, pero también mieloma, carcinoma medular de tiroides, etc.),
leucemia aguda mieloblastica, linfoma (Hodgkin y otros).
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Creatinina

Propiedades Fisicas y Quimicas.

_ . _ HN=C c=
Creatinina, 2-Iming-1-meti-4-fmidazolidona.
Férmula molecular: C4H7 N3O
Peso molecular 113.12 Daltons N——CH,
Clase guimica: metabslito producta final C[)H
. rd
de fa creatina

Creatinina

Fig 4. Estructura de creatinina.

El método de Jaffé para analisis de cretinina ( Fig 4 ) se describi6 por primera

vez en 18865 Se ha utilizado nimerosos materiales para aumentar la

especificidad de la reaccién de Jaffé, sobre tode materiales porosos pero el

método cinético ha ganado popularidad con la dispeonibilidad de instrumentos

capaces de efectuar lecturas exactas de absorbancia a intervalos precisos,
altamente reproducibles. 6

Significancia Clinica.

La creatina esta involucrada en el almacenamiento de energia en el muisculo
esquelético y otros tejidos. La creatina es sintetizada en el higado a partir de
tres aminoacidos para ser trasportada posteriormente por la sangre al misculo.
Ahi la enzima creatinin fosfocinasa {CPK) cataliza |a reaccion de creatinina con
ATP para formar fosfocreatina. 1.a fosfocreatina contiene un enlace fosfato de
alta energia el cual sirve como un mecanismo de almacenamiento de energia.
La creatining es un producto catabdlico final y un anhidrido de la creatina (o
fosfocreatina) producido por la pérdida de agua (o acido fosforico) de la
molécula en una reaccidn irreversible. La Creatinina no es reutilizada, por lo
tanto es excretada del cuerpo por la via urinaria, es formada en una cantidad
constante la cual es proporcional a la masa de la musculatura corporal 7557
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Una simple determinacién de creatinina en suero puede utilizarse como un
indicador cualitativo y semicuantitativo de dafo en la funcidn renal. Una
informacién mas cuantitativa con respecto a lo extenso del dafio renal,
especificamente al mecanismo de filtracion, puede ser obtenido a través del uso
de la prueba de aclaramiento de creatinina.”*

La Creatinina esta presente en la ultrafiliracién del plasma la cual es llevada a
acabo por los glomerulos del rifidn. La creatinina filtrada no es reabsorbida por
los tdbulos renales. Una pequefia cantidad es adicionada a la orina por el
proceso de secrecion tubular.75

El valor obtenido para el aclaramiento de la creatinina correlaciona bastante
bien con una medicién mas exacta que es proporcién de filtracion glomerular
{GFR). Existe, por supuesto un error significativo debido al hecho de que algo
de creatinina encontrada de esta manera en orina es debida a secrecitn tubular
en lugar de filtracién.757

Como se menciond anteriormente la determinacion de Creatinina es
principalmente realizada para evaluar la funcion renal; a este respecto, tiene
varias ventajas sobre la determinacion de urea {BUN), ya que el nivel de
creatinina en plasma es relativamente independiente de |a ingesta de proteina y
de agua, la proporcion de producccion de orina y ejercicio, lo que hace gue su
produccion sea constante en un individuo determinado. Por lo tanto, una
elevacion en el nivel de creatinina en plasma debera representar una excrecion
baja, como por ejemplo en daio renal 578

La concentracion sérica o plasmatica de fa creatinina y su excrecion urinaria
aumentan notablemente después de necrosis o atrofia del misculo esquelético
como traumatismo, distrofia musculares de progresion rapida, poliomelitis,
esclerosis lateral amiotrofica, amiotonia congénita, miastenia gravis e
inanicién.®4 El aumento de! nivel de creatinina tambien se asocia con
hipertiroidismo, y acidosis.
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Colesterol

Propiedades Fisicas vy Quimicas

Colesternl, coles-5-en-3-beta-ol.
Farmula molecular CozHag O
Peso molecular: 386 64 Daltons
Clase guimica: esterol linido

HO

Colesteral
Fig 5. estructura del colesterol

La determinacion de colesteral total { Fig.5 ) incluye las formas libres y
esterificadas del esteroide. En suera o plasma, dos tercios del colesterol total
se encuentran en la forma esterificada y el resto en la forma libre. Existen
varios métodos como el de:

* Abell y col 52|

* Acido-sal de hierro,

* Acido p-toluensulfénico (p-TSA),

tos cuales llevan a cabo la reaccion de Liebermann-Burchard, sin embargo el
método de punto final enzimatico es mas exacto, facil de trabajar y
automatizable 22438061

Significancia Clinica.

Los lipidos se clasifican generalmente como sustancias organicas insolubles
en agua pero solubles en los solventes organicos. Los principales lipidos del
plasma humano son el colesterol, los ésteres del colesterol, los triglicéridos,
los fosfolipidos y los &cidos grasos no esterificados. Los lipidos son
trasportados en el plasma y otros compartimientos extracelulares del cuerpo
en forma de lipoproteinas, que son complejos macromoleculares compuestos
de un nacleo lipidico hidrofobo, un fosfolipide hidrofilo y una superficie
protéica 78.2
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£l colestero! es un alcohol esteroide no saturado, importante componente
estructural de las membranas celulares y un precursor para la biosintesis de
los acidos biliares y las hormonas esteroideas. En los seres humanos, del 80
al 70% de colesterol es trasporiado por lipoproteinas de baja densidad (LDL),
del 20 al 35%, por lipoproteinas de alta densidad (HDL) y det 5 al 12%, por
lipoproteinas de muy baja densidad {VLDL). E! colesterof y los triglicéridos son
lipidos plasmaticos de maximo interés a la hora y tratamiento de las
alteraciones de las lipoproteinas 8:2

Enfermedades asociadas a un nivel de colestero] aumentado:

Aterosclerosis. Los médicos estan interesados principaimente en la relacion
gue existe entre el aumento del colesterc! vy la aterosclerosis. Esta es una
lesion arterial caracterizada por el engresamiento de fa intima debido a
acumulos localizados de lipidos principalmente colesterol libre, conocidos
como ateromas. La gran importancia clinica de la aterosclerosis se debe a su
predileccidn por las arterias coronarias, cerebrales y periféricas.”.62

Hipoliroidismo. Una elevacidn de colesterol es comun en pacientes con
marcada reduccion en los niveles de la hormona tiroidea. Esta observacion
puede ser de valor en la explicacion de un valor alto de colesteral inesperado
o en el seguimiento o tratamiento de [a enfermedad.762

Enfermedades del higado. El colesterol en suero estad incrementado en
pacientes con enfermedades en el higade las cuales estan acompanadas de
obstruccion del flujo de la bilis al higado. En hepatitis, cirrosis y cancer del
higado el colestero! en suero no se incrementa.”62

Necrosis. En ciertas enfermedades del rifidn en las cuales grandes
cantidades de proteinas se pierden por orina, el nivel de colesterol puede
alcanzar valores muy altos.2®

Diabetes Mellitus, Los pacientes con esta enfermedad frecuentemente
presentan el nivel de colestero| incrementado, pero que no es tan marcado

como el incremento de los trigticéridos en suero.®
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Enfermedades asociadas con un nivel de colesterol disminuido:

El colesterol en el plasma tiende a descender durante la inanicidén y como
resultado de prolongadas enfermedades debilitantes.?2

El Hipertiroidismo. (exceso de la actividad de la glandula tircides) también
reduce el nivel de colesterol en suero, pero este cambio no es de significancia
diagnostica. En un desorden heredado caracterizado por una ausencia de
lipoproteinas -beta, el nivel de colesterol es extremadamente bajo y puede ser
consideradoc como patoldgico. Esta enfermedad estd acompafiada de
anormalidades neurolégicas y anormalidades en la absorcién de grasa por el
" intestino.2®
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Planteamiento de! problema

En México como en todo el mundo la preservacion de la calidad en el
laboratorio de andlisis clinicos es muy importante, ya que nos permite asegurar
la obtencion de resultados de buena calidad, para ello la preservacién incluye
tres etapas.

Fase preandlitica: Asegura que se efectden con buena calidad todos los
procedimientos anteriores a la prueba tanto dentro como fuera del laboratorjo,
en esta fase es de suma importancia, efectuar las pruebas en orden correcto,
preparacion del paciente, identificacion correcta de la muestra, recoleccion
adecuada de la muestra, transporte de la muestra en el momento correcto y
condiciones adecuadas dentro de los limites de tiempo que marca el laboratorio,
técnicas correctas de centrifugacion y separacidn de las céiulas del plasma o
suero de ser necesario.

Fase analitica: Dentro de esta fase se encuentran los programas de
control de calidad interno y externo para preservar la calidad analitica, lo cual
requiere gue los reactivos estén bien etiquetados, la calibracion de los
dispositivos para pipetear, el mantenimiento preventive de los equipos y su
calibracion, verificacion periodica de la temperatura de las unidades de
refrigeracion o calentamiento, verificacion perigdica de la precision de las
velocidades de centrifugacion y dispositivos para medir el tiempo, verificacion
periddica de los manuales de procedimientos, los cuales deberan estar
completos, corregidos y al dia.

Fase postanalitica: No por ser la tltima fase es de menos importancia
que las antes mencionadas, ya que en ésta se lleva a cabo el proceso para
verificar la calidad de todos los procedimientos cuando el reporte sale del
iaboratorio y queda en manos del médico o del profesionista al cuidado de la
salud
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Ademss de utilizar rangos de referencia correctos, las dreas de preservacion de
la calidad postanalitica incluye 1a verificacion de reportes finales, revision de los
resuliados, procedimientos para informar al médico efc.

La preservacion de ia calidad en el laboratorio clinico incluye todas ias
acciones que ahi se llevan a cabo para asegurar la obtencién de resultados de
buena calidad, resuita una premisa basica del control de calidad que los valores
enviados por el laboratorio correspondan a los valores correctos o esperados,
asegura la calidad que se realiza antes de introducir un nueve metedo es en
preceso de preservacion de caiidad que se realiza antes de introducir un nuevo
procedimiento al laboratorio. Si se detecia algin cambio en la competencia
analitica después de establecer un nuevo método con el fin de volver a verificar
el desempefc Optimo.

Por io tanto, la evaiuacion del método forma parte importanie de la
preservacién de la calidad preanalitica y analitica.

En Estados Unidos, Canada y otros paises contemplan legislaciones que
son muy claras en cuestidn de la regulacion de fos laboratorios clinicos, ejemplo
de estos son el CLIA de Estados Unidos, 1SO 8000 en Europa y ofras
organizaciones

En México no exixten leyes que legislen y narmen la evaluacién de la
calidad para el area clinica como lo existe en la industria Farmacéutica, ya gue
en todos los Laboratorios Clinicos se hace poco énfasis sobre ia evaluacion de
sus meétodos y 1a imporiancia que esto conlleva, ya que nos permite ser mas
competitivo en un mercado nacional e internacional.

Con fa entrada de México al Tratado de Libre Comercio y [a liegada a
nuestro pais de laboratorios extranjeros con acreditacion internacional, es
necesario que se establezca una legislacion que promueva la calidad de todos
ios laboraterios para que se pueda tener una competencia mas leal.
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Como se observa une de los puntos claves de la mejoria de la calidad es
la evaluacion de los métodos. Por tal motivo, con el presente trabajo se llevara a
cabo la evaluacion de cinco pruebas rufinarias en Quimica Clinica en el equipo
Hitachi 717, como parte escencial de la preservacion de la calidad en el
taboratorio clinico al ser un equipo de reciente introduccion en el trabajo de

laboratorio
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Cbjetivos.

Determinacion de los cinco analitos Glucosa, Urea, Ac. Urico, Creatinina
y Colesterol con el equipo Hitachi 717.

Determinacion de la precisidn, exactitud, linealidad, range de
especificidad, limite de deteccién, sensibilidad y especificidad, de cada una de
las pruebas anteriormente mencionadas en el Hitachi 717.

Deteccion de 1a estabilidad de las muestras a temperatura ambientey a 8
°C previamente centrifugadas {suero), para las deferminaciones de [os ¢inco
analitos antes mencionados en el equipo Hitachi 717.

Comparacién de los resultados de las determinaciones mencionadas en

los equipos Hitachi 717 y el VP Analayzer { equipo anteriormente utilizado en el
laboratorio).
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Hipotesis

Para asegurar la calidad en un laboraterio clinico, es necesario que todos los
procedimientos y equipos se encuentren validados, sobre todo cuando se trata
de un sistema nuevo. Los equipos deben tener una precision, exactitud,
linealidad, especificidad analitica y limite de deteccion por arriba del 90% de
confianza y una interferencia analitica menor al 5%, caracteristica que debera
cumplir el HMitachi 717 para que pueda sustituir al equipo empleado en la
actualidad.
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Reactivos,

Reactivos de Glucosa GOD-PAP Lakeside
Reactivos Glucosa hexoguinasa Abbott
Reactivo de Urea test UV-Cinético Abbott
Reactivo de Urea test UV-Cinético Lakeside
Reactivo de Ac. Urico PAP Abbott
Reactivo de Ac. Urico Plus Lakeside
Reactivo de Creatinina Método de Jaffé con blanco de twin  Lakeside
Reactivo de Creatinina Método de Jaffé Abbott
Reactivo de Colesterol CHOD-PAP Abbott
Reactivo de Colesterol CHOD-PAP L akeside
Calibrador para sistema automatizado (Hitachi) Lakeside
Precinorm U (control normal) Lakeside
Precipath U (control anormal) Lakeside
Estandares de Glucosa/Bun

de 100 mg/dL Abbott
300 mg/dL

500 mg/dL

Estandares de Creatinina

de 2 mg/dL Abbtt

6 mg/dL

10 mg/dL

Estandares de Acido Urico

de 4 mg/diL Abbatt

& mg/dL

9 mgidL

Estandares de Colesterol

de 25 mg/dL Abbott
S0 ma/dL

100mg/dL

300 mg/dL

400mg/dL
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Estandares de Bun

de 10 mgfdL Abbott
30 mg/dL
50 mg/dL
Solucién salina 0.90% Merck
Hidréxido de sodio 1N Merck
Detergente (Highterger 4% y concentrado) Lakeside
Etanal Merck
Hipeclorito de sodio Merck
EQUIPO
Equipo automatizado Hitachi 717 Boehringer-Mannheim
VP Analayzer Abbott
Equipo de dsmosis inversa US Filter
Centrifuga Beckman
Refrigerador Magnavox
Estufa General Electrick
Bomba de agua de % caballo Simens
MATERIAL
Celdas de reaccion para Hitachi Hitachi
Celdas de reaccion para VP Abbott
Copillas para Hitachi Hitachi
Copillas para VP Abbott
Pipeta volumetrica de 3ml Pyrex
Pipeta volumetrica de 5ml Pyrex
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Pipeta automética de 40 a 200 microlitros L absystems

Pipeta automatica de 2 a 10 mL Labsystems

Adaptador para copiiias de Hitachi Hitachi
Puntilias universales de 200 microlitros Labsystems
Puntillas para 10 mL Labsystems

Dosificador de 10 mL Oxford

Accesorios para Hitachi {papel impresion, disketts, cinta para impresora)
Accesorios para VP (papel para impresidn, cinta para maquina de
escribir)

Papetl parafilm

Gasas

Hisopos

Papel adsorvente

Aplicadores de madera

Tubos Vacutainer de 8 y 10 ml con gel SST Becton Dickinson
Adaptador para tubos Vacutainer Becton Dickinson
Agujas Becton Dickinson
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Determinacién de la glucosa en el HITACHI 717.

Fundamente y reaccion

Valor de
Métoda ¥ Reaccignes Quimicas Referencia

Métedo GOD-PAP (Glucooxidasa)

Goo
Glucosa + Oy —— + gluconate +H,0;, 5041 p
-110 mg/dL

. . POD
2H,0; + amino-4-aminofenazena + fenol ——

{monc-imino-p-henzoquinona)-4 fenazona + 4HL0

Técnica de punto final

Longitud de onda de medida 340 nm.

Calculosa?

La calculadora del analizador utiliza la medicién de la aborbancia para
calcular la concentracion de la glucosa como sigue:
Para analizadores BM/Hitachi 717.
C.= K(A-A,) Cp

Donde.

C,= Concentracion de la muestra.

K= Factor de la concentracion ( Determinado durante la calibracion)

A= Media de las absorbancias de la muestra + R4 + R; leidas durante los ciclos
designados menos la media de la absorbancia de la muestra +R, leida durante
los ciclos designados.™
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Ay= Media de las absorbancias del STD 1 {Blanco/Calibrador 1) + Ry + R;
ieidas durante los ciclos designados menos ja media de ja absorbancia del STD
1 (Blanco/Calibrador 1) + R4 leida duranie los ciclos designados.™

C,= Concentracion del STD 1 (Blanco/Galibrador 1).
**Correccion del volumen muestralreactivo para
d= (Volumen muestra + la lectura Rq)/{(Volumen muestra + la lectura Ry + la
lectura de Ry).
Para converlir unidades covencionales al Sistema internacional se
muliiplican las unidades convencionales por 0.0555.
mg/di. x 0.0555 = mmol/L giucosa.

Muestra

A. Recoleccion y_preparacion de la muestra 7.48

Suero, plasma heparinizado o con EDTA.

Cuando no se emplea conservador es necesario separar & suero ¢ el piasma
de ias células en la hora siguiente a la toma de la muesira de sangre Una vez
separados, la concentracion de giucosa se estabiliza hasta por ocho horas a
25°C y por 72 horas a 4°C si la muestra esta libre de células y contaminantes
bactenanos,

Si se anade un inhibidor de giucolisis (NaF KF), los iones fluoruro evitan la
glucohsis intibiendo la enolasa y la fructosa-1 6-difosfatasa, quedando
garantizada una estabilidad de 24 horas a +15-25°C.

La estabilidad en suero/plasma a +4°C en recipientes cerrados es de 7 dias.
Orina (24 Hrs).

Para ia recoleccion de la orina se recomienda que al envase se le afnada NaOH
iN . Para una dilucion manual, diuir ia orina con NaCi al .9% o bien con agua
desionizada o destilada y multiplicar por el aproptado factor de dilucidn %
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Reactivos
Contenido de los reactivos:

Solucion de trabajo Ry.
Contiene Tampén: 200 mmol/L, pH 7.5: GOD mayor o igual a 11 U/ml: POD
mayor o igual a 0.02 u/mk 4-aminofenazona: 4.77 mmol/L: fenol: 11 mmo

Calibradores #

Blanco o Calibrador 1:
Contiene Cloruro de sodio al 0.9%.

Calibrader 2
Calibrador de suero ( Multicalibrador para sistema automatizado).

NOTA: Los componentes adquiridos en el equipo de reactivos estan
disefiados para utilizarse como una unidad integral. No se debe de mezclar los
componentes de varios {otes, ni preparados a diferente tiempo.

B. Precauciones y Advertencias.

Para uso de diagnostico "In Vitro". Nunca aspire por la pipeta con la_boca
Ejercite las precauciones normales requeridas para e manejo de todos los
reactivos en el laboratorio.

ADVERTENCIA. CORROSIVO La solucion de trabajo 1 contiene fenol y azida
sodica como conservador, Es toxico si se llega en contacto con la piel o es
ngerido en pequefias concentraciones provoca nauseas, vomito, colapso
circulatorio, parélisis, convulsiones y coma la orina cambia de color de verde
obscuro a un color gnsaseo
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Provoca cauterizacion en la piel y mucosa y si hay salpicadura lavar con
abundante agua y encaso de caer en los ojos lavar y consultar a un oftaimdlogo.
La azida sodica al reaccionar con algunos metales como plomo ¢ aluminio se
convierte en potencialmente explosivo, %

C._Preparacion de los reactivos, Almacenaje y Estabifidad. %

Preparacion de reactivos.
1. Solucion de trabajo R4: Utilizar el frasco 1 ya que esta listo para su uso.

Almacenamiento y estabifidad.

Los reactivos de la glucosa son estables de 15-25 C°. por 7 dias una vez que
son abiertos sin refrigerar. Para la estabilidad de los componentes que no han
sido abiertos, referirse a la etigueta del bote para verificar la fecha de
caducidad: Abierto vy en uso de 28 dias de 2-10°C. Estabilidad en el aparato 4
semanas.

Conservar la solucién protegida de la luz. El almacenamiento mas prolongado
de pequefios volumenes del reactivo destapados no es recomendable.
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Determinacion de Urea en el HITACH! 717.

Fundamento y reaccion

Valor de
Método y Reacciones Quimicas Referencia
Mélodo Enzimético
Urea + HO +2H ——=2 4 €O, 2\H,

15-41 mug/dL

GLOH
NH, + alfa-cetoglutarato + NADH —»

L-glutamato + NAD + H,O

Técnica de punto finat

Longitud de onda de medida 340 nm.

Caleulos:47

La calculadora del analizador utiliza la medicién de la absorbancia para
calcular Ia concentracion de la urea como sigue:
Para analizadores BM/Hitachi 717.
CX:{K(MX_AAb) + Cb]

Donde

C,= Concentracion de la muestra.

K= Factor de la concentracion (Determinado durante la calibracién).

DA,= Cambio en la absorbancia de la muestra por minuto + la lectura Ry + la
lectura de R, durante los ciclos designados menos el cambio en la absorbancia
de la muestra + |a lectura de R4 durante los ciclos designados™.

DA,= Cambio en la aborbancia del STD 1 por minuto + la lectura R4 +Ia lectura
de R, durante los ciclos designados menos el cambio en la absorbancia del
blanco+ la lectura de R4 durante los ciclos designados.™
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C,= Concentracion del STD 1 (Blanco/Calibradaor).

**Correccidn del volumen muestra/reactivo para
d= (Volumen muestra + la lectura R4})/(Volumen muestra + la lectura Ry + la
lectura de R,).

Muestra
A leccit i0n para el analisis 7.50
Suero: Recolectado por la técnica estandar de venopuncidn,

Plasma: Utilizar plasma heparinizado no hemolizado. No usar Heparinato de
amonio,

Crina- Recolectar la orina sin conservadores. Refrigerar durante la recoleccion.
Para una dilucion manual diluir la orina con NaCl al 0.9% o bién agua
desionizada o destilada y multiplicar por el factor de dilucién apropiado.

Almacenamiento: El suero o plasma es estable por 3 dias de 2-8 °C.. La

orina es estable por 4 dias de 2-8 °C.

Aunque la urea es estable en el plasma, suero y orina durante varios dias bajo
refrigeracidn, las muetras, especialmente la orina, deberdn valorarse a las
pocas horas para evitar la contaminacion bacteriana, que podria provocar una
pérdida rapida de {a urea.

Beaciivos

Contenido de Ios reactivos:®
Reactivo Ry GLDH/NADH/affa-cetoglutarato.
Contiene una concentracion aproximada de

1650 WL GLDH (EC. 1 4.1.3, higado, 30°C)
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352 mmol/L de NADH (levadura)
6.95 mmol/L acetoglutarato

Reactivo Ry Ureasa.
Contiene una concentracion aproximada de
36.70 KU/L Ureasa (EC 3.5.1.5; frijol de soya ); 30°C).

Calibradores %

Blanco o Calibrador 1:
Contiene Cloruro de sodio al 0.9%.

Calibrador 2:
Calibrador de suero (Multicalibrador para sistema automatizado).

NOTA Los componentes adquiridos en el equipe de reactivos estan
disenados para utilizarse como una unidad integral. No mezcle fos componentes
de varios lotes, ni preparados a diferente tiempo.

B. Precauciones y Advertencias®

Para uso de diagnostico "in Vitro". Nunca aspire la pipeta con la boca Ejercite
las precauciones normales requeridas para el manejo de todos los reactivos en
el laboratorio

ADVERTENCIA. Los reactivos 1 y 2 de la marca comecial Boehrenger
Mannheim contienen azida sddica como conservador. Evite la ingestidn v el
contacto con la piel y las mucosas. En caso de contacto lavar el area afectada
en et chorro de agua de la liave. Consiga antencion medica en caso de ingesta
o salpicaduras en ojps La azida sOdica puede reaccionar con plomo o
recubiertas de plomo los cuales forman potenciaimentemetales explosivos.
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Cuando se disponga de tales reactivos, siempre fave con grandes cantidades
de agua para prevenir la concentracién de azida. Limpie la superficie de
metales con 10% de hidréxido de sodio.

C. Preparacion de los reactivos, Almacenaje y Estabilidad.

Preparacion de reactivos.®

1. Solucion de trabajo Ry4:

Reconstituir el contenido del frasco 1 con la cantidad apropiada de agua
desionizada o destilada libre de amonio. Mezcle ligeramente para disolver el
contenido del frasco.

2. Solucion de trabajo R,:

Recanstituir e contenido del frasco 2 con la cantidad apropiada de agua
desionizada o destilada libre de amonio. Mezcle ligeramente para disclver,
durante la reconstitucidn, la sclucidn podra formar pequefas burbujas. Evitar su
presencia antes de utilizarla en el analizador.

Los reactivos 1 y 2 deberan utilizarse combinados para llevar a cabo la
determinacion del urea..

Almacenamiento y estabilidad.®

Los reactivos de la urea son estables de 2 a 8 °C Para la estabilidad de los
componentes que no han sido abiertos, referirse a la etiqueta del frasco para
verificar la fecha de caducidad. Deseche las soluciones con visible crecimiento
microbiana.

Solucion de trabajo R4: Ablerto y en uso de 3 semanas de 2-12 °C o bien 6

dias de 15-25°C cuando se proteje de la luz y de la contaminacion por
microarganismos
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l.a estabilidad en el aparato aproximadamente a 10°C es 3 semanas.

Solucion de trabajo R,: Abierto y en uso es de 3 semanas de 2-12 °C o bien
6 dias de 15-25°C cuando se proteje de la luz y de la contaminacién por
microorganismos. La estabilidad en el aparato aproximadamente a 10°C es 3
semanas. '
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Determinacion del acide arico en el HITACHI 717

Fundamento y reaccion.

Valor de
Métode y Reacciones Quimicas Referencia

Método Uricasa-POD (Enzimatico)

Ac Unco + 2HO + 0, e, Adantgina + 05 + H505

F 1.96 8 mg/dl.

Peraxidasa

H4.0,TOOS™ + 4-aminofenazona ———

Comptejo colorido imina-quinona + 2H,0 + HBr M: 3.8-8.7 mg/dl

*TOOS = N-etikN-(2 hidroxi-3-sulfoxide)-3-metilalaning
Técnica de punto finzl

Longitud de onda de medida 570 nm.

Calculos

La calculadora del analizador utiliza la mediciéon de la aborbancia para
caloular 1a concentracion del acido drico como sigue:
Para analizadores BM/Hitachi 717,
CX= K(AX_Ab) Cb

Donde:

C,~ Concentracion de la muestra.

K= Factor de la concentracion ( Determinado durante Ia calibracion).

A,= Media de las absorbancias de la muestra + R4 + R, leidas durante los
ciclos designados menos la media de la absorbancia de la muestra +R leida
durante los ciclos designados.*
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Ap= Media de las absorbancias del STD 1 (Blanco/Calibrador 1) + Ry + Ry
leidas durante los ciclos designados menos la media de la absorbancia del STD
1 {Blanco/Calibrador 1) + R4 leida durante los ciclos designados. ™

Cp= Concentracion del STD 1 (Blanco/Calibrador 1).

~*Correccidn del volumen muestrafreactivo por

d= (Volumen muestra + la lectura Rq)/(Volumen muestra + la lectura Ry + la
lectura de R,).

Muestra:

A. Recoleccion y Preparacion para el andlisis:’5?

Suero: Recolectar suero no hemolizado por técnicas de venopuncion.

Plasma: Se recomienda el uso de anticoagulantes como el EDTA o heparina
para la recoleccién det plasma.

Orina (24 Hrs). Para ia recoleccion de la orina se recomienda que al envase se
le afada NaOH 1N. Para una dilucion manual, dituir 1a orina con 0.9% de NaCl
© bien con agua desionizada o destilada y multiplicar por el apropiado factor de
dilucién.

Almacenamiento. El acido urico es estable en suero o plasma por una semana a
2-8°C. Llevar a cabo el andlisis lo mas rapido posible.”

Reactivos
Contenido de los reactivos 52
Reactivo R,

Contiene una concentracién aproximada de 0.65 mol/l. de Amortiguador de
Fosfatos a pH 7.8, alcohol graso de eter poliglicot al 4.8%, 7 mmol de N-etil-N-
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(2-Hidroxi-3-sulfopropil}-3-metilalanina, 5U/mL Ascorbato oxidasa (EC 1.10.3.3;
Zucchini, 25°C).

Reactivo R, Enzimas/4-aminofenazona.

Contiene una concentracién aproximada de 0.1 mol/lL de Amortiguador de
fosfato a pH 7.8, 0.30 mmol/L de Hexacianoferrato de potasio (), 3mmol/L 4-
Aminofenazona, * 0.5 UimL de uricasa. (EC 1.7.3.3; Aspergillus protophormiae,
25°C), * 1 U/mL de peroxidasa (POD) (EC 1.11.1.7; Rébano; 25°C).

Calibradgres

Blanco o Calibrador 1:
Contiene Cloruro de sodio al 0.9%.

Calibrador 2:
Calibrador de suero (Multicalibrador para sistema automatizado).

NOTA: Los componentes adquiridos en el equipo estan disefiados para
utilizarse como una unidad integral. No mezcle los componentes de varios lotes,
ni preparados a diferente tiempo

B._Precauciones y Advertencias:

Para uso de diagnéstico "In Vitro". Nunca aspire 1a pipeta con la boca Ejercite
las precauciones normales requeridas para el manejo de todos los reactivos en
el laboratorio.

ADVERTENCIA. Los reactives 1 y 2 de la marca comecial Boehrenger
Mannheim contienen azida sodica como conservador, Evite la ingestion y el
contacto con la piel y las mucosas. En caso de contactoe, lavar el area afectada
en el chorro de agua de la llave.
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Caonsiga atencion médica en caso de ingesta o salpicaduras en ojos, La azida
sddica puede reaccionar con plomo o recubiertas de plomo los cuales forman
potencialmenie metales explosivos. Cuando se disponga de tales reactivos,
siempre lave con grandes cantidades de agua para prevenir la concentracion de
azida. Limpie la superficie de metales con 10% de hidréxido de sodio. s

C._Preparacion de los reactivos, Almacenaje y Estabilidad 5

Preparacidn de reactivos.
1. Solucién de trabajo Ry Utilizar el frasco 1 el cual esta listo para su uso.
2. Solucién de {rabsjo Ry Utilizar el frasco 2 ef cual esta listo para su uso.
Los reactivos 1 y 2 deberan utilizarse combinados para lievar a cabo la
determinacion del acido trico.

Almacenamiento y estabilidad.

Los reactivos del &cido Urico son estables de 2 a 8 °C. Para la estabilidad de
los componentes que no han sido abiertos, referirse a la etiqueta del frasco para
verificar la fecha de caducidad. Desechar las soluciones si existe evidencia de
una contaminacion bacteriana.

Solucion de trabajo Ry: Abierto y en use 28 dias de 2-12 °C protegido de la
tuz. Estabilidad en el aparato (aprox 10°C) por [0 menos 1 mes, 2 semanas en el
aparato sin refrigeracion.

Solucian de trabajo Ro: Abierto y en uso 28 dias de 2-12 °C protegido de la

luz Estabilidad en el aparato (aprox 10°C) por lo menos 1 mes, 2 semanas en el
aparato sin refrigeracion.
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Determinacion de la creatinina en el HITACHI 717

Fundamento y reaccion.

Valor de
Metodo y Reacciones Quimicas Referencia

Método de Jaffé sin desproteinizacién

8 HH ON -0, NH.
NH g Ny, o—— >':“"
\[ N>= + O e " {0547 mysdt
Nen, hch -a

o .
Creatinina Ac. Pignico Cemplejo de Jarowsk:

Técnica cinélica

Longitud de onda de medida 505 nm.

Calculos4

La calculadora del analizador utiliza la medicion de la absorbancia para
calcular la concentracién de la creatinina como sigue’
Para analizadores BM/Hitachi 717.

Cx:[K(AAx”AAb) + Cb] -03

Donde

C,~= Concentracién de la muestra.

K= Factor de la concentracién ( Determinado durante |a calibracién).

DA,= Cambio en la absorbancia de a muestra por minuto + la lectura Ry + la
lectura de R, durante los ciclos designados menos el cambio en la absorbancia
de la muestra + la lectura de R4 durante los ciclos designados™.

DA,= Cambio en la aborbancia del blanco por minuto + la lectura R4 + la lectura
de R; durante los ciclos designados menos el cambio en la absorbancia del
blanco+ la lectura de R, durante los ciclos designados.™
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C,= Concentracién del blanco.
**Correccion del volumen muestrafreactive por
d= {Volumen muestra + la lectura R4)/(Volumen muestra + la lectura Ry + la
lectura de R,).

La concentracion de la creatinina en orina de 24 hrs es determinada como
sigue:

reatinina e d i 2 en litros
100
Muestra;
A. Recoleccio reparacio ] analisis 5755

Suero: Recolectado por la técnica estéandar de venopuncion.

Plasma: Utilizar plasma con EDTA, heparinizado no hemofizado, los otros
anticoagutantes interfieren con la prueba.

Orina: Recolectada sin conservadores. Para una dilucion manual, diluir la orina
con NaCl al 0 8% o bien agua desionizada o destilada y multipticar por el factor
de dilucion apropiado.

Nota- Puesto que los eritrocitos contienen considerables cantidades de
cromogenos no derivados de la creatining, es preferible utilizar plasma y suero
en lugar de sangre total para medir la creatinina.

Almacenamiento: El suero o plasma es estable por 24 hrs de 2-8 °C;
congelados su pericdo de almacenamiento es mas largo Evitar congelar y
descongelar la muestra repetidamente. La orina es estable por 4 dias de 2-8 °C.
En congelacion su  periodo de almacenamiento es mas prolongado,
aproximadamente 30 dias.
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Debido a fa fragilidad de [a creatina a creatinina, se recomienda el uso de
especimenes frescos. También es necesario mantener los especimenes a un
pH de 7 durante su aimacenamiento para evitar interconversiones,

Reactivos
Contenido de los reactivas &

Solucion de trabajo R; NaOH.
Contiene 0.2 mol/L de hidroxido de sodio en una mezcla amortiguadora,

Solucién de trabajo R, Acido picrico.
Contiene 25 mmol/L de acido picrico en una mezcla amortiguadora,

Calibradores 49

Blanco o Calibrador 1:
Contiene Cloruro de sodio al 0.9%.

Calibrador 2:
Calibrador de suero (Multicalibrador).
El valor del multicalibrador es igual a su contenido de creatinina més 0.3 mg/dL.
Este valor es el atribuido a las proteinas gue no reaccionan especificamente.

NOTA Los componentes adquiridos en el equipo estan disefiados para
utilizarse comao una unidad integral. No mezcle los componentes de varios lotes,
ni preparados a diferente tiempo.

B. Precauciones y Adverfencias.>

Para uso de diagnostico "In Vitro" Nunca aspire |a_pipeta con la bocy. Ejercite
las precauciones normales requeridas para el manejo de todos 10s reactivos en
el laboratono.
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ADVERTENCIA. CORROSIVO. El frasco 1 contiene Hidréxido de sodio. En caso
de contacto, coloque el area afectada en el chorro de agua. Consiga
inmediatamente atencién médica para ojos e ingesta. PELIGRO. TOXICO. EI
frasco 2 contiene &cido picrico. En caso de contacto, coloque el area afectada
en el chorro de agua. Consiga inmediatamente atencién médica para ojos €
ingesta.

C._Pr 6 i ‘ liclacl 53

Preparacion de reactivos.
1. Solucidn de trabajo R,: Utilizar el frasco 1 {NaOH) ya que esta listo para su
uso

2. Solucion de trabajo R,: Utilizar el frasco 2 (acido picrico) ya que estd listo
para su uso.

Los reactivos 1 y 2 deberan utilizarse combinados para Hevar a cabo la
determinacién de la creatinina.

Almacenamiento y estabilidad %

Los reactivos de la creatinina son estables de 15 a 25 °C. Para la estabilidad
de los componentes que no han sido abiertos, referirse a la etiqueta del frasco
para verficar la fecha de caducidad.

Solucion de trabajo Ry: Abierto y en uso 21 dias de 2-12 °C. Estabilidad en el
aparato (aprox 10°C) 3 meses.

Solucion de trabajo Ro: Ablerto y en uso hasta la fecha de caducidad de 2-12
°C. Estabilidad en &l aparato (aprox 10°C) 3 meses.
El almacenamientc mas prolongado de pequenios volimenes del reactivo
destapados no es recomendable.
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Determinacién de Colesterol en ef HITACHI 717,

Fundamento y Reaccidn

Método y Reacciones Quimicas

Valor de
Referencia

Método CHOD-PAP ( Enzimatico)

Esterasa de Colesterol esterasa

Colesterp!

Colestercl oxidasa

Petoridasa
H3 O+ ctomdgens —— Color
Técnica de punto final

tongitud de onda de medida 505 nm.

+H0 ——— Calesteral + R-COOH

Calesterol + O, Abcolestanona +H,0,

120-195 mgsdl

Calculos

La calculadora del analizador utiliza la medicién de la aborbancia para
calcular la concentracion del colesterol como sigue:

Para analizadores BM/Hitachi 717.47

Cx: K(AX_AD) Cb:

Donde:
CX= Concentracion de la muestra.

K= Factor de la concentracion { Determinado durante la calibracion).
A= Media de las absorbancias de la muestra + R, + R, leidas durante los
ciclos designados menos ia media de la absorbancia de la muestra +R, leida

durante los ciclos designados.

A= Media de las absorbancias del STD 1 (Blanco/Calibrador 1) + R{+ Ry
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leidas durante los ciclos designados menos la media de la absorbancia del STD
1 (Bianco/Calibrador 1) + R; leida durante los ciclos designados.™
Cp= Concentracién det STD 1 (Blanco/Calibrador 1).

Muestra

A._Caleccién v preparacion para ef andlisis.”2%

Prepararacidn del paciente: Ayuno 12-24 h. Con dieta controlada en grasas por

dos semanas antes.

Suero: Recciectado por la técnica estandar de venopuncion,

Plasma. Utilizar & plasma con EDTA o bien Heparina. No utilizar citrato, floruro

u oxalato .

Si se utilizé EDTA, convertir el valor del plasma de acuerdo con el siguiente

factor: Colesterol en suero = Colesterol en Plasma (EDTA) x 1.03%2. Los niveles

de colesterol pueden ser aproximadamente 3% menores a los niveies de suero

cuando se utiliza EDTA como anticoagulante y no se realiza esta correccion.
Almacenamiento. El suero o plasma heparinizado o EDTA es estabie por 6

dfas de 4-25°C o bien 4 meses a -20°C

Reactivos
Contenido de los reactivoss
Solucion de trabajo Ry Reactivo de colesterol.
Contiene 75 mmal/l. amortiguador PIPES pH 6.8
10 mmol/L de Mg*2
0.2 mmol/L de Cloruro de sedio

0.15 mmoliL. de 4-aminofenazena
=4 2mmolfL de Fenol
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1% de alcohol graso de eter de poliglicol
>0.5 U/mL de Esterasa de colesterol (EC 3.1.1.13; especies
pseudomonas; 25°C.
=0.15 U/mL de Oxidasa de colesterol (EC 1.1.3.6; E. coli; 25°C)
>0.25 U/mL de Peroxidasa (POD) (EC 1.11.1.7; Peroxidasa de rabano;
25°C.)
Ingredientes que no reaccicnan amortiguador, estabilizadores, preservativos.

Calibradores ®

Blanco o Calibrador 1:
Contiene Cloruro de sodio al 0.9%.

Cafibrador 2:
Calibrador de suero (muilticalibrador)

NOTA Los componentes adquiridos en el equipe de reactivos estan
disefados para utilizarse como una unidad integral. No mezcle los componentes
de varios lotes, ni preparados a diferente tiempo.

B. Precauciones y Advertencias®

Para uso de diagndstico "in vitro" Nunca aspire la pipeta con la boca. Ejercite
las precauciones normales requeridas para el manejo de todos 1os reactivos en
el laboratornio.

ADVERTENCIA. CORROSIVO. El frasco 1 contiene feno! come conservador. Es
toxico si lega a tener contacto con la piel o es ingerido. En concentraciones
pequefas provoca nauseas, vomito, colapso circulatorio y en casos extremos
paralisis, convulsiones y coma. Cambian la coloracion de la orina de un negro
humo a verde obscuro,
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Causan cauterizacidn de fa piel y mucosas también se absorbe por la piel, vy
grandes proporciones puede ser fatal. 95

C._Preparacio re ivos, 59

1. Solucién de trabajo R, E! contenido esta listo para el uso. Antes del primer
uso, mezclar agitando ligeramente.

2. Solucién de trabajo Ry (Técnica con SMS) o blanco con Twin. Es opcional,
nos permite eliminar algunas interferencias o reducirlas como las bilirrubinas,
eifc,

Almacenamiento y estabilidad

El reactivo del colesterol es estable de 2-8°C. Para la estabilidad de los
componentes que no han sido abiertos, referirse a la etiqueta del frasco para
verificar [a fecha de caducidad.

Solucion de trabajo R4: Abierto y en uso de 28 dias de 2-12 °C o bigén de 20-25
°C por 7 dias cuando ésta es protegida de la luz y la contaminacion bacteriana.
La estabilidad en el aparato aproximadamente a 10°C es de 1 mes.

El almacenamiento mas prolongado de pequefios volumenes del reactivo
destapado no es recomendable
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Disefio de [a Investigacion.

Tipo de estudio:

Observacicnal,
Transversal,
Prospectivo

Paoblacion

La poblacion sujeta al estudio fue de 2000 sueros tanio patoldgicos como
normales de pacientes, seleccionados al azar que acudiercn al laboratorio a
realizarse pruebas de alguno o de todos los anaiitos en estudio, procedentes de
las 15 receptorias con las que cuenta la empresa, ubicadas dentro de la zona
metropolitana de la Ciudad de México.

Criterios de inclusién: Se incluyeron todos los sueros de pacientes, haciendo
caso omise con respecto a edad y sexo.

Criterios de Exclusion: No se tomaron en cuenta las muesiras que en su orden
de analisis no solicitaron alguna de las pruebas de estudio.

Criterios de Elimipacion: Las muestras que presenten hemdlisis, ictericia,
fipemia, post-prandiales y curva de lolerancia a la Glucosa, no se tomaron en
cuenta en ¢l presente estudio, asi como las muestras que no contengan la
cantidad especifica del analito en estudio.

Variables.

Variable dependiente; Concenitracion del analito. (Glucosa, Urea, creatinina, Ac.
Urico y Colesterol} en escala de medicion cuantitativa de razén.

Variable Independienter Hitachi 717 (Boehringer-Mannheim}, VP Analayser
{Abbolt) en escala de medicion cualitativa nominal.
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Metodologia
Fase 1. Recoleccién de las muestras.

Se seleccionaron 2000 muestras de pacientes sin importar edad ni sexo, y que
presentaron alguna alteracién en los siguientes analitos: Glucosa, Urea,
Creatinina, Acido Urico y Colesterol.

Fase il. Una vez puesto en condiciénes optimas los equipos se procesaron las
muestras. Posteriormente se hizo un pool con los suero de diferentes
concentraciones para cada analitc en estudic y se hicieron alicuotas de 200
microlitros, las cuales se congelaron por un periodo de 1 mes hasta la siguiente
etapa.

Fase Ill. Para la determinacion de la linealidad se tomardn en consideracién
aquellas concentraciénes de decision médica asi como el valor inferior y
superior def rango de linealidad que indica el fabricante para cada analito en
cuestion

Para la Glucosa ( SOmg/dl, 100mg/dL,120mg/dl, 250mg/dL, 300mg/dL,
440mg/dl. ).
Urea ( 10mg/dL, 30mg/d],.50mg/dL, 100mg/dL, 200mgfdL, 330mg/dL ).
Ac Urico (1.5mgfdL, 2mg/dL, Smg/dL, 7mg/dL, 12mg/dL, 14mg/dL).
Creatinina { 0.5mg/dL, 1mg/dL, 1.5mg/dL, 2mg/dL, 4mg/dL, 12mg/dL, 24mgl/dL ).
Colesterol { 53mg/dL, 115mg/dL, 200mg/dL, 27 1mg/dL, 323mg/dL, 587mgfdl. ).

Para la determinacion de la precision se utilizarén rangos bajos, intermedios y
altos det pool de suero, que caén dentro del rango fineal establecido al
principio
Glucosa { 50mg/dL, 120mg/dL, 300mg/dL ).

Urea ( 10mg, 100mg/dL, 200mg/dL).

Agc Urico { 1.5mg/dL, 5.0mg/dL, 12.0mg/dL).
Creatinina ( 1.0mg/dL, 2.0mg/dL, 12.0mg/dL ).
Colesterol ( 53mgfdL, 200mg/dL, 587mg/dL)
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La exactitud, se realizd con las mismas concentracicnes utilizadas durante la
determinacion de la linealidad aplicando el mismo criterio.
Glucosa { 50mg/dL, 100mgrdL, 120mg/dL, 250mg/dL, 300mg/dL, 440mg/dL ).
Urea ( 10mg/dL, 30mg/dl, 50mg/dt, 100mg/dL, 200mg/dL, 330mgfdL ).
Ac Urico { 1.5mg/dL, 2mg/di., Smg/dl., 7mg/dL, 12mg/dL, 14mg/dL }
Creatinina { 0.5mg/dL, 1mg/dL,1.5mgfdL, 2mg/dL,4mg/dl,12mg/dL, 24mg/dL }.
Colesterol { 53mg/dL, 115mg/dl., 200mg/dL, 271mg/dL, 323mg/dL, 587mg/dL }.

Estabilidad. Se realizé con dos temperaturas, ambiente y a 8° C durante
24hrs, 48hrs y 72hrs, utilizando la primera lectura a temperatura y tiempo cero
como testigo. Se utilizd las siguiente concentraciénes considerando que la
degradacion obtenida sea mas facil de visualizar:

Glucosa ( 300mg/dL ).
Urea ( 200mg/dL. ).

Ac Urico ( 9.0mg/dL ).
Creatinina ( 2.0mg/dL ).
Colesterof ( 200mg/dL ).

Repetibilidad y Reproducibilidad. Se utilizd las siguientes concentraciones
por ser las que con mavyor frecuencia se repitén en pacientes sanos gue acuden
a realizarse estos estudios de rdtina:

Glucosa { 100mg/dL ).
Urea ( 30mg/dL ).

Ac. Urico { 5.0mg ).
Creatinina. (1.0mg/dl. ).
Coiesterol { 200mg/dL ).

FASE V. El andlisis de las muestras se realizd por triplicado y diario para la
determinacién de la linealidad del método. La exactitud se realizo con las
mismas concentraciones utilizadas para la linealidad.
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Para la precisién del método de medicidn (intra-ensayo) se seleccionaron de
manera independiente seis concentraciones, equivalentes al 100% de lo
indicado en el método analitico.

Para la precision del método (dia a dia) se necesitd de dos analistas que
realizaron dos detenminaciones independientes para una muestra homogénea
del analito a un valor cercano al 100%.

L a determinacion de la estabilidad, se llevd a cabo al analizar por triplicado
una muestra homogenea ( previamente sometida a pruebas ). Las muestras se
sometieron a diferentes temperaturas ( temperatura ambiente y refrigeracion
durante 72 hrs).

Para obtener el limite de deteccion se realizaron tres diluciones, por duplicado
de manera independiente de una solucién del analito de interés, procurando
obtener respuestas bajas del sistema de medicion.

Fase V. Analisis de resultados.

Los resultados obtenidos se sometieron a una prueba de Regresién lineal y
ANADEVA para verificar la linealidad, posteriormente se realizd el calculo de
porcentaje de recuperacion para evaluar la exactitud.

La precisidbn para una misma corrida se calculd utilizando la desviacion
estandar { DE ) y coeficiente de variacion ( CV).

Para obtener la precisién dia a dia se realizd una ANADEVA de dos factores y
se determing la desviacion estandar (DE) y coeficiente de variacion (CV ).

La estabilidad se obtuvec por medic de una "t de Dunnet' con c
comparaciones y 2 {c+1) grados de libertad y una probabilidad acumulada de
0.795.

Para obtener el valor del limite de deteccion se calculd la pendiente (m) de la
refacion de 6 diluciones, y se dividid entre tres veces la desviacion estandar de
tos blancos.
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Se determing a partir de un pool de pacientes cada una de manera

Linealidad dei Método

independiente haciendo los analisis por triplicado.

Las concentraciones de las muestras deben ser las adecuadas para que
utilizando el método propuesto, las concentraciones de cada poo! deben estar
dentro del intervalo de la linealidad del sistema incluyendo, aquellas que
abarquen los rangos de decisién médica y también incluyendo aquellos rangos

gue marca el fabricante tanto superior e inferior.

1) Tabular los resultados con base al siguiente formato:

Concentracién del pool

Concentracion del pool Valores Oservados

[Valores esperados

{ 100mg/mL. )

por Triplicado (100mg/mL})
X11, X12, R . X1n Y11, Y12, , [Y1n
21, X22 . . s D2n Y21, Y22, Y20
Xnt, Xn2, . s (X12n Yn1, Yn2, , IY12n

Se procede a hacer los siguientes calculos.
2) Calculos preliminares:
EX=XTT+X124 .+ XIn+X21 + X22+ ... +X2n
Zy=YU1+Y12+ . +¥YIn+ Y21+ Y22+ ...+ ¥2n
wx2 = X211+ X212+ ..

X2r™Y2n

3} Calculos Finales:

m =

+ X210 + X221 + X222 + .+ X%2n
52 =Y211+ Y212+ +Y21n+ Y221 + Y222 4 . . +Y2on
Txy= X11Y11 + X12*Y12 + .+ Xin*Y1n + X21°Y21 + X22°Y22 + ..

n {Exy} - {Sx) (Sy)

donde:

n{Sx?) - {Sx)?

y -m (5x)

n

m=pendiente

b=ordenada al origen
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[ n (Sxy) - (Sx) (Sy)} |2
[n (Sx)2(Sy)*] n (Sx2) - (Sx)]]

B. Porciento Recuperado.
Caleular el porciento recuperado (R) para cada cantidad recuparada, con la
siguiente ecuacion:

R= {y/x}100

1) Tabular los siguientes resultados:

%R = Ry, Ry, Ry Ry
sz = R12 R22 . R32 ,RN2
R = (SR)2

12
2
N(ZR)-(ZR}

DE= >
N(N-1)

ZR = Sumatoria de lo recuperado
DE= Desviacion estandar.

3) Célculos Finales:

Coeficiente de variacion:

CV=(DE/R) 100
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Exactitud y Repetibilidad al 100%

1. Tabular los resultados del porciento recuperado (R), con base al siguiente
formato:
R4, Ry, Ra,...., Ry

2. Calculos prefiminares:

- (ZR)
R=w—
N

152
2
N(ZR}-{ZR)

DE=

2
N{N-1)

3) Calculos Finales:
Coeficiente de variacion:
Cv=(DE/R)100
Precision (Reproducibilidad)
Et siguiente procedimiento Gnicamente es aplicable cuando se utilicen 2 dias, 2
analistas y 3 determinaciones.

Cuando se utilicen un nimero distinto de dias yfo analistas yfo recobros por
analista y dia, se sugiere que se consulte a un estadistico.
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1. Tabular los resultados con base en el siguiente formato:

Analista
1 2
vill y211
1 y112 y212
Dia vi13 y213
y121 v221
2 yi22 y222
y123 y223 |

2. Calculos preliminares:

Y= y11T +y112 + y113 + y121 + y122 + y123 + y211 + y212 + y213 + y221 +
y222 +y223

2y2. = Y2111 + y2112 + y2113 + y2121 + y2122 + y2123 + y2211 + y2212 +
y2213 + y2221 + y2222 +y2223

¥=v.IN

142
2
N(ZR)-{ER)

DE= 5
NIN-1)

N = ndmero total de determinaciones
( en este caso especifico N=12)

3. Caleulos Finales:
Coeficiente de variacion

CV=(DE/7) 100
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Estabilidad de la muestra Analitica.

1. Tabular los resultados con base al siguiente formato v calcular los resultados
indicados:

Condicion/Tiempo

Inicial 1 2 m
Y1 Y4 Y7 Yoo
Y2 Y5 Y8 Y1
Y2 Y& Y9 Yn

2.- Céalculos Preliminares para el intervalo de confianza:

Media Yo T T2 Yos
Verianza SDZ 312 S% S!?fl

Varianza Ponderada:

2S¢2 + 25,2

Sp22 o e

2(C+ 1)

28p° + 28,2
Sp22=-— ______________

2(C+1)

3. Calculos finales para el intervalo de confianza:
Para cada condicién X tiempo

_ N ) 2
IC=(T, -Y) £ t*x |S5p, 3
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Donde:
t* = valor de: |a t de Dunnett con C comparaciones y 2 { c+1) grados de libertad y
una probabilidad acumulada de 0.975.

4. Calculos preliminares para el coeficiente de variacion:
Para cada condicionftiempo/muestra calcular el factor (1) con la siguiente
formula:

(analisis de la muestra/condicion/tiempo) i
I= x 100
( analisis inicial )

Y,
= e x 100
Y‘i

1

YS
b= —me x 100

lg =~ x 100
Y3

Yooz

lg = —meeee x 100
Y,
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Y et

lg= - X 100
Y,
YI’I

lg X 100
Y3

Para cada condicionftiempo calcular la media del factor (1) con la siguiente
formula:
SI { Condicién/tiempo )

1=

N
donde:
N = ndmero de muestras para cada condicion/tiempo

o+l
T ——

3

I+ g+ 15

R —

3

L+lg+lg

P —

3

iLa media del factor (1) para cada condicion/tiempo debera cumplir con los
siguientes criterios:

Método Valordel
Cromatograficos 98-102%
Titrimétricos 98-102%
Quimicos y

Espectrofotomeétricos 97-103%
Microbiologicos 95-105%

75



Determinacion de Limite de Deteccion:

Un analista debe preparar por lo menos tres diluciones, por duplicado, de
manera independiente; a partir de una misma solucion patron de la sustancia de
interés, procurando obtener respuestas bajas del sistema de medicién; y por lo

menos cinco blancos. Medir su propiedad bajo las mismas condiciones de
medicion.

1) Tabular los resultados con base al siguiente formato:

Concentracion Propiedad Medida
(X) (Y)

Blancos

1

2

3

4

5

2} Calcular la suma de la concentracién ( £x ), la suma de cuadrados de la
concentracion ( x2 ), la suma de propiedad medida ( £y ), la suma de
cuadrados de la propiedad medida { Zy2 ), la suma del producto de la
concentracion por la propiedad medida ( Zx y), determinar el nimero de
concetraciones ( t ), el nimero de replicaciones por concentracion ( r ), ei
nimero de pares ordenados (n =rt ), la suma de la propiedad medida de los
blancos ( Ly ), la suma de cuadrados de la propiedad medida de los blancos {
Zy?), y el ndmero de los blancos (n'=5).

(Ix)y=_ (Zy) =
(£x2 )= (Zy2)=
(Zxy)=_ (t) =
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(ry=_ n=(r)=
(Zy"y=_ (Zy'} =
(n)=5

3) Calcular el valor de la pendiente { m )de la relacién concetracidon propiedad
medida.

At (Zxy) - (Zx} (Zy)

nt (£x2) - (Ex)2

4) Caicular la desviacion estandar de los blanco { sb ), con la siguiente
ecuacion.

S5Zy2-(Zy)
sb= "
n{n -1)

5} Calcular el limite de deteccion ( LD ), con la siguiente ecuacion:
38b

iID =—
m
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Resultados

Los resultados obtenidos se presentan en tablas y graficas.

Tabla 1. Estadistica descriptiva de la propiedad medida para los resultados de
la linealidad para la glucosa, urea, acido Urico, creatinina y colesterol.

Determinacion Coeficiente de  Coeficiente de  Ordenada al Pendiente  Ervor de
Regresion. Determinacion Origen Estimacion
,GLUCOSA 0.999289 $.9998 -0.3229 1.0002 1.2648
!UREA 0.9999 0.99998 0.3831 1.0006 1.3244
iAC URICO 0.9995 0.9999 -0.0088 1.0051 0.0538
[CREAT]NINA 0.9999 0.9998 -0.0211 1.0135 0.1149
COLESTEROL 0.9999 0.9999 0.7842 1.0049 1.8244

En la tabla se presentan los resultados de la linealidad de los métodos
analiticos observandose que las ordenadas al origen para glucosa, urea y
colesterol estan muy lejanos del 0,
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Tabla 2. Estadistica descriptiva de la propiedad medida para los resultados de
la precisian para la glucosa, urea, acido drico, creatinina y colesterot.

[" Determinacion Media Desviacion Coeficiente de
Estandar Variacion (%)
50.16 1.06 2.12
GLUCOSA 121.33 1.24 1.02
299.33 0.94 0.31
9.83 0.37 3.78
UREA 101 1.01 0.99
201.01 1.0t 0.49
1.5 0.01 1.08
ACIDO URICO 504 0.05 11
12.02 0.03 0.3
1 0.03 311
CREATININA 2 0.01 0.79
12 0.02 0.24
52.33 1.24 2.38
COLESTEROL 200.5 2.36 117
587.33 3.63 0.61

En la tabla se presentan los resultados de (a precision donde se observa que
las variaciones mas grandes se abtienen a concentraciénes bajas de todos los

anafitos.



Tabla 3. Estadistica descriptiva de la propiedad medida para los resultados del
% recuperacion (exactitud) para la glucosa, urea, acido drico, creatinina y
colesterol.

Determinacion Media  Desviacion Coeficiente Limite Superior Limite Inferior
Estandar _ Variacion % (LSIC) {LIIC)
GLUCOSA 98.88 1.24 1.24 100.45 99.3
UREA 100.71 2.87 2.85 1001.28 100.14
ACIDO URICO 100.3 1.02 1.02 10073 99.3
CREATININA 100.3 1.02 1.02 100.73 99.3
COLESTEROL 99.86 1.21 1.22 100.42 99.29

En la tabla se presentan los resultados de la exactitud donde se observa que la
glucosa esta ligeramente por debajo del limite inferior, asi como el colesterol
esta ligeramente por arnba del rango inferior, los demas estan casi en la media
de ambos rango.
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Tabia 4. Estadistica descripiiva de ia propiedad medida para los resultados de
la precision intradia-intraanalista para ia reproducibiiidad del metodo para la
glucosa, urea, acido Urico, creatining y colesterol.

Determinacion Desviacion Coeficiente de
Estandar Variacién (%)
GLUCOSA 1.72 1.7
UREA i.16 3.82
ACIDO URICO 0.001 0.02
CREATININA 0.03 2.94
COLESTEROL 1.65 1.7

En fa iabla se presentan los resultados de la precision iniradia-intraanalista
ensayo donde cbservamos que la ia urea y creatinina presentan ios coeficientes
mas altos.
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Tabla 5 Resultados de la estabilidad de las muestras, realizada en
refrigeracion, 8 °C durante 24, 48 y 72 hrs para ia glucosa, urea, acido drico,
creatinina y colesterol.

iDeterminacion Media t de dunnet Intervalo de
Aritmetica Calculada Confianza al 95 %
CERO 303.66 >
299 1.01 {-0.33 A 1.83)
GLUCOSA 304 2.37 (-2.04 A 270)
304 272 {2.05 A 3.39)
: CERO 199.83 = *
200.66 2.06 (-0.73 A3.39)
UREA 199.66 2.54 (-221A287)
189.66 2.38 (-221 A271)
CEROQ 3,93 *
8.97 0.52 (-0 48 A 0.56)
ACIDO URICC 3.96 0.57 (-9.54 A D.50)
8.95 0.57 (-0.55 A 0.59)
CERO 2‘03 A Arerriy i S e e ke e e vl e sk e e e A AT A A A e AR e el Ak
2.04 0.19 (-0.18 A 0.20)
CREATININA 204 0.19 (-0.18 A 0.20)
204 0.23 {-0.22 A 0.24)
CERC 200 66 idlnlaioddubuloil v
201.33 2.1 {-1.44 A 2.78)
COLESTEROL 261 2.32 {-1.98 A 2.66)
201 2.27 {-1.97 A 261

En |a tabia se presentan los resultados de 1a estabilidad estabilidad a 8 °C
donde observamos que todos los valores obtenidos estan dentro del intervalos
de confianza del 85%
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Tabia B. Resuitados de la estabilidad de las muestras, realizada a temperatura
ambiente, durante 24, 48 y 72 hrs para ia glucosa, urea, acido Urico, creatinina y
colesterol.

Determinacion Media t de dunnet Intervalo de
Aritmetica Calculada Confianza al 95%
CEROQ 303.66 jaialolol
303.66 1.76 (-1.43 A 2.09)
GLUCOSA 285 2.19 {-10.52 A-6.13}
244 1.93 (-61.26 A -57.39)
CERO 198.83 i
200.01 2.21 (-1.54 A 2.88)
UREA 205.33 243 (3.56 A 8.43)
226.01 2.43 (26.67 A 29.10)
CERC 8.93 skl
9.04 0.52 (-0.41 A 063}
ACIDO URICO 9.07 0.57 043 A0.71)
9.56 0.61 {0.01 A 0.34)
CERQO 2.03 i ik
2.05 0.23 (-0.21 A0.25)
| CREATININA 2.06 023 (-0.20 A 0.26)
2.14 0.23 (-0.12 A0.34)
CERQ 200.66 Bk
203 1.92 {0.41 A 4.26)
|  COLESTEROL 20066 2.54 (-2 54 A 254
! 20233 2.43 (-0.43 A 4.43)

En ia tabla se presentan los resuitados de ia estabilidad estabilidad a donde
observamos que la glucosa y la urea no estan dentro del intervalos de confianza
del 95%.
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TABLA 7. Resullado de los limiies de defeccion del método para la
determinacion de giucosa, urea, acido Urico, creatinina y colesterol.

Determinacion  Ordenada  Pendiente Media de Desviacion  Limite de
al origén Blancos Estandar Deteccidn
GLUCOSA 0.000127 1 g 0 ) 0
UREA -0.1661 1.0022 0.8 0.3 0.528
ACIDO URICO D 003468 0.5998 -0.01 $.007071 0.02
CREATININA 0.004978 0 9989 -0.13 0.0137 0.05
COLESTEROL  0.003338 0.9999 0.2 0.7483 2.24

En la tabla se presenian los resultados del limite de deteccion donde
observamos que €l limite mas aito i0 observamos en el coiesterol y los mas
bajos con el dcido urico y la creatinina.
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Tabla 8. Estadistica descriptiva de la propiedad medida para la comparacién de
metodos en los equipos hitachi 717 y abbott vp para glucosa, urea, acido drico,
creatining y colesteroi. .

Determinacion  Coeficiente de  Coeficiente de  Ordenada al  Pendiente  Errorde
Regresion. Determinacion _ Origén Estimacion
GLUCOSA 0.9992 0.9999 0.179 1.0087 2.873
UREA 0.999 0.9999 -0.4581 1.0623 0.251
AC URICO 0.9856 0.9715 -0.2442 1.0239 0.4555
CREATININA 0.9956 0.9999 0.1874 0.8873 0.2214
COLESTEROL 0.9954 0.9954 5.9135 1.0147 21.0251

En la tabla se presentan los resultados de la comparacién de métodos en ios
que observamos que presentan buena correlacion tedos los anaiitos pero se
observa que el colesterol presenta un error de estimacion mas aito con respecto
a los demas.
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Restmen de los resuitados obtenidos para los 5 analitos validados.

Analitos
Parametros Glucosa Urea Creatinina Ac Urico Colesterol
Linealidad R= 0.9999 R= 0.5899 R= 0.9995 R= 0.999% R=0.9999
CV=212% CV=378% CV=106% CWV=311% CV=238%
Precision CV=102% CV=090% CV=11% CV=078% CV=117T%
CV=034% CVv=0490% CV=03% CV=024% CV=061%
LSiC= 10045 LSIO= 101.28 LSIC=100.73 LSIC=108.73 LSIC=100.42
Exactitud
£SIC=98.3 (SIC=100.14 LSIC=69.3 LSIC=99.3 LSIC=98.29
Reproducibifidad CV=17% GCV=382% CV=002% CV=294% CV=17%

24 hrt dunnet=1.01 t dunnet=2.06 t dunnet=0.52 t dunnet=0.19 t dunnet=2.11
Estabilidad 48 hrt dunnet=2.37 t dunnei=2.54 t dunnet=0.57 t dunnet=0.19t dunnet=2.32
8°C 72 hr t dunnet=272 t dunnet=2.38 t dunnet=0.57 t dunnet=0.23 t dynnet=2.27
Estabilidad 24 ht dunnet=1.76 t dunnet=2.21 t dunnet=0.52 t dunnet=0.23 t dunnet=1.92
temperatura 48 hit dunnet=2.19 t dunnet=2.43 t dunnet=0 57 t dunnet=0.23 t dunnet=2.54

lambiente 72 hri dunnet=1.93 t dunnet=2.43 t dunnet=0.61 t dunnet=0.23 t dunnet=2.43

Limite de

ldeteceion ) 0.598 0.02 0.05 2.24
amparacion

Hitachi vs Abbott  Sx/fy=2 873 Sxfy=0.025 Sx/y=0.455 Sx/y=0.221 Sx/y=21.025

En la tabla se muestra los resultados obtenidos en la validacion de los 5
analitos propuestos,
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Andlisis de resuitados.

En la validacién de los métodos, glucosa GOD-PAP, {Glucooxidasa), urea,
(Ureasa UV), acido drico, (Uricasa), creatinina, (Jaffé con blanco de Twin}, v
colesterol (CHO-PAP) se llevaron a cabo una serie de pasocs gue nos
permitieron alcanzar condiciones proximas al nivel optimo y en consecuencia
mejorar su exactitud, precisian y linealidad de cada determinacion.

El resultado de la linealidad del método para la determinacion de la glucosa
{gréfica 1), muestra una relacion altamente significativa entre los valores
observados y los valores esperados, (Tabla 1). Con una r=0.9999 y una
r7=0.9998 y bajo estas condiciones de trabajo el fendmeno es lineal, con una
recta calculada de Y= 0.3229 + 1.0002X. Con estas condiciones de operacién el
método anaiitico con Ia recta calculada se obtienen resultados con un 99.98%
de precisian,

El resultade de la linealidad del método para la urea (grafica 2), muestra una
relacion altamente significativa entre log valores observados y los valores
esperados, (Tabla 1). Con una r=0.9999 y una r2=0.9999 y bajo estas
condiciones de trabajo el fenémeno es lineal, con una recta calculada de Y=
0.3831 + 1.0006X. Con estas condiciones de operacion el método analitico con
la recta calculada produce resultados con un 99.99% de precision.

El resultado de la linealidad del método para la acido drico (grafica 3}, muestra
una relacton altamente significativa entre los valores observados y los valores
esperados (Tabla 1). Con una r=0.9995 y una r2=0.9999 y bagjo estas
condiciones de trabajo el fenémeno es lineal, con una recta calculada de Y= -
0.0088 + 1.0051X. Con estas condiciones de operacién el método analitico con
la recta caleutada produce resultados con un 99.99% de precision.

El resultado de la linealidad del método para la creatinina (grafica 4) muestra
una relacion altamente significativa entre los valores observados y los valores

esperados. (Tabla 1).
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Con una r=0.9999 y una r2=0,9998 y bajo estas condiciones de irabajo el
fendmeno es lineal, con una recta calculada de Y=-0.0211 + 1.013X.

Con estas condiciones de operacion el método analitico con la recta calculada
produce resuftades con un 99.98% de precision.

El resultado de la linealidad del metodo para la colesterol (grafica 5), muestra
una relacion aftamente significativa entre los valores observados y los valores
esperados, (Tabla 1). Con una r=098999 y una r=09999 y bagjo estas
condicicnes de trabajo el fendmeno es lineal, con una recta calculada de Y=
0.7842 + 1.0049X.

Con estas condiciones de operacion el método analitico con la recta calculada
produce resuitados con un 89.99% de precision. 7

En la determinacion de la precisién del método para la determinacion de la
Glucosa en general se observa unha buena precision (Tabla 2), aunque para
concentraciones altas se nota una mejor precision de acuerdo a los requisitos
establecidos por el fabricante (Boheringer-Mannheim) por o gue son
aceptables.

En ta determinacion de ta precision del método para Urea se observa una buena
precision (Tabla 2) , sin embargo para concentraciones altas la precision esta
un poco por arriba del coeficiente de variacion establecido (3 <), los valores
estdn muy cercanos' a la concentracidn establecida, esto se debe
probablemente a que la desviacion estandar es muy pequefia pero se observa
buena precisién en las siguientes concentraciones y comparando los resuitados
con los del fabricante se observa el mismo comportamiento; a concentraciones
bajas el coeficiente es aito con respecto a las otras dos concentraciones pero
éstas se encuentran dentro del criterio establecido por el fabricante (Boeringer-
Mannheim) siendo aceptables.
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En la determinacion de la precision del método para el Acido Urico se observa
una buena precisién a concentracidnes altas (Tabla 2), para concentraciones
bajas denota una mejor precision de acuerdo a los requisitos establecidos por e}
fabricante {Boheringer-Mannheim), los cuales son aceptables

En la determinacion de la precision del método para la Creatinina se observa
una buena precisidn a concentraciénes altas, {Tabla 2), sin embargo para
concentraciones bajas el coeficiente obtenido esta ligeramente por arriba del
establecido por por oranismos internacionales det 3 % y comparando ios
resultados con ios del fabricante (Boeringer-Mannheim) se observa que los
coeficientes que obtienen en la casa comecial para concentraciones bajas, son
mas aitos a los obtenidos en el presente trabajo posiblemente debido alas
condiciones de frabajo.

En |a determinacion de la precision del método para el Colesterol se cbserva un
bue resultado a concentraciones bajas (Tabla 2), para concentraciones altas
denota una mejor precision de acuerdo a los requisitos establecidos por
organizaciones Internacionales +/- 3% y a los obtenidos por el fabricante
{Boeringer-Mannheim} los cuales son similares a los obtenidos en el presente
trabajo del 3% para metodos espectrofotometricos.

En cuanto a la exactitud al 100%, los cinco métodos ( Glucosa, Urea, Acido
Urico, Creatinina, y Colesterol) presentaron tanto un limite superior de intervalo
de confianza mayor al 100%, y limite inferior de intervalo de confianza menor al
100% (Tabla 3). Se observa gue los valores de recuperacidn estan dentro del
rango de recuperacion (95-105%).

La reproducibilidad del método se determiné realizando un analisis de varianza
con dos criterios de clasificacion entre analista y dia, (Tablas 4 ), muestran los
recobros obtenidos por los dos analistas en dos diferentes dias. Observandose
que en los método para la determinacion de Glucosa, Urea, Acido Urico,
Creatinina y Colesterol no se ve afectada la repraducibilidad por el dia, ni por el
analista, ya que la Fcal es menor que la de tablas para el dia y el analista, io
que hace reproducibles los métodos.
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La estabilidad de Ia muesira se evalud a diferentes condiciones; temperatura
ambiente y refrigeracion durante 24, 48 y 72 hrs.

La evaluacién se realizé comparandose con un control, que es el valor defa "t "
de Dunneit, donde se puede observar que las muestras son estables a 8° C
durante 24, 48 y 72 hrs para todos [os analitos. A temperatura ambiente se
observa que ia glucosa a 24 hrs es estabie sin embargo a 48 se ve una
pequefia degradacion y 72 hrs ia degradacion es mucho mayor, siendo esta
Giiima estadisticamente significativa (Tabla 5 y 6). Lo mismo que ocurre con la
urea, estos resultados posiblemente se debieron a una contaminacidn
bacieriana. Con el acido Grico no se observan cambio excepto Qque a
temperatura ambiente a 72 hrs, hay una ligera variacion (Tabia 6). En la
cieatinina no se observa ningun cambio (Tabla 5 y 6) y el colesterol a
femperatura ambiente 24 hrs existe un ligero cambio (Tabla 8} lo cual
posibiemente se deba a una pequefia contaminacién, sin embargo a 48 y 72 hrs
ésta es estable ya que estan almacenadas de forma independientemente.

El crieterio de Dunnet nos dice que dentro del intervalo de confianza debe estar
inciuido el cero, de no estario nos dice que existe un cambio significativo dentro
de las muestras.

En el limite de deteccion se observa que para la glucosa el vaior que se obtuvo
fue cero (Tabla 7), que es mds bajo al obtenido en la casa comercial (2 mg/dL),
para la urea ei valor fué 0.598 (Tabla 7), que es mas bajo al obtenido en la casa
comergial {2 mgfdL), pero se puede deducir que el valor obtenido fue de 2
porque ei dltimio vaior no es un valor coherente.

Para ei acido Urico el vaior obtenido fué 0.02 (Tabla 7), el cual es mas bajo al
obtenido en la casa comercial (0.2 mg/dL), para la creatinina el valor fué 0.05
{Tabla 7), el cual es mas bajo ai obtenido en la casa comercial (0.1 mg/dL), para
el colesterof el limite que se obtiene fué de 2.24 (Tabla 7), que es un poco mas
alto al oblenido en la casa comercial (2 mag/dL).

En la comparacion del método para glucosa con equipa Hitachi vs Abbott (Tabla
8) se realiz6 un andlisis de regresion donde se obtuvo una (r=0.9992) y una
(re=0.9999), bajo estas condicienes de trabajo el fendmeno se considera hneai,
con una recta calculada Y=0.17908+1.0087X (Grafica 11).
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En condiciones de operacidn el equipo Hitachi con respecto a Abbott produce
resultadas con un 99.99% de precision.

En |la comparacion del métedo para urea con equipo Hitachi vs Abbot (Tabla 8)
se realizé un analisis de varianza donde se obtuvo una (,=0.9990) v una
(r2=0.9999), bajo estas condiciones de trabajo el fendémeno se considera lineal,
con una recta calculada Y= -0.4581+1.0623X (Grafica 12). En condiciones de
operacion el equipo Hitachi con respecto a Abbott produce resultados con un
99.99% de precision.

En la comparacion del método para acido drico con equipo Hitachi vs Abbot
(Tabla 8) se realizd un analisis de varianza donde se obtuvo una (r=0.9856) y
una {rz=0.9715), bajo estas condiciones de trabajo el fenémeno se considera
lineal, con una recta calculada Y= -0.2442+1.0239X (Grafica 13). En
condiciones de operacién el equipo Hitachi con respecto a Abbott produce
resultados con un 97.15% de precisién, siendo menos reproducible que para los
otros analitos, pero bastante aceptable.

En la comparacion del método para creatinina con equipo Hitachi vs Abbot
{Tabla 8) se realizd un analisis de varianza donde se obtuvo una (=0.9956} y
una {r*=0.9999), bajo estas condiciones de trabajo el fenémeno se considera
lineal, con una recta calculada Y= 0.1874+0.8873X (Grafica 14). En condiciones
de operacion el equipo Hitachi con respecto a Abbott produce resultados con un
99.99% de precision

En la comparacién del método para colesterol con equipo Hitachi vs Abbot
(Tabla 8) se realizé un andlisis de varianza donde se obtuvo una (r=0.9954) y
una (r2=0.9908), bajo estas condiciones de trabajo el fendmene se considera
lineal, con una recta calculada Y= 6.935+1.0142X (Grafica 15). En condiciones
de operacion el equipo Hitachi con respecto a Abbott produce resultados con un
99.08% de precision.
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biscusidon de resultados.

Se realizd la determinacion de los analiios, glucosa, urea, acido Urico, creatinina
y colesterol en ei equipo hitachi 717, sin problema alguno se determing, ia
precision para cada analitc en 3 niveles de conceniracion observandose que
estos analitos presentan muy buena precision a concentraciones altas como la
glucesa, urea, acido Urico, creatinina y colesterol y bajas como el &cido Grico
con coeficientes de 0.2-3% que cumplen con el requisito establecido para un
metodo especirofotometrico que es del 3%. Por lo cual se concluye que el
métado es repetible utilizando la misma muestra.

La exactitud se obtuvo utilizando el recobro de las concentraciones de la
linealidad mediante ja siguiente formuia (% de recuperacion=Valor
recuperadofValor esperado X100) los vaicres obtenidos en general se
recuperaron scbre un 100-101% lo que nos indica gue estan dentro del limite
aceptable porgue ios limites de recuperacién aceptabies se definen como de
85-100% (a distancia de 5%} por io tanto se concluye que el método es exacto
per 1o tanto vaiores obtenidos para estos analitos se acercan a los valores
reales.

la linealidad obtemida para ios cinco analitos se considera aceptable
puesto que fa pendiente obtenida es casi de 1 y la ordenada al origén es casi de
cero a excepcion de la glucosa colesterol y urea donde ia ordenada al origén es
mayor de 1 que mediante las pruebas de hipdtesis realizadas para [a ordenada
al origén y pendiente se aceptaron por que los valores obtenidos eran menores
a ios de t de tablas con una distribucidn t con 16 (glucosa, urea y colesterol) y
19 (acido urico, creatinina) grados de libertad que divide el area en 95% central
y 5% del combinado superior e inferior es de 2.12 y 2,09 y dibujando una iinea
recta a través de los puntos obtenidos concluyendo que e método es lineal de
acuerdo a la definicidén de linelidad donde la pendiente es igual a 1 y la
ordenada esigual a

El limite de deteccién obtenide es un valor bajo alrededor de 05 a 2
mg/di. muy por debajo de los niveles clinicamente aceptables que nos habla de
una buena sensibilidad por lo que se concluye que lo gue indica el fabricante es
verdadero pudiéndose utilizar con conflanza estos reachivos.,
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Conclusiones.

Se llevd a cabo la validacion del Hitachi 717 para los analitos: glucosa, urea,
creatinina, acido Urico, y colesterol, encontrandose.

L.a precision para cada analito tanto en concentraciones bgjas como aitas
estdentre 0.2 y 3 %.

La exactitud en el porcentaje de recobro esta entre 100-101 % para todos los
analitos.

La lineelidad es aceptable teniéndose valores de r2=0.999 en todos analitos,
aunque la ordenada al origén es lejana de 0 para glucosa, urea y colesterol.

El limite de deteccidn se encontrd de 0.5 a 2 mg/dL, muy por debajo de los
niveles clinicamente aceptables.

La reproducibilidad y repetibilidad mostrd un C.V < 3% para todos [os
analitos.

La muestra son estables a 8 °C durante 3 dias para todos los analitos. A
temperatura ambiente se observa una degradacion de glucosa y urea a las 24
hr y de 4cido Grice a las 48 hr, creatinina y colesterol son estables los 3 dias.

Se observd una muy buena correlacion entre el Hitachi 717 y el VP Analyzer
para los cinco analitos validados.

Con lo anteriormente expuesto se concluye que el Hitachi 717 es un equipo

confiabte para ser utilizado en la rutina del laboratorio clinico al presentar buena
precision, exactitud y iinealidad
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