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. RESUMEN

El area de Quimica Clinica es una de las mas desarrolladas por los laboratorios clinicos, ya
que en ella se analizan electrolitos, enzimas, gases y sustratos del organismo, los cuales revelan el
mecanismo bioquimico del cuerpo humano, del que depende gran parte de las enfermedades que
afectan al individuo. Para este propdsito, muchas industrias fabrican reactivos quimicos, cuya
calidad esté respaldada por su alto nivel tecnolégico y por el profundo nivel de investigacion que
realizan antes de ponerlos a disposicion de los laboratorios clinicos, satisfaciendo en todos los
casos los requerimientos de las Normas |SO 9001.

La buena calidad de los reactivos influye en el costo de los mismos, por lo que los reactivos
“baratos” pueden tener problemas de calidad o desempenio. Por lo anterior, lbs laboratorios
clinicos deben analizar cuidadosamente los reactivos que pueden ser utilizados en el analisis de
muestras de pacientes, a fin de darles un resultado confiable que refleje su verdadero estado de
salud. Para ello es necesario utilizar insumos de alta calidad, sin'elevar por ello el costo de
dichas pruebas y el precio que deben cobrar a sus pacientes.

Para los propoésitos de esta tesis, se hizo un estudio de comparacion de resultados
obtenidos en 10 analitos, procesando las muestras obtenidas con dos reactivos quimicos. Las
marcas comerciales usadas en este estudio fueron Merck® de Alemania, utilizada como “método
de comparacion” para el estudio y la otra marca comercial fue Diagnostic Chemical Limited
(DCL®) de Canada, utilizada como "metodo a comparar’.  Ambas marcas indican en los insertos
de cada analito, los estudios que realizaron para garantizar la exactitud y precisibn de sus
productos.

L.os 10 analitos realizados para efectuar la comparacion mencionada fueron: bilirrubina
directa, bilirrubina {otal, colesterol total, creatinina, glucosa, nitrogeno de urea, trigliceridos,
transaminasa glutamico oxalacetica, transaminasa glutérﬁico pirdvica y fosfatasa alcalina. Las
reacciones de los métodos utilizados son colorimétricas o enzimaticas, dependiendo del analito o

prueba realizada.
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Las muestras se procesaron en un analizador automatizado, Merck® Vitalab Selectra 2,
para evitar posibles errores humanos; los resultados fueron analizados utilizando las siguientes
pruebas estadisticas: el promedio, la desviacién estandar, la prueba de “t’, la probabilidad prueba
de “p” vy el coeficiente de correlacion de concordancia.

Segun los analisis estadisticos, se puede concluir que no existe diferencia
estadisticamente significativa entre el método de comparacion Merck y el método a comparar
DCL®, con los reactivos de: bilirrubina directa, bilirrubina total, nitrégeno de urea, transaminasa
glutamico oxalacética y transaminasa glutamico piravica.

El analisis para las pruebas del colesterol total, glucosa, creatinina, triglicéridos y fosfatasa
alcalina, demuestra que los resultados obtenidos utilizando reactivos de los métodos de Merck® y
los de DCL®, son diferentes significativamente.

Se observé como una constante que las muestras que estaban dentro de los rangos con
valores normales tenian resultados similares entre si con minima diferencia; mieniras que en las

)

muestras con valores patologicos, se observd una mayor variacion y dispersion entre los datos.
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1. INTRODUCCION

En Guatemala existen muchos laboratorios clinicos que atienden las necesidades de |a
poblacion.  Sin embargo, para ser confiables dichos laboratorios necesitan de |la alta calidad
orofesional de las personas que realizan el trabajo, del equipo adecuado y de la calidad vy
confiabilidad de 10s iInsumos con [os que se procesan las muestras. Todos estos aspectos deben
considerarse como de la mayor importancia para asegurar la confiabilidad de los resultados a un
costo razonable para el laboratorio y a un precio accesible y competitivo para el paciente.

Constantemente, muchas casas comerciales desarrollan nuevos metodos de diagnostico
clinico, con el fin de mejorar la exactitud y la precision de los ya existentes, para reducir el costo de
reactivos y de la mano de obra a traves de la automatizacion. La calidad de Iés reactivos de
diagndstico se asegura a traves de la certificacion que los fabricantes obtienen al cumplir con los
requisitos de las Normas ISO 9001 (International Standard Organization).

Es indispensable que cada laboratorio evalie los métodos que utiliza segin sus
necesidades, las cuales dependen de varios elementos, tales como el equipo que posee, el
volumen de la muestras que utiliza (ejemplo: en aplicaciones pediatricas), el tiempo de
procesamiento de las 'muestras, los tipos de muestra, el control de calidad, el espacio requerido,
la estabilidad de los reactivos vy el costo de cada prueba, que es un aspecto de mucha
importancia, tanto para el laboratorio como para el paciente (1 - 6).

Las razones que crean la necesidad de cambiar los metodos de diagnostico para quimica
clinica en el laboratorio son: la variacion en los costos de reactivos, la adquisicion de un nuevo
equipo y los avances en la tecnologia (1).

La literatura proporcionada por cada fabricante en sus reactivos permite conocer la
precision y la exactitud del metodo de diagnostico, pero es importante verificarlo en la practica.
Para logrario, es necesario procesar un numero significativo de muestras, cuyos resultados se
analizan por medio de férmulas estadisticas. Este proceso no es una rutina de control de calidad,

en la que se detectan los errores analiticos del método en uso.  El control de calidad de rutina
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detecta errores s6lo cuando éstos exceden el error inherente del metodo, es decir, cuando €]
rendimiento del método se ha deteriorado. Se requiere experimentos de evatuacion de métodos
para examinar los errores analiticos inherentes de un meétodo y relacionarlos con los
requerimientos medicos (1).

Al seleccionar un nuevo metodo de diagnostico para qui’micé clinica, ya sea por la
utilizacion de nueva tecnologia, por la adquisicidon de nuevo equipo o por {a variacion en el costo de
los reactivos, se debe analizar: la informacion que proporciona el fabricante, 1a experiencia de otros
colegas al utilizar los metodos nuevos y, o mas importante, los resultados que se obtenga al
comparar el nuevo meétodo con el método conocido y entonces aceptarlo si cumple con los
requerimientos mas importantes, tales como precisidon, exactitud, reproducibilidad y costos
razonables sin perder la calidad (1 - 4). |

Todo el personal del laboratorio que lieva a cabo 0 que participa en la introduccion de un
nuevo metodo, debe estar familiarizado con todos los detalles y todas las instrucciones de
operacion de los métodos de reactivos a comparar antes de recolectar cualquier dato que pueda
ser usado para caracterizar el proceso {1, 5).

En este trabajo de tesis se comparo con diferentes pruebas estadisticas, la capacidad
analitica entre dos métodos de diagnostico para quimica clinica: Merck® que es una marca
reconocida internacionalmente y con muchos aifos de experiencia, que se uso como metodo de
comparacion, y la marca DCL®, como el método a comparar. Ambos fabricantes certifican sus
productos a través de las Normas I1SO 9001.

Las muestras se procesaron en el equipo automatizado Merck Vitalab Selectra 2 vy se
analizaron sustratos y enzimas, entre elios: bilirrubina directa, bilirrubina total, colestero! total,
creatinina, glucosa, trigliceridos, nitrogeno de urea, transaminasa glutémicovoxalacética (ASAT),

transaminasa glutamico pirtvica (ALAT) y fosfatasa alcalina.
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iIl. ANTECEDENTES

Procedimientos de trabajo:

Con el proposito de describir el entorno en el que se desarrolld este trabajo de

investigacién, conviene recordar que en un laboratorio clinico se desarrolia una serie completa de

labores, las que pueden ser clasificadas en diferentes fases o etapas que se desarrollan en. orden

de secuencia. Dichas fases pueden ser descritas de la manera siguiente:

1. Fase pre-analitica:

En esta primera etapa se encuentran las indicaciones que el paciente debe recibir
nara realizar el analisis solicitado por el medico. La tomay manejo adecuado de muestras
segun la solicitud de examenes, almacenamiento y fransporie de las muestras si fuera
necesario (2).

2. Fase analitica:

En la fase analitica se realizan las mediciones y observaciones de las diversas
areas que cubre el laboratorio. Cada procedimiento de analisis debe describir no solo las
mediciones y observaciones implementadas en el laboratorio, sino también la verificacién
de las caracteristicas de ejecucion que pretende el autor del procedimiento o el fabricante
del sistema analitico. Ademas, debe incluirse los procedimientos de control que
corresponden a cada medicion y observacion, incluyendo los aspectos de control interno y
evaluacion externa de la calidad de las pruebas realizadas o de ios reactivos y materiales
utitizados (2). El presente trabajo de tesis se realiza dentro de esta fase.

3. Fase post-analitica

En esta etapa se estudia los resultados obtenidos, los que se correlacionan con

las sintomatologias del paciente, lo cual permite élaborar un informe real del problema que

presenta, a fin de que éste pueda ser resueito (2).
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B. Clasificacion de los métodos de medicion:

Como se sabe, un método de medicion es el conjunto de procedimientos que se utilizan
nara medir v asi obtener un resultado.  Para los propodsitos del analisis realizado en este trabajo
de investigacion, es conveniente clasificar dichos métodos de medicion, a fin de realizar las
observaciones y mediciones indicadas, con instrumentos, reactivos, calibradores y materiales de
control adquiridos comercialmente, listos para usarse, o bien, preparados en el laboratorio (1, 2).

Atendiendo los criterios basicos, los métodos de medicidn pueden ser clasificados en ios

grupos siguientes:
1. Método Definitivo o de alta precision:

Son los métodos que tienen un margen de error sistematico muy bajo y son de alta
precision. Normalmente, se basan en la dilucion de isotopos (cfomatografia Y
espectrometria de masas). Este método se utiliza para analizar materiales primarios y de
referencia. Por lo general estan fuera del alcance de los laboratorios clinicos, ya que
requieren de instrumentos extremadamente complejos. Algunos laboratorios
especializados usan estos métodos para asignar concentraciones de analito en suero
humano. Siese material es el mejor estandar de medicion disponible, puede considerarse
material de referencia primario. Este método tambiéen se utiliza para validar la precision de
los métodos de referencia (2).

2. Metodo de referencia:

Son métodos cuidadosamente investigados que tambien tienen un margen de
error sistematico muy bajo y son de alta precision. Se utilizan para analizar materiales
de referencia secundarios. Estan disponibles en algunos laboratorios, sin embargo, ia
cantidad de pasos y operaciones necesarias npara ser utilizados, los hacen .inoperantes
para un trabajo rutinario. Se usan con el propdsito de asignar valore_s a materiales de

referencia secundarios y validar asi la exactitud de métodos de campo (1, 2).
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3. Métodos de campo:

Estos metodos son utilizados para mediciones de quimica clinica de rutina con kits
comerciales o reactivos preparados en el laboratorio.  Se utilizan para obtener resultados
en forma inmediata y con el mismo grado de confiabilidad, segun lo Indicado por los
proveedores de dichos reactivos. Son meétodos usados diariamente en el laboratorio. No
obstante que estos metodos de campo deben cumpli_r, simultaneamente, las condiciones
de ser veraces y precisos para apoyar el diagnostico correcto, deben ser sencillos,

resistentes y rentables (2).

En esta clasificacion de meétodos y materiales de referencia se observa claramente como
se transfiere [a exactitud de los metodos de mayor precision a los métodos ruﬁnarios que se
calibran con materiales secundarios, con materiales de referencia o hasta con la utilizacion de un
estandar de trabajo. De esta manera, la calibracion aplicada a las mediciones de muestiras de
pacientes se validan indirectamente por métodos definitivos (2).

Durante los ultimos 15 afios se ha implementado tecnicas para mejorar los estandares de
calidad de los métodos analiticos cuantitativos utilizados en los laboratorios clinicos de Guatemala,
incrementando la confiabilidad y reproducibilidad de los mismos, logrando asi, al mismo tiempo,
que el trabajo sea mas rapido, de alta calidad y a un costo mas bajo. El enfasis de! profesional se
ha desplazado hacia la seleccion y evaluacion del método de reactivo que mejor se adapte a la
situacion del laboratorio. Se ha reconocido que el rendimiento de un meétodo puede ser
considerado objetivamente como aceptable, sdlo si sus errores son suficientemente pequenos

como para ser aceptados para uso medico (1 - 4).

C. Proposito de la evaluacion de métodos
1. Requerimientos para el Laboratorio:
Habitualmente, los nuevos metodos analiticos se desarrolian para mejorar la

exactitud y la precision de los ya existentes. De la misma manera, para su
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automatizaciéon, para reducir el costo de los reactivos y de la mano de obra, o para la

determinacion de una nueva variable analitica.

El proceso de evaluar un método es diferente al proceso de rutina de control de
calidad de un método, una vez que ha sido introducido para su uso diario.  El control de
calidad de rutina (diario) es el proceso mediante el cua!l el aurﬁento del tamano y de la
frecuencia de los errores analiticos de un meétodo son detectados, a fin de que éste pueda
ser reparado.  El control de calidad de rutina detecta errores sé6lo cuando estos exceden
el error inherente al método cuando se establecieron los intervalos de control.  El contro
de calidad de rutina no es capaz de determinar la magnitud de los errores inherentes del
metodo o decidir si son aceptables (1, 3, 4).

2. Requerimientos para el fabricante:

Cuando un fabricante desarrolla un nuevo método y lo prepara para lanzarlo al
mercado, la FDA (Food and Drug Administration) le requiere que indique el rendimiento
analitico del método, especificamente en cuantoc a precision y a exactitud. Los
compradores potenciales, al seleccionar métodos, comparan a menudo las indicaciones de
diferentes fabricantes, de maneré que éstas deben ser competitivas.  Para ello, es
menester que el fabricante presente amplios Idatos experimentales. E|l NCCLS (Comité
Nacional de Estandares para Laboratorios Clinicos) ha desarrollado protocolos para que
sean utilizados por los fabricantes en las pruebas experimentales de los metodos y en el
fratamiento estadistico de datos, a fin de exponer indicaciones defendibles en cuanto al
rendimiento de sus métodos (1, 3 - 7).

Otras organizaciones llevan a cabo estudios de evaluacion de meétodos para
verificar las indicaciones del fabricante acerca dei rendimiento analitico de un método. La
FDA ha sefalado su intencion de probar si el rendimiento de cualquier método comercial
coincide con el indicado por el fabricante y ha publicado su propio protocolo.  ElI NCCLS
esta tambien desgrrollando protocolos de prueba- para la veriiicacion de meétodos en el

iaboratorio. Repetir todos los experimentos llevados a cabo por el fabricante'perjudica E
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efectividad en cuanto a su costo. En lugar de ello, se realizan menos pruebas y se
utitizan pruebas estadisticas, como el promedio, desviacion estandar, coeficiente de
correlacion y otras, a fin de determinar si el rendimiento real es igual al indicado por el
fabricante (1, 8).

El laboratorio necesita lievar a cabo esta evaluacion lo mas eficientemente pOosiIble,
ya que se debe detectar el rendimiento del metodo con un minimo de trabajo ekperimental

y si éste fuera inaceptable, serta necesario rechazar el metodo sin llevar a cabo todos los

estudios que consumen tiempo (1 - 6).
3. Requerimientos médicos:
La decision de aceptar o de rechazar un metodo de laboratorio debe basarse en ia
capacidad de dicho método para satisfacer los requerimientos del usuario f'inal: el medico

que interpreta los resultados de una prueba de laboratorio de un pacienfe (1).

D. Requerimientos para la seleccion de métodos en el Laboratorio:

Antes de seleccionar un procedimiento de analisis se deben definir las metas de calidad.
SoOlo entonces se podra revisar la literatura técnica y tomar la decision de que métodos cumplen
mejor las metas. El mismo principio vale para la seleccion del equipo. Antes de comprar
reactivos 0 equipos se debe reunir Yy revisar toda la informacion. Si es un laboratorio ya
establecido y desea realizar cambios, se puede hacer uso de la Reingenieria, 1a cual se refiere al
proceso de redisefiar la organizacion de irabajo para lograr el éxito. Y para esto, deben participar
todas las personas que trabajan en el laboratorio, asegurandose que estén completamente
entrenados para ubicar 1as necesidades de los pacientes, de los medicos, del personal, de {os
meétodos de trabajo y de la rutina de trabajo. También debe hacerse una revision bibliografica con
todos los datos posibles sobre los métodos propuestos y considerar fas ventajas y las desventajas

que se puedan presentar mas adelante (1,5 -7).
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1. Evaluacion de necesidad:

La calidad del servicio prestado por el laboratorio se establece mediante |a
seleccion de personal, equipo y métodos analiticos. Existen numerosas consideraciones
involucradas en el proceso de seleccién de métodos, entre ellas todo lo necesario para:
entrenamiento del personal, velocidad de analisis, desembolso de 'capital, precision,
cantidad de personal, espacio requerido, tipo de método, indicaciones del fabricante,
utilidades, muestras por hora, reparaciones, linealidad, flexibilidad, exactitud, costo de
materiales, interferencias y experiencia de otros colegas (1, 3).

Ccon frepuencia, la decision de establecer un nuevo metodo o instrumento esta
basada en un requerimiento meédico de una nueva prueba que debe ser proporcionada por
el laboratorio. Un cambio en la metodologia de una prueba puede tambien éer dictada por

los progresos en la tecnologia (1, 6, 7)
2. Caracteristicas de aplicacion:

Una vez determinada la necesidad de un nuevo meétodo, se definen todas las
caracteristicas practicas requeridas del método. Estas se denominan caracteristicas de
aplicacion, inciuyen requerimientos de tamafio de muestra, tipo de muestra, horario de
recoleccion, calibracion automatizada del equipo, revision de control de calidad en linea
autodiégnéstico, velocidad de obtencion de resultados, asi como tambien el espacio
requerido en el laboratorio, sitio para almacenamiento de reactivos, disponibilidad vy
capacidad del personal de laboratorio, tiempo disponible para entrenamiento, costo por
prueba, seguridad y riesgos ambientales, tiempo de realizacion de ta prueba. Es muy
importante el tiempo de entrenamiento para el personal, pues un laboratorio puede tener el
mas completo analizador, pero si el personal no esta capacitado, el laboratorio nunca
provéeré un servicio de calidad. Varias organizaciones tienen establecidos estandares

de calidad que requieren un nivel prescrito de educacion y entrenamiento en sus

empleados (1, 4).
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. Especial énfasis merece el tamano de muestra para aplicaciones pediatricas, el
tiempo que media entre-la obtencion de muestras y resultados y la necesidad de
interrupcion de corrida para dedicarse a pruebas "stat”, ademas de la velocidad de analisis
de muestras en gran escala para estudios de poblacion. Es esencial que el método
seleccionado satisfaga estos requerimientos fundamentales (1).

El costo por prueba ha sido definido como una caracteristica de aplicacion. El
analisis de costo para la justificacion de instrumentos es algo que los encargados de |os
laboratorios estan obligados a hacer, asi, demostrar en forma objetiva los beneficios en la
adquisicion de un nuevo instrumento, ya que soélo decir que la nueva instrumentacion sera
para mejorar el cuidado del paciente no es suficiente, sino debé analizarse cOmo, por
cuanto, o qué cuidados del paciente seran mejorados y bajo que costo. 1 Uno de los
crecimientos positivos del analisis de costos es que ha incrementado la competencia entre
vendedores; otro es que el tener un analisis escrito de varios instrumentos y obtener sus
especificaciones, |0 ayudara a saber exactamente que oferta debe aceptar y cual no. Debe
recordarse que el efecto de la inversidn de capital en el costo de cada prueba, hay que
X sumar la depreciacion vy la regla general del 10% de los costos del capital inicial como los

gastos del contrato de mantenimiento anual. Entonces se totalizan los costos de
mantenimiento y depreciacion y se dividen dentro de las pruebas realizadas. Los factores
que aumentan los costos directos deben considerarse a los fines de comparacion entre 10s
métodos estudiados. Estos incluyen el costo del capital depreciado, costo de reactivos y
materiales, costo de servicio y reparacioén y costo de mano de obra (1 - 3).
) 3. Caracteristicas de rendimiento analitico:
El método debe ser definido también en términos de sus capacidades de

rendimiento analitico. La evaluacion de algunas caracteristicas basicas de desempeno de

la medicidn completa puede ser una buena medida de la calidad del reactivo. Es
- necesario que se sepan los valores esperados de estas caracteristicas. Los resultados se

deben interpretar cuidadosamente para que cualquier falla o desviacion del valor esperado
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se pueda atribuir correctamente a un defecto del reactivo. Los objetivos globales de
rendimiento analitico han sido discutidos en términos de error permisible en base a la
aplicaciéon médica de la prueba. Otros aspectos de rendimiento que deben ser definidos
son el intervalo de utilizacién del método (linealidad), costo, requerimiento de equipo
especializado, entrenar al personal, dificultades técnicas, tiempo requerido, estabilidad de
l0s reactivos, capacidad del analizador para detectar el consumo de reactivos en caso de
sustratos enzimaticos, intervalo de referencia esperado, cantidad de error causado por
sustancias interferentes, precision (dentro de las corridas, entre las corridas, interdiaria y
total) y exactitud del meétodo (determinada por comparacidon de resultados con los
obtenidos por un metodo de referenciaio estandar) (1 - 4).

Es muy importante que el método seleccionado sea evaiuado expérimentalmente
para determinar si el rendimiento real del meétodo en el laboratorio satisface las
necesidades de aplicacion medica en la institucion del usuario.  Las indicaciones del
fabricante sobre el rendimiento deben considerarse sélo como un punto de partida para
determinar el rendimiento real en el laboratorio (1, 4, 8).

Como proximo paso se debe revisar |la bibliografia técnica y profesional para
determinar los métodos disponibles y obtener alguna informacion acerca de sus
caracteristicas de apiicacidbn metodoldgicas y de rendimiento. Es tambien (tii consultar
con colegas sobre sus experiencias y recomendaciones (1, 8).

La dltima etapa del proceso de seleccion implica reunir toda la informacion a fin de
llegar a una eleccion final.  El uso de un esquema de clasificacion numerica permite
obtener una apreciacion globai mas objetiva de los metodos en estudio. El esquema de
clasificacién numerica puede ser adaptado mediante el uso de factores de ponderacion

apropiados para las caracteristicas que son mas importantes (1).
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E. Evaluacion de un meétodo en el Laboratorio

El objetivo del estudio de evaluacion de métodos es establecer si el error analitico del
meétodo seleccionado es aceptable. E!l proceso de evaluacion de métodos implica la estimacion de
la magnitud de error analitico para una muestra de un paciente. Los experimentos efectuados en
el laboratorio a fin de obtener datos para estimar los errores se eligen porque dan estimaciones
cuantitativas de errores aleatorios y sistematicos con un minimo de trabajo experimental.  Sin
embargo, las estimaciones de error obtenidas pueden no ser validas si estan basadas en ciertas
presunciones no verdaderas. Estas presunciones incluyen la familiaridad del operador con el
procedimiento del método, estabilidad de calibradores, controles reactivos y linealidad de
respuesta en todo el intervalo de trabajo (1, 5).

1. Familiarizacion:

Es esencial que los operadores del método se tamiliaricen completamente con los
detalles del método y la forma de operar el instrumento, antes de recopilar datos que sean
utilizados para caracterizar el rendimiento del metodo (1, 3, 5, 8).

2. Estabilidad:

Durante la evaluacion del método se debe considerar la fecha de vencimiento del
reactivo indicada por el fabricante, para evitar que se presenten serios problemas de
estabilidad de este que Incidan en el rendimiento analitico del metodo (1, 8).

3. Linealidad.

La Federacion Internacional de Quimica Clinica (IFCC) ha definido el intervalo

analitico en un sentido cualitativo, estableciendo que es "el intervalo de concentracion u

otra cantidad de la muestira en el cual el método es aplicable sin modificacion” (1, 2).

F. Experimentos de evaluacion final
Los experimentos de evaluacidon final, son los que llevan mas tiempo y proveen
potencialmente la informacion definitiva acerca del rendimiento diario del método en estudio con

las muestras reales de pacientes (1).
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1 Comparacién de metodos.

El experimento de comparacidon de meétodos determina el error sistematico en
estudio, utilizando muestras reales de pacientes. Un grupo de muestras de pacientes se
analiza mediante el método en estudio y un método comparativo en el que se conoce su
precision y su exactitud. Las diferencias sistematicas entre los dos metodos se interpretan
como errores del método en estudio, si se considera que los resultados del método de
comparacion tienen escaso o0 ningun error (errores aleatorios y sistematicos
insignificantes). Por ende, el método comparativo debe ser de ta mayor calidad posible,

de modo que los errores no sean atribuidos, equivocadamente, al metodo en estudio (1,5).

En la practica, el método comparativo es con frecuencia el metodo de rutina en el
laboratorio, pero no es de calidad de referencia. Es (til comparar los resuitados del
metodo en estudio con ios del meétodo de rutina, pero las diferencias entre ambos métodos
deben ser interpretadas cautelosamente, a menos que se sepa que la calidad del método
comparativo es elevada (1, 7).

Las muestras deben ser cuidadosamente seleccionadas a fin de que representen
en forma eficiente la carga de trabajo de ruting; por lo general suele ser necesario un pre-
analisis mediante el metodo de rutina.  Las muestras se analizan con cada método por
duplicado. Los reéultados deben examinarse con cuidado y representarse diariamente.
Las evaluacio_nes de los metodos en estudio y comparativo deben efectuarse al mismo
tiempo o lo mas cerca posible uno del otro. Si esto no es posible, las muestras deben

conservarse de manera que garanticen la estabilidad de la variable analitica (1).

Existen a nivel mundial muchas publicaciones en las cuales se utilizan diferentes
combinaciones de -férmulas estadisticas para realizar las evaluaciones de métodos, asi por
ejemplo, la prueba de Wilcoxon para determinar diferencias significativas en Ia_variabilidad entre
las  mediciones con datos corregidos y no corregidos. Asi tambien se utiliza el método de

Passing y Bablok para mostrar que los meétodos son analiticamente comparables. También se




21

utitizan paquetes de software SPSS 7.5. La correccion de Bonferroni es usada en otros estudios.

El método de residuales, por el analisis de error Grid y por los coeficientes de variacion
para medidas en serie, se utiliza en diferentes estudios comparativos. En algunos estudios de
comparacion de meétodos, los datos estan sujetos a una transformacion logaritmica para el
rendimiento de la distribuciéon gaussiana, y ejecutar ANOVA en la transformacion de los valores
seguidos por el procedimiento de la comparacion multiple de Bonferronis, para las diferencias
estadisticas entre pares de grupos. El analisis de regresion lineal se usa para el estudio de
comparaciéon. También se utilizan las graficas ROC para observar las diferencias significativas,
graficar sensibilidad y especificidad, ademas de los valores predictivos. Al hacer la com'paracién
de dos ensayos homogéneos, se realizan meétodos de estadistica descriptiva como la media,
desviacion estandar, coeficiente de correlacion de concordancia, que se puede‘n calcular por

medio del programa de Microsoft Excel, Version 5.0 (11 - 22).

G. Tecnicas espectrales:

1. Espectrofotémetro de haz simple:
El aparato requerido puede ser dividido en 5 componentes basicos:
a) una fuente estable de energia radiante;
b) un selector de longitud de onda;
C) un dispositivo para contener el recipiente transparente (cubeta), que contiene

la solucion a ser medida;

d) un detector de energia radiante, y

e} un dispositivo para leer la sefial eléctrica generada por el detector.

Si se usa un filtro como selector de longitud de onda, se dispone solo de luz
monocromatica a longitudes de onda discretas y el instrumento se denomina "Fotdmetro”.
Si en cambio se dispone de un monocromador (esto es un prisma ¢ una red de difraccion)

como selector, el instrumento puede proveer luz monocromatica en un intervalo continuo
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de longitudes de onda y se denomina "Espectrofotometro” o "Espectrometro”. Son a

menudo instrumentos de doble haz que poseen dos portacubetas, uno para la muestra y

otro para el blanco (1).

H. Automatizacion en analisis clinicos:

La automatizacién, aplicada a la quimica clinica, puede definirse como el automovimiento o
transferencia mecanica de una muestra dentro de un complejo sistema de armado industrial que
constituye una sucesidn de maquinas autoactivas, cada una de las cuales completa una etapa
especificada en el proceso analitico total, desde la muestra en bruto hasta el resultado analitico.
Una segunda definicibn es la aplicacidén de procedimientos totalmente automatizados en la

eficiente realizacion y control de operaciones que involucran una secuencia de procesos complejos

estandarizados o repetitivos en gran escala (1).

Si bien el termino de "automatizacion” implica el procesamiento de gran numero de
muestras, los principios inherentes a la automatizaciéon pueden aplicarse asimismo al analisis de
muestras aisladas pero por lo comun esta altamente automatizado (1, 2, 4, 8).

La creciente presion econdmica para reducir los costos operativos hara atractivos los
instrumentos que mejoren la productividad. Estos han de tender a ser analizadores selectivos,
conservadores de muestras y de reactivos costosos, capaces de llevar a cabo gran numero de
oruebas. Las areas que requieren perfeccionamiento son las de preparacion e identificacion de
muestras y reduccidn de trascripcion manual de resultados. A estos fines, las computadoras de
laboratorio que leen codigos de barra y transcriben datos se haran comunes y los instrumentos se
veran aliviados de ciertas tareas que se realizan mejor sobre |la base de computadoras, si bien |a
interacciéon entre los dos se ha de volver mas elaborada. Los volumenes de reaccion han de
continuar disminuyendo y con ello el costo de los reactivos. Los instrumentos
espectrofotomeétricos continuaran dominando. Los nuevos instrumentos han de ser higienicos y
mecanicamente sencillos, requiriendo un minimo de mantenimiento diario. Tendran un repertorio

relativamente amplio de pruebas, de manera que en el laboratorio se han de requerir mencs




23

- secciones. El costo de capital se vera aumentado debido a las caracteristicas que reduciran los

costos operativos y de mano de obra. La comunicacion entre el operador y el instrumento se ha

de volver mucho mas conveniente (1).
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IV. JUSTIFICACION

En todos los laboratorios clinicos se hace necesario evaluar l0s nuevos métodos que pueden
ser utilizados para trabajar en las diferentes areas de trabajo, en especial los de quimica clinica.
Es necesario determinar la calidad de los nuevos métodos introducidos al mercado nacional, los
cuales ofrecen ventajas respecto a los métodos tradicionalmente conocidos, tales como rapidez y
sencillez en su utilizacion y precios mas accesibles, en beneficio tanto para el laboratorio como

para el paciente.

No se ha realizado trabajos anteriores en nuestro pais sobre la evaluacion de metodos, por lo
que es del sumo interes hacer dicha evaluacion entre dos metodos: uno de alta Con.fiabilidad y allo
precio y otro que, aunque presenta casi igual grado de confiabilidad, ofrece un precio mas
reducido, y como consecuencta de dicha evaluacion, elaborar una guia practica para que los

laboratorios interesados puedan efectuarla bajo sus propias condiciones.
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" V. OBJETIVOS

Los objetivos principales del presente trabajo de tesis se resumen en dos puntos principailes:

A. Determinar la correlacién analitica entre los reactivos para quimica clinica de Merck® vy
DCL®, aplicados en diez analitos distintos, a fin de establecer si la utilizacion de los
reactivos de 1a segunda marca, pueden sustituir a la primera en los diferentes analitos que

se procesaron en este estudio.

B. Proponer una guia practica que pueda ser utilizada faciimente por los laboratorios clinicos
que desean comparar reactivos de uso conocido y poder demostrar si el reactivo nuevo se
desempefa igual que el que esta en uso, con el proposito de utilizar otros reactivos mas

accesibles en cuanto a su costo, sin sacrificar con ello la calidad de las pruebas realizadas.
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VI. HIPOTESIS

Los reactivos para quimica clinica de DCL®, correlacionan adecuadamente con [os
resultados obtenidos al utilizar los reactivos de Merck®, por lo que pueden utilizarse en el
laboratorio clinico con la misma seguridad y confianza de calidad del reactivo de Merck® a un

costo mas bajo.

Hipotesis nula = Ho: los resultados obtenidos con ambas marcas de reactivos son iguales.

Hipdétesis alterna = Ha: los resultados obtenidos con ambas marcas de reactivos son diferentes.
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VIl. MATERIALES Y METODOS

A. Universo de trabajo
Reactivos para quimica clinica de marca Merck® y DCL® para: bilirrubina directa, bilirrubina
total, colesterol total, creatinina, glucosa, nitrdgeno de urea, triglicéridos, transaminasa glutamico
oxalacética (ASAT), transaminasa glutdmico pirdvica (ALAT) y fosfatasa alcalina.
1. Muestra:
Se analizaron 434 muestras de sueros de pacientes, 30 muéstras para la
bilirrubina directa, 33 muestras para la bilirrubina total, 45 muestras para el colesterol total,
45 muestras para la creatinina, 53 muestras para la glucosa, 31 muestras para el nitrogeno
de urea, 57 muestras para los triglicéridos, 41 muestras para la transaminasa glutamico
oxalacética, 53 muestras para la transaminasa glutamico piravica y 44 muestras para la
) fosfatasa alcalina. | as muestras de sueros para los analisis, se obtuvieron de los
pacientes que asisten al Laboratorio Clinico del IGGS zona 9, Laboraforio Clinico de
Unidad Nacional de Atencion al Enfermo Renal Crénico (UNAERC) y el Laboratorio Clinico

| de APROFAM.

B. Materiales

1. Recursos humanos:
a) Julia Isabel Alvarado Egli (tesista)
b) Licenciada Alba Mérina Valdés de Garcia (asesor de tesis)

- c¢) Licenciado Rafael Armando Elgueta Spinola (co-asesor de tesis)

2. Recursos Institucionales:
a) Merck® S. A.
b) Laboratorio Clinico del IGGS zona 9

c) Laboratorio Clinicc de la Unidad Nacional de Atenciéon al Enfermo Renal

Crénico (UNAERC)
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; d) Laboratorio Clinico de APROFAM

3. Recursos materiales:

a) Materiales:

1) tubos para transportar las muestras
i) gradiilas

i) hielera

\ guantes

V) etiquetas para identificacion

b) Reactivos:
) Reactivos de Merck®:
bilirrubina directa (B1A01372), bilirrubina total (B1A01372), colesterol total
(1.14830.0001), creatinina (1.03385.0001), glucosa (B1A02475),
triglicéridos (1.14856.0001), nitrégeno de urea (B1A02374), ASAT
(1.14829.0001), ALAT (1.14820.0001), fosfatasa alcalina _(1.14858.0001),
_ calibrador para bilirrubinas (DC-17), calibrador SMT (1.19720.0002),
Qualitrol HSN (1.10937.0001), Qualitrol HSP (1.10938.0001).
Sputofluol 10%, HCI 0.1 N.
1) Reactivos de DCL®:
bilirrubina directa (202-S7), bilirrubina total (204-S7), colesterol total
' | | (234-60), creatinina (221-30), glucosa (235-60), triglicéridos (236-60),
nitrogeno de urea (239-10), ASAT (319-10), ALAT (318-10), fosfatasa
alcalina (309-10).
c) Equipo:
) Merck® Vitalab Selectra 2
i) Refrigerador

i) Pipetas calibradas (100 - 1,000 ul)
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] C. Metodo
1. ldentificacidon de las metodologias de trabajo de los reactivos usados:

Se obtuvo informacion sobre |a historia de la empresa Merck® y DCL®, por ser l0s
fabricantes de los reactivos utilizados en este estudio de comparacion.  Ademas, se
estudiaron los insertos de cada una de las metodologias de las bruebas designadas para
trabajar. Esta informacion se utilizd para programar el equipo automatizadd donde se
realizaron las pruebas, entre ellas esta el principio de la reaccion, presentacion de los
reactivos, preparacion de los reactivos si fuera necesario, temperatura de trabajo, volumen
de muestra, volumen de reactivo, longitud de onda a la que se lee la reaccidn, calculo de
los resultados, valores de referencia, linealidad, precision y exactitud (1, 3-9, 25, 26) (ver
anexo 1-10).

2. Recoleccidon de muestras:
La muestra se obtuvo por puncidon venosa, separando el suero del coagulo por

centrifugacion y almacenando estos sueros ya identificados y clasificados en el congelador.

En el caso de las muestras ictericas, l0s tubos fueron envueltos con papel de aluminio para

protegerios de la luz. Las muestras se transportaron en un recipiente adecuado para

mantener la temperatura necesaria, y luego fueron congeladas en el laboratorio hasta

completar el numero total de muestras, planificando trabajar las pruebas que tuvieran las
mismas caracteristicas y por ambos metodos el mismo dia (1-4).
3. Principios de los reactivos de diagnoéstico Merck®:

Es un grupo de em_presas de actividad a nivel mundial en el campo de productos

farmaceéuticos y quimicos de alta calidad, con tecnologia especifica para producir reactivos

certificados por las normas ISO 9001 (27).

El fundamento de la prueba, para el analisis de la bilirrubina directa y bilirrubina
total es que la azobilirrubina producida por la reaccion entre las bilirrubinas y la sal de
- diazonio del acido sulfanilico presenta una absorcidn maxima a 555 nm en medio acido.

; i | La intensidad de la coloracidn es proporcional a la cantidad de bilirrubina que ha
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reaccionado. En ausencia de un acelerador, solo reaccionan las bilirrubinas conjugadas.
En presencia de un acelerador, el dimetilsulfoxido (DMSO), las bilirrubinas no conjugadas

participan también en la reaccion que determina entonces la proporcion de bilirrubina total

(25).

Acido sulfanilico + nitrito de sodio 3. acido sulfanilico diazo

Bilirrubina directa + acido sulfanilico diazo ———p azobilirrubina
o

DMSO
Bilirrubina total + Acido sulfanilico diazo ——mmp azobilirrubina

El fundamento para la determinacion de colesterol total, es que este y sus esteres
son separados de las lipoproteinas por detergentes. Los esteres de colesterol son
hidrolizados por el colesterol esterasa. El colesterol producido junto con el colesterol libre,
son oxidados por medio de colesterol oxidasa, formando peroxido de hidrogeno, este

ultimo reacciona con 4-aminoantipirina y alcohol salicilico en presencia de peroxidasa,

produciendo una quinoneimina coloreada (25).

Colesterol
esterasa
Colesterol-esteres > colesterol + acidos grasos
Colesterol
oxidasa
Colesterol + O, H,05
Peroxidasa

H,O, + 4-aminoantipirina quinoneimina

P .
T P NI P R I
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En la creatfnina, el principio es, que en solucion alcalina, la creatinina forma con el
acido picrico un compuesto amarillo-naranja. Debido a la baja concentracion de acido
picrico utilizada en este método, una precipitacion de proteinas, no es necesario. La
concentracion del colorante formado, depende de un determinado intervalo de tiempo.
Como resultado de la rapida reaccion entre la creatinina y el acido picrico, las reacciones
secundarias no causan interferencias. Este método se caracteriza por la alta eSpeQificidad

(25).

OH "
I complejo Janovski (rojo)

Creatinina + picrato

El fundamento de la prueba de la glucosa, es que |a intensidad de la coloracion a
500 nm es proporcional a la concentracién de glucosa en la muestra. La reaccién es la
sigulente: la glucosa en presencia de oxigeno, por la glucosa oxidasa, forma &cido
gluconico y peroxido de hidrogeno, lo cual mas fenol y amino-4 antipirina, en presencia de

peroxidasa forma una quinonimina coloreada y agua (25).

Glucosa
oxidasa
Glucosa + O, I I acido gluconico + H,O.
peroxidasa
—P

H,O, + fenol + amino-4 antipirina gquinonimina coloreada + 2 H,O
La metodologia usada para la determinacion de nitrégeno de urea, es la
siguiente, la disminucion en la absorbancia a 340 nm junto con la formacion de NADH es
directamente proporcional a la concentracion de nitrégeno de urea en la muestra: Ia
reaccion es la siguiente, la urea y agua, en presencia de ureasa, forma NH; y CO,, sisele

agrega 2-oxoglutarate y NADH e H’, en presencia de glutamato deshidrogenada, forma

L-glutamato, NAD y agua (25).
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Ureasa

P>

Urea + H,O 2NH; + COs,

Glutamato
deshidrogenasa

—>

NH; + 2-oxo-glutarato + NADH + H’ L-glutamato + NAD™ + H,0O

El fundamento para ia prueba de los trigliceridos es que mediante las lipasas

~ especiales, los triglicéridos se hidrolizan enzimaticamente en glicerina y acidos grasos

libres. La glicerina se transforma segun las siguientes reacciones (25):

GK
Giicerina + ATP i | -a-glicerina-3-fostato + ADP
GPO
—p

L-a-glicerina-3-fosfato + O, dihidroxiacetonfosfato + H,O,

En la prueba de transaminasa glutamico oxalacética, la reaccion es la siguiente:

ASAT

2-oxoglutarato + L-aspartato i I glutamato + oxalacetato

MDH

— malato y NAD'

oxalacetato + NADH + H”
La disminucion de NADH es medido fotométricamente y es directamente

proporcional a la actividad de la transaminasa glutamico oxalacética (25).

La determinacién de la transaminasa glutdmico pirdvica segin las
recomendaciones de l|la federacion internacional de Quimica clinica tienen el siguiente

fundamento;

ALAT
P

2-oxoglutarato + L-alanina glutamato + piruvato
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.DH
4“—>

piruvato + NADH + H’ lactato y NAD®

La velocidad de disminucion del NADH se mide fotométricamente y es
directamente proporcional a la actividad de la transaminasa glutamico piruvica en |a

muestra (25).

El fundamento para la prueba de fosfatasa alcalina es que:

AP

<4

fosfato de 4-nitrofeniio + H, fosfato + 4jnitrofenolato

| a velocidad del aumento de 4-nitrofenolato se determina fotomeétricamente y es

directamente proporcional a la actividad de AP en el material de las muestras (25).

El calibrador SMT se usa para calibrar las pruebas en la medicion de sustratos y
electrolitos en analizadores multiparamétricos.  Es un suero liofilizado y estable de origen
bovino. Las concentraciones de los sustratos y electrolitos se encuentran dentro del rango
de normalidad o en el limite entre normal y patologico (25).

El Qualitrol HS N es un suero control normal, preparado de un pool de plasma
humano, con 47 datos analiticos de los mas importantes que se incluyen en la rutina de
quimica clinica en el laboratorio.  El Qualitrol HS P es un suero control patolégico con 45
componentes.  AmMbos estan aprobados por ia FDA, v s_in la presencia de anticuerpos de
HIV 1 + 2, HCV, y el antigeno de superficie de la hepatitis B. Aunque siempre se deben
maniputar como material infeccioso (25).

4. Principios de los reactivos de diagnoéstico DCL®:

Desde 1970, DCL® ha creado reactivos y productos de diagnostico de acuerdo a

las regulaciones de la FDA. De conformidad con el sistema de calidad, cuenta con el

certiticado estandar 1SO 9001-1994 (certificado 004229) (26,28).

El fundamento de la prueba, para el analisis de |a bilirrubina directa y bilirrubina

total es que el acido sulfanilico reacciona con el nitrito de sodio para formar acido
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sulfanilico diazotado. La bilirrubina directa reacciona con el acido sulfanilico para formar

azobilirrubina (26).

Bilirrubina directa + acido sulfanilico > azobilirrubina (rojo)

0

Bilirrubina total + acido suifanilico i

azobilirrubina (rojo)
La absorbancia de la mezcla de reaccion a 555 nm es directamente proporcional a

la concentracion de bilirrubina indirecta (26).

El fundamento para la determinacion de colestero! total, es que los esteres de
colesterol son hidrolizados a colesterol libre por el colesterol esterasa (CE). El colesterol
libre es oxidado por e! colesterol oxidasa (CO) a 3-colestona y H202. El peroxido de
hidrogeno producido reacciona con la 4-aminoantipirina y el p-hidroxibenzoato en
presencia de peroxidasa para formar un cromogeno con un maximo de absdrbancia de 505
nm. La intensidad de color producido es directamente proporcional a la concentracion de

colesterol presente en fa muestra (26).

CE

—

Esteres de colesterol Colesterol + Acidos Grasos

CO
—>

Colesterol + O, 3-colestona + H,0;

Peroxidasa
2H,0, + 4-aminoantipirina + p-hidroxibenzoato i Quinoneimina + 4H,0

En la creatinina, el principio es que en un eh alcalino, la creatinina reacciona con
el picrato para formar el complejo de Janousky (complejo creatininapicrato), el cual
absorbe a 510 nm vy es proporcional a la concentracién de creatinina en la muestra. El

procedimiento puede calibrarse usando un estandar que sirva como directriz (26).
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OH "
»

Creatinina + picrato complejo Janovski (rojo)

El fundamento de la prueba de la glucosa, es que la glucosa es fosforilada por la
hexoquinasa (HK) en presencia de adenosintrifosfato (ATP) y magnesio para formar
glucosa-b-fosfato (G-6-P) y adenosin difosfato (ADP). El G-6-P es oxidado por glucosa-
o-fosfato deshidrogenada (G-6-PDH) en presencia de nicotinamida adan dinocledtida
(NAD) produciendo 6-fosfogluconato y NADH. La formacion de NADH causa un
incremento en la absorbancia a 340 nm que es directamente proporcional a la

concentracion de glucosa en la muestra (26).

Hexokinasa
VINCE
Glucosa + ATP S glucosa-6-fosfato + ADP
G-6-PDH
Glucosa-6-fosfato + NAD” P g-fosfocluconato + NADH + H*

La metodologia usada para la determinacion de nitrogeno de urea, es la
siguiente: en el procedimiento de Talke y Schubert, la urea se hidroliza primeramente a
través de la ureasa para producir amoniaco y bioxido de carbono. - El amoniaco que se
produce en la primera reaccion reacciona con el 2-oxoglutarato y con el cotactor reducido
en presencia de glutamato de deshidrogenasa (GLDH) para producir glutamato y cofactor
(I1). El decremento en la concentracion del cofactor reducido es monitoreado a 340 nmy

es proporcional a la concentracion de la urea en la muestra (26).

Ureasa ,
Urea + Hgo 2NH3 + C02
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GLDH

> L-glutamato + NAD™ + H,O

NH, + 2-oxoglutarato + NADH + H’

El principio para |la prueba de los triglicéridos es que los trigliceridos del suero son
hidrorlizados, formando glicerol y acidos grasos a traves de la lipasa. En presencia de ATP
y de dlicerol cinasa (GK), el glicerol se convierte en dlicerol- 1-fosfato y la oxidasa de
fosfato de glicerol, y la oxidasa de fosfato de glicerol oxida al glicerol-1-fosfato para
producir peréxido de hidrégeno. La condensacion del peroxido de hidrégeno con el DHBS y
la 4-amino-antipirina en presencia de la peroxidasa produce un complejo coloreado de
quinoneina. El incremento en la absorbancia a 520 nm debido a la formacion de quinonei-

mina es directamente proporcional a la concentracion de triglicéridos en la muestra (26).

Lipasa
Triglicér s . . .
riglicéridos + H,O glicerol + acidos grasos

GK, MG**
_____._>

Glicerol + ATP glicerol-1-fostato + ADP

GPO

.___._.b

Glicerol-1-fosfato + O, H,O, + fosfato de dihidroxiacetona

peroxidasav
H,O, + p-clorofenol + 4-aminoantipirina quinoneimine + H,O

En la prueba de transaminasa glutamico oxalacética, la AST cataliza la reaccion
del 2-oxoglutarato y L-aspartato a oxalacetato y L-glutamato. La MDH (malato

deshidrogenasa) enseguida cataliza la oxidacion del NADH a NAD". La disminucién de la

o . L] . .
. ..
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L absorbancia de la mezcla de reaccidon a 340 nm, debido a la oxidacion del NADH, es

directamente proporcional a la actividad de la AST (26).

a-cetoglutarato + L-aspartate l L-glutamato + oxalacetato

MDH
- >

oxalacetato + NADH + H’ malato + NAD"

La determinacion de la transaminasa glutdmico pirdavica La ALT cataliza la
conversion de L-alanina y alfa cetoglutarato a piruvato y glutamato. La lactato
deshidrogenasa cataliza la oxidacion de NADH a NAD. La disminucion de la absorbancia

de la mezcla de reaccién a 340 nm, debido a la oxidacidon del NADH, es directamente

oroporcional a la actividad de la ALT (26).

ALT

v a-cetoglutarato + L-alanina l L-glutamato + piruvato

LDH

piruvato + NADH + H’ ’ lactato + NAD”

El fundamento para la prueba de fosfatasa alcalina es que: La fosfatasa alcalina
hidroliza el p-nitrofenil fosfato (p-NPP) para formar el cromogeno p-nitrofenol. £l incremento
en la absorbancia a 405 nm debido a la formacién del p-nitrofenol es proporcional a la

actividad de fosfatasa alcalina (20).

AP
- P

n-nitrofenil fosfato + H,O p-nitrofenol + HOP, = + 2H"
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5. Procesamiento automatizado de muestras:

Las muestras se procesaron en el Merck® Vitalab Selectra 2, se programé segun
las indicaciones de los insertos para cada uno de los analitos, con la cantidad de reactivo y
muestra necesarios, temperatura de trabajo, tiempo de incubacion, longitud de onda, filtro,
limites de absorbancia, calculos, limites de dilucion y valores de referencia.

Se hizo un plan de trabajo para procesar los diferentes analitos con las respectivas
muestras que habian sido recolectadas para ellos.

Para comenzar a trabajar diariamente, se encendia el Merck® Vitalab Selectra 2,
se programaba el blanco de rotor para asegurar la limpieza de las cubetas, se
programaban las pruebas y las posiciones de los reactivos, indicando cuales necesitaban
blanco de reactivo, el calibrador, los controles Qualitrol HS P (con valores. patologicos) y
un Qualitrol HS N (conﬁvalores normales).  Se reviso que los valores de los calibradores y
de los controles estuviesen dentro de los rangos aceptables que trae cada inserto, y
despueés, se programaban las posiciones de las muestras para ser procesadas. Después
de esto, el aparato hacia una limpieza con Sputofiuol al 10% y HCI 0.1N para limpiar entre
una muestra y otra los tubos de asbirado.
a) Equipo automatizado Merck® Vitalab Selectra 2:
El Merck® Vitalab Selectra 2 es un analizador de acceso al azar (Random Access)
totalmente selectivo. Se pueden programar libremente hasta 60 parametros, pudieéndose
realizar simultaneamente 32 de ellos para cada muestra. Los tipos de mediciones que
pueden realizarse son: cineticas, mediciones a dos puntos y a punto final, con
calibraciones lineales o no lineales. A punto final se pueden realizar mediciones
bicromaticas (24).
El equipo esta constituido por:

). Sistema de dosificacion:

Rotor con 24 posiciones para frascos de 25 ml y 8 posiciones para frascos de 7 ml,

con un consumo promedio de reactivo de 300 ul por tecnica. Compartimiento de
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reactivos refrigerado. Canula de reactivos atemperada y con sensor de nivel, y
volumen programable de reactivo: hasta 400 microlitros por técnica (24).

ii). Sistema de muestras:

Rotor de muestras con dos segmentos: sector exterior con 51 posiciones para
muestras de rutina, 3 posiciones para urgencias, 10 para’ calibradores (incluyendo
blanco), 6 muestras pediatricas y 4 para controles (en todas |las posiciones pueden
colocarse tubos primarios de 5 mi o copas de muestra). Volumen de muestra de 2
a 30 microlitros por técnica (programables en pasos de un microlitro). Canula de
muestra con sensor de nivel y agitador integrado (24).

i) Sistema de pipeteo:

Dos microjeringas Hamilton: (muestra 100 microlitros - reactivo 1000 microlitros)
24) '

iv) Rotor de reaccion:

Ré)tor semidesechable con 48 cubetas. Paso Optico de 7 mm para un volumen
minimo de medicion de 250 microlitros (24).

V) Unidad de lavado: -

Lavado de cubetas con aproximadamente 4 x 400 microlitros de agua. la unidad
de favado viene equipada con sensores de niVeI (24).
Vi) Fuente de luz:

Lampara de cuarzo-yoduro 12V - 20W (24).

Vii) Rango de longitudes de onda:

j!
Seleccion automatica de longitudes de onda mediante un rotor de 8 filtros (340,

376, 405, 436, 505, 546, 578 y 620 nm). Anchura media de banda de 8 a 12 nm
(24).
Viii) Temperatura de medicion:

37° C +/- 0.1° C. Controlado con elementos Peltier (24).
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X} Modos de medicion:

Modos mono vy bi-reactivo. Medicidn de técnicas cineticas de manera continta con

chequeo de linealidad (22 puntos de medicion). Mediciones bicromaticas con/sin

blanco de muestra, con/sin blanco de reactivos. Mediciones a dos punios.

Grafica con todos los puntos medidos. Repeticion automatica con dilucidn de la

muestra. Curvas no lineales con estandares (24).

X) Ciclo:

Modo monoreactivo: 20 segundos. Velocidad: 180 pruebas por hora. Modo
bireactivo: 27 segundos. Velocidad 133 pruebas por hora (24).

Xi) Control de calidad:

Hasta 15 controles en total y 3 controles por método. Analisis de d+atos por medir
de la regla de Westgard y graficas de Levy-Jdennings (24).

Xii) Computador:

IBM PC compatible. Pantalla de 12 pulgadas. Disquete de 3.5". Teclado AT 101

teclas. Impresora térmica de 40 columnas. Impresion de informes formateable

(24).

Xili } Otra informacion:

Capacidad de operacion: modo dependiente hasta un maximo de 180
determinaciones/hora. Random. Espacios para emergencias y pruebas
pediatricas.

Equipo abierto: totaimente programable por el usuario. Facilidades de manejo:

completamente computarizado y simple de manejar a través de menus en pantalla

(24)
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6. Diseno de la investigacion:
a) Muestra:

La recoleccion de muestras se hizo por conveniencia, para que los datos fueran
representativos, el minimo de muestras a trabajar eran 30 sueros por-analito, de los cuales
15 debian ser patologicos y 15 normales, y quedo de la siguiente manera:

30 muestras para la bilirrubina directa, 33 muestras para la bilirrubina total, 45 muestras
para el colesterol total, 45 muestras para la creatinina, 53 muestras para la giucosa, 31
muestras para el nitrdgeno de urea, 57 muestras para los trigliceridos, 41 muestras para la
transaminasa glutamico oxalacética, 53 muestras para la transaminasa glutamico piruvica y
44 muestras para la fosfatasa alcalina. Es decir, que se procesaron un total de 434
muestras, las cuales fueron recolectadas en el  Laboratorio Clinico del ilGGS zona 9,
Laboratorio Clinico de Unidad Nacional de Atencién al Enfermo Renal Crénico (UNAERC) y
Laboratorio Clinico de APROFAM. .

b) Variables:

Dependientes: |os resuitados obtenidos por los 10 analitos con los reactivos de Merck® y

los 10 analitos con los reactivos de DCL®.

Independientes: las metodologias utilizadas para cada analito, por Merck® y por DCL®.

c) Diseio:

Se realizd un disefio pareado: cada muestra simultaneamente por ambas marcas de
reactivos para todos los analitos.

d) Criterios de inclusion:

Se utilizaron toQas las muestras de sueros de pacientes que tenian como minimo 2 ml de
suero.

Al recolectar las muestras patologicas para transaminasas y bilirubinas se aceptaron

muestras ictéricas.

Para las muestras patoldgicas de colesterol y trigliceridos se aceptaron muestras lipémicas.
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7. Analisis de resultados:
Se verifico que los resultados obtenidos con los controles Qualitrol HS N y Qualitrol
HS P, estuvieran dentro de |os rangos de referencia aceptables que trae cada inserto, para

poder trabajar con las muestras de sueros.

Para los datos obtenidos con las muestras y procesadas con ambos reactivos en

cada uno de los analitos, se realizd un promedio, la desviacion estandar, prueba de "t" de

i1

student para un disefio pareado a 2 colas, con su respectiva probabilidad (valor de "p") y el
coeficiente de correlacion de concordancia.

Toda prueba estadistica de hipotesis supone un “error aleatorio, como
consecuencia del muestreo realizado. A medida que dos grupos se hacen dife.rentes entre
si, ese error se reduce hasta caer en la “region de rechazo de la hipétesis”; cuyo valor es
de 0.05 para los efectos de este estudio, en vista de que se pretende alcanzar un nivel de

confiabilidad equivalente al 95%.

En el analisis de la prueba de "t” de student, si el valor de "t calculado es mayor
o igual que €l \(alor de “t” critico, entonces la hipétesis nula se rechaza, el valor de "t critico
se toma de una tabla y depende del grado de libertad.  Si el valor de “p” > 0.05 entonces
se acepta la hipdtesis nula, sip 0.05 entonces se rechaza la hipotesis nula.

Para interpretar los coeficientes de correlacion de concordancia se tomd el
siguiente valor de referencia:
Correlaciones de 0 — 0.25 = correlacion escasa o sin correlacion.
Correlaciones de 0.25 — 0.50 = algun grado de correlacion.

Correlaciones de 0.50 - 0.75 = moderada a buena.

Correlaciones > 0.75 = muy buena a excelente (10).

' LI ' - ".-:".. . : - . ut . '.-—|'|. I.‘-q.'__ - 1-'.‘ ;I
TR T PEY- 5 b RS e oy SRR R SR ST
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lll. RESULTADOS

De los 10 analitos usados en este estudio, 5 no presentaron diferencias estadisticas
significativas, estos son: bilirrubina directa, bilirrubina total, nitrogeno de urea, transaminasa
glutamico oxalacetica, transaminasa glutamico piravica, en estas metodologias, la prueba de "t", el

valor de “p” y el coeficiente de correlacion de concordancia se encontraban dentro de los rangos de

referencia. Los otros 5 analitos usados para realizar la comparacion de reactivos entre Merck® vy
DCL®, que son colesterol total, creatinina, glucosa, trigliceridos y fosfatasa alcalina presentaron
diferencias estadisticas significativas, ya que los valores de "t” se encontraban mas altos que el

valor de “t” critico, el valor de “p” menor de 0.05 y el coeficiente de correlacion de concordancia

mas bajo que el aceptado.
En la tabla 1, se presenta el promedio, la desviacion estandar, el valor de “t’, el valor de “p”
y el coeficiente de correlacion de concordancia de los 10 analitos utilizados para la comparacion de

los reactivos de Merck® y DCL®.

Tabla 1. Resumen de los resuitados obtenidos en ia comparacién de los reactivos de Merck® y DCL®.

Promedlo Desviacion Estandar

pCL® Morck® | DOL® | dferencias
Blhrrubma
directa - - 4.6117 4.2573 0.6458 0.338 0.7378 0.9292

2 tBG':'aT”b'"a - 2.6148 0.1618 | 0.714 | 0.4804 0.9698
Colesterol 231 09 | 214.62 16.47 93.97 | 93407 | 17.962 | 6.145 | <0.00001 0.3697
Creatinina 3.52 3.39 0.13 4 139 | 4.068 0.2471 | 3.611 | 0.0008 0.9686

-
EN W N K
7

Coeficiente
Correlacion

valor de

P Concordancia

trogeno el 3657 | a7 0.4 2758 | 2888 | 2004 | 1.194 | 0.2418 I 0.9625
e e

Triglicéridos 264,96 | 245.11 19.86 219.41 194.84 41.576 3.604 | 0.0007 0.4'-1_&-3.58

app——

Transaminasa
l 0.9649

8 {glutamico 71.02 69.98 1.05 05.43 Q2.657 5.683 | 1.183 ] 0.2438
oxalacética |

Aokl il l— L - e L

| Transaminasa 1
9 | glutamico 68.08 69.25 1.17 124 114.07 14.162 0.601 0.5505 0.9362

pirdvica

i kit ——

| | F7 B ) — L
'10 Fosfatasa J 47266 | 159.48 | 313.18 500.07 | 15323 1 350.049 | 5.93 | <0.00001 0.00307

alcalina

-

el o=
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En las graficas 1 al 10 se presenta la comparacion de cada una de las determinaciones

(5 1

con los reactivos de marca Merck® y DCL®, vy se presentan los valores de “t”, valor de “p” vy

coeficiente de correlacion de concordancia.
1. Bilirrubina directa: Datos obtenidos al comparar los reactivos de Merck® y DCL®.

LI}

n =30. Elvalor de la prueba de “t" es de 0.338, el valor de "p” es de 0.7378 y el coeficiente de

correlacion de concordancia es de 0.9292,

Grafica 1. Comparacion de reactivos para BILIRRUBINA DIRECTA, |
Merck y DCL.
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Fuente: datos experimentales

2.. Bilirrubina total: En la grafica 2 se observan los resultados de l|a bilirrubina total. n= 33.

é‘l@valor de 1" es de 0.714, el valor de "p” es de 0.4804 y el coeficiente de correlacion de

concordancia es de 0.9698.

Grafica 2. Comparacion de reactivos para BILIRRUBINA TOTAL, Merck

v DCL
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D s
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Fuente: datos experimentales
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3. Colesterol Total: En la grafica 3 se encuentran los resultados del colesterol, n = 45,
con un valor en la prueba de “t” de 6.145, valor de “p” <0.00001 y con un coeficiente de correlacion
de concordancia de 0.3697.
Grafica 3. Comparacion de reactivos para COLESTEROL, Merck y DCL
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Fuente: datos experimeniales

4. Creatinina: En la gréfica 4 se representan los resultados de la creatinina, n =45, en el

i .1

andlisis de las muestras, el valor de “t" es de 3.611, el valor de “p” es de 0.0008 y el coeficiente de

correlacion de 0.9686.

Grafica 4. Comparacién de reactivos para CREATININA, Mercky DCL
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5. Glucosa:
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En la grafica 5 se presentan los resultados de la glucosa, n = 33, el valor *t”

es 3.504, el valor “p” es 0.001 y el coeficiente de correlacion de concordancia

0.9096.
Grafica 5. Comparacion de reactivos para GLUCOSA, Mercky DCL
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Fuente: datos experimentales
6. Nitrogeno de urea: En la grafica 6 se representan los datos del nitrogeno de urea, n =

£ .1

31, el valor de “t" es 1.194, valor de "p" es 0.2418 y el coeficiente de correlacion de concordancia

es (0.9625.
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Grafica 6. Comparacion de reactivos para NITROGENO DE UREA,
Mercky DCL

_______________________________________________________________ @ - - - -
v = 1.0457x - 1.2395 S ,
R? = 0.997 1
______________________________________________________ o - - - ===
iy
O 10 20 30 40 50 SO 70 80 E=Ts 100

MERCK m /ol

Fuente: datos experimentales




47

7. Triglicéeridos: En la grafica 7 se representaron los datos de los triglicéridos, n = 57, el

valor de “t” de 3.604, el valor de “p” es 0.0007 y el coeficiente de correlacion de concordancia de

0.4658.

Grafica 7. Comparacidn de reactivos para TRIGLICERIDOS, Merck y

DCL
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Fuente: datos experimentales

8. Transaminasa glutamico oxalaceética: En la grafica 8 se presentan los resultados de Ia

transaminasa glutamico oxalacetica, n =41, el valor de “t” es 1.183, el valor de “p” es 0.2438

y el coeficiente de correlacion de concordancia de 0.9649.

Gféfica 8. Comparacion de reactivos para TRANSAMINASA
GLUTAMICO OXALACETICA, Mercky DCL
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9. Transaminasa glutamico piruvica: En la grafica 9 se muestran los resultados de |a
transaminasa glutamico piravica, n = 83, el valor de “t” es 0.601, el valor de “p” es 0.5505 vy el

coeficiente de correlacidon de concordancia de 0.9362.

Grafica 9. Comparacion de reactivos para TRANSAMINASA
GLUTAMICO PIRUVICA, Merck y DCL
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Fuente: datos experimentales

10. Fosfatasa alcalina: En la grafica 10 se encuentran los resultados de la fosfatasa

8 1)

alcalina, n = 44, con un valor de “t" de 5.93, un valor de “p" <0.00001 y un coeficiente de

correlacion de concordancia de 0.00307.

Grafica 10. Comparacion de reactivos para FOSFATASA ALCALINA, Mercky DCL

Fuente: datos experimentales
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IX. DISCUSION DE RESULTADOS

Después de realizar el analisis estadistico a cada uno de los analitos, se obtuvo que si
existe igualdad y concordancia entre los reactivos de Merck® y DCL® en las siguientes pruebas:
bilirrubina directa, bilirrubina total, nitrogeno de urea, transaminasa glutamico oxalacética y
transaminasa glutamico piravica; lo que significa que Ios reactivos de Merck® vy los reactivos
de DCL® no tienen diferencias estadisticamente significativas y pueden ser utilizados con la
misma confianza.

El valor de “p” encontrado fue de 0.7378 para la bilirrubina directa, 0.4804 para la
bitirrubina total, 0.2418 para el nitrogeno de urea, 0.2438 para la para la transaminasa glutamico
oxalaceética, 0.5505 para la transaminasa glutamico pirdvica. Estos valores se enbuentran arripa
de 0.05, por lo que se acepta la hipotesis nula, que indica que los reactivos son iguales, es decir no
hay variacion significativa entre 10s datos obtenidos con cualquiera de ambos reactivos. El
coeficiente de correlacion de concordancia, tiene un valor de 0.9292 para Ia bilirrubina directa, para
la bilirrubina total es 0.9698, para el nitrogeno de urea es de 0.9625, para la transaminasa
g!utémico oxalacética es de 0.9649, para la transaminasa glutamico pirtvica es de 0.9362, todos
estos datos son mayores de 0.75, o que refleja una muy buena a excelente correlacion.  Estos
metodos tienen el mismo principio de reaccion, se utiliza la misma cantidad de reactivo y la misma
cantidad de muestra, las reacciones se leen a la misma longitud de onda, se usan los mismos

reactivos.

NO se encontré concordancia entre los analitos de colesterol total, creatinina, glucosa,
trigliceridos y fosfatasa alcalina, de marca Merck® y DCL®, es decir que los reactivos de estos
analitos son diferentes significativamente.

Para el colesterol total, el valor de "p” es <0.00001 y el coeficiente de correlacion de
concordancia es 0.3697, para los trigliceridos el valor de "p” es 0.0007 y el valor del coeficiente de

correlacion de concordancia es de 0.4658, 1o que se interpreta como algun grado de correlacion y

 para la fosfatasa alcalina el valor para “p” es <0.00001 y el valor del coeficiente de correlacion de




50

"

concordancia es 0.00307, que indica correlacién escasa o sin correlacion.  El valor de “p” mas bajo
que 0.05, hace rechazar la hipétesis nula y aceptar la hip6tesis alterna, lo que significa que los
resultados obtenidos con estos reactivos son diferentes. Las pruebas de colesterol y triglicéridos,
tienen el mismo principio quimico, son los mismos reactivos, la fosfatasa alcalina no es el mismo
principlo, 1os reactivos de Merck® estan producidos bajo las reglas de Ia‘ DGKC y DCL®, bajo las
reglas de la IFCC.

El valor de “p” para la creatinina es de 0.0008, y para la glucosa es de 0.001, éstos son
valores menores a 0.05, o que indica que los reactivos de marca Merck® y DCL® para estos
analitos son diferentes significativamente. E| coeficiente de correlacion de concordancia para a
glucosa es de 0.9096 y para la creatinina tiene un valor de 0.9686, se interpreta como una muy
buena a excelente correlacion de concordancia; al analizar los datos obtenidos, se observa que en
los valores altos existe mucha discrepancia, la prueba de t demuestra la variabilidad que tienen |os
datos obtenidos con las muestras, y confirma que el método no es bueno, a pesar de que los
valores del coeficiente de correlacion de concordancia son altos, esta dispersion de los valores

indica que no existe similitud entre los meétodos, porque pierden presicion en los valores elevados,
entonces estadisticamente, no se pueden .aceptar; es decir, tienen cierta relacion, pero el valor
numerico entre un reactivo y otro es diferente. En el caso de la glucosa, el reactivo de marca
Merck® usa el principio GOD-PAP vy el reactivo de marca DCL®, usa el principio de hexokinasa, es
mas especifico el principio de la hexokinasa. La creatinina tiene el mismo principio en ambas
marcas de reactivos, pero la reaccion de Jaffé es poco estable y pueden existir muchas

interferencias.
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X. CONCLUSIONES

Al comparar ios reactivos de marca Merck® con los reactivos de marca DCL® para las
pruebas de bilirrubina directa, bilirrubina total, nitrégenc de urea, transaminasa glutadmico
oxalacetica y transaminasa glutamico pirtvica, se observo que en estos reactivos no existe

diferencia estadisticamente significativa.

Las pruebas de colesterol total, trigliceridos y fosfatasa alcalina de marca Merck® y DCL®

son diferentes significativamente.

Los reactivos para la creatingna y para la glucosa de marca Merck® vy DCL®; Jelp
diferentes significativamente, pero si presentan cierto grado de concordancia, es decir, Si
tienen cierta relacion, pero el valor numérico entre una marca y otra es diferente. Con la
prueba de "t" se demostro la variabilidad que existe entre los reactivos, qué indica la falta

de presicion.
Se observd en todas las pruebas realizadas que cuando estos se encuentran dentro de los
rangos normales de referencia, hay menos variacion y menos dispersion en los datos

obtenidos.

En los analitos que se compararon se notd una mayor variacion y dispersion de los datos,

cuando estos se encontraban dentro de los rangos de valores patologicos.

Al hacer una comparacion de meétodos,  es necesario verificar que las metodologias

utiizadas por ambas marcas tengan el mismo principio guimico.

Se realizo una guia préactica para la comparacion analitica de reactivos de Quimica Clinica.
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Xl. RECOMENDACIONES

Se recomienda a todos los Laboratorios Clinicos realizar estudios comparativos de

reactivos, antes de comprar y/o cambiar metodos en el area de Quimica Clinica, con

reactivos conocidos de buena calidad que se puedan utilizar como métodos de

comparacion, para poder tener la seguridad de reportar datos exactos al paciente.

Se recomienda que al realizar estudios comparativos, sean tomados en cuenta la
precision y exactitud de los métodos, principios quimicos, linealidad, estabilidad de los

reactivos, preparacion de los reactivos, equipo disponible y costo del reactivo.

Para reducir los costos en un Laboratorio Clinico, pueden utilizarse reactivos de la
marca DCL® para los analitos de bilirrubina directa, bilirrubina total, nitrébgeno de urea,
transaminasa glutdmico oxalacética y transaminasa glutamico pirlvica, tomando

siempre en cuenta las caracteristicas del fabricante de la fecha de vida util del reactivo.

En un Laboratorio Clinico ée deben estudiar los i.n.sertos de cada metodologia 2 usar,
antes de comprar los reactivos, y también al momento de cambiar las metodologias ya
sea por costos, por tecnologia 0 por equipo, para que siempre se den resu.ltados que
reflejen el verdadéro valor que corresponde al paciente y contribuir al diagnéstico con

el objetivo de lograr su mejoria.

Se recomienda la utilizacién de la Guia Préactica propuesta en el presente trabajo de

tesis, a fin de que los laboratorios puedan realizar faciimente la comparacion entre dos
marcas de reactivos, cuando tengan el propésito de sustituir una marca conocida por -

otra que les ofrezca un costo menor o un procedimiento mas accesible para su trabajo

de analisis quimico.
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TABLAS COMPARATIVAS ENTRE LOS REACTIVOS DE Merck® Y DCL®

Anexo 1

Caracteristicas del método de BILIRRUBINA DIRECTA (25,26)

Caracteristicas Merck® DCL®
del metodo
Codigo B1A01372 202-37
Presentacion 1 x125 mL 2 x 125 mL
Principio de reaccion Acido sulfanilico diazo Acido sulfanilico diazo
Reactivo listo para usar Si Si

Estabilidad del reactivo utilizado a
2-8°C

Reactivos sin mezclar hasta
fecha de expiracion, solucion
reactiva 3 dias

Reactivos sin mezclar hasta
fecha de expiracion, solucion
reactiva 3 dias

Volumen de reactivo

1,000 ulL solucion 2
1 gota solucion 3

400 uL reactivo 1
100 uL reactivo 2

Volumen de muestra 1 50 uL 25 uL

Longitud de onda 555 nm 555 nm

Linealidad 20 mg/dL 20 mg/dL

Valores de referencia 0.0-0.2 mg/dL Adultos:0.0-0.2mg/dL

Recién nacidos: mg/dL
Hasta 24 horas:2 - 6 hasta 48
horas.6-10de 3 -5dias; 4-8

Anexo 2

Caracteristicas del método de BILIRRUBINA TOTAL (25,26)

Caracteristicas Merck® DCL®
del metodo
Codigo B1A01372 204-57
Presentacion 1 X125 mL 2 X125 mL
Principio de reaccion Acido sulfanilico diazo Acido sulfanilico diazo
Reactivo listo para usar S Si

Estabilidad del reactivo utilizado a
2-8°C

Reactivos sin mezclar hasta
fecha de expiracion, soluciéon
reactiva 3 dias

Reactivos sin mezclar hasta
fecha de expiracidn, solucion
reactiva 3 dias

Volumen de reactivo

1,000 ul. soluciéon 1

| 1 gota solucion 3

500 ubl reactivo 1

100 ul reactivo 2

Volumen de muestra o0 ul 15 UL
Longitud de onda 555 nm 555 nm
Linealidad 20 mg/dL 20 mg/dL

1 Valores de referencia

0.2 — 1.0 mg/dL

Aduiltos:0.2-1.0mg/dL
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Anexo 3

Caracteristicas del método de COLESTEROL TOTAL (25,26)
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Caracteristicas Merck® DCL®
del metodo
Codigo 1.14830.0001 234-60
Presentacion 12 x 25 mL 2 x 100 mL
Principio de reaccion CHOD-PAFP CHOD-PAP
Reactivo listo para usar Ol Si

Estabilidad del reaciivo utilizado a
2—-8°C

Hasta fecha de expiracion

Hasta |la fecha de expiracion

Volumen de reactivo 500 uL 500 ul.

Volumen de muestra 5 ul 5 ulL

Longitud de onda 500 nm 505 nm

Linealidad 500 mg/dL 600 mg/dL

Valores de referencia 140 — 220 mg/dL < 200 mg/dL

Anexo 4

Caracteristicas del método de CREATININA (25,26) ‘
Caracteristicas Merck® DCL®

del método

Codigo 1.03385.0001 221-30

Presentacion 2 X85 mL 2 x 100 mL

Principio de reaccion Jaffé Jaffe

Reactivo listo para usar Si Si

Estabilidad del reactivo utilizado a
2-8 °C

Reactivos sin mezclar hasta
fecha de expiracion, solucion
reactiva 3 dias

Reactivos sin mezclar hasta
fecha de expiracion, solucion
reactiva 4 dias

Volumen de reactivo 1,000 uL solucion 1 500 ulL
1,000 uL solucion 2
Volumen de muestra 50 ul 25 ul
Longitud de onda 505 nm 505 nm
Linealidad 5 mg/dL 22 mg/dL
Valores de referencia Mujeres: 0.5-1.2 mg/dL
0.6-0.9 mg/dL
hombres:

0.7 — 1.1 mg/dL




Anexo 5

Caracteristicas del método de GLUCOSA (25,26)

S/

Caracteristicas Merck® DCL®
del metodo
Codigo B1A02475 235-60
Presentacion 2 X 250 mL 2 x 100 mL
Principlo de reaccion GOD-PAP Hexokinasa
Reactivo listo para usar Si Si

Estabilidad del reactivo utilizado a
2-8 °C

Hasta fecha de expiracion

Hasta |la fecha de expiracion

Volumen de reactivo 500 ulL 500 ub
Volumen de muestra 5 ulL 5 uL
Longitud de onda 500 nm 1 340 nm
Linealidad 500 mg/dL 600 mg/dL

Valores de referencia

70 - 110 mg/dL

/0 - 105 mg/dL

Anexo 6

Caracteristicas del método de TRIGLICERIDOS (25,26)

Caracteristicas Merck® DCL®
del método
Caodigo | 1.14856.0001 236-60
Presentacion 12 X 25 mL 2 x 100 mL
| Principio de reaccion GPO-PAP GPO-PAP
Reactivo listo para usar S| Si

Estabilidad del reactivo utilizado a
2-8°C

Reactivo sin reconstituir hasta
fecha de expiracion, reactivo
Reconstituido 8 semanas

Hasta la fecha de expiracion

Volumen de reactivo 500 ul 500 ul.

Volumen de muestra 5 ul. O UL

Longitud de onda 500 nm 205 nm

Linealidad 1,000 mg/dL 1,000 mg/dL

Valores de referencia Hasta 150 mg/dL Mujeres:
35-135 mg/dL
Hombres:

40 - 160 mg/dL




Anexo 7

Caracteristicas del método de NITROGENO DE UREA (25,26)
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Caracteristicas Merck® DCL®
del método
Codigo B1A02374 239-10
Presentaciéon 8 x 60 mL 1 x 100 mL
Principio de reaccién Ureasa UV Ureasa UV
Reactivo listo para usar No No

Estabilidad del reactivo utilizado a
2-8°C

Reactivos sin mezclar hasta
fecha de expiracion, solucion
reactiva 2 meses

Reactivos sin mezclar hasta
fecha de expiracion, solucion
reactiva 4 semanas

Volumen de reactivo 500 ul 500 uL
Volumen de muestra 5 ul. 5 ulL

| ongitud de onda 340 nm 340 nm
Linealidad 140 mg/dL 130 mg/dL
Valores de referencia 7 - 18 mg/dl. 11 - 37 mg/dL

Anexo 8

Caracteristicas del método de TRANSAMINASA GLUTAMICO OXALACETICA (TGO) (25,26)

Caracteristicas Merck® DCL®
del meétodo
Codigo 1.14829.0001 319-10
Presentacion 10 x 25 mL 1 x 100 mL
Principio de reaccion Oxalacetato, malato Oxalacetato, malato
Reactivo listo para usar No NoO

Estabilidad del reactivo utilizado a
2—-8°C o

Reactivos sin mezclar hasta
fecha de expiracion, solucidon
reactiva 4 semanas

Reactivos sin mezclar hasta
la fecha de expiracion,
solucion reactiva 4 semanas

Volumen de reactivo 500 ul 500 uL

Volumen de muestra 50 ul 50 ul

Longitud de onda 340 nm 340 nm

Linealidad 240 U/L 600 U/L

Valores de referencia Mujeres: Adultos: 5~ 34 U/L
10 - 31 U/L Recién nacidos:
hombres: 10 - 68 U/
10 — 35 U/L
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Anexo 9
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Caracteristicas del método de TRANSAMINASA GLUTAMICO PIRUVICA (TGP) (25,26)

Caracteristicas Merck® DCL®
del método
Codigo 1.14820.0001 318-10
Presentacion 10 x 25 mL 1 X100 mL
Principio de reaccion Alanina, piruvato Alanina, piruvato
Reactivo listo para usar | No NO

Estabilidad del reactivo utilizado a
2-8°

Reactivos sin mezclar hasta
fecha de expiracion, solucion
reactiva 4 semanas

—

Reactivos sin reconstituir
nasta la fecha de expiracion,
solucion reactiva 4 semanas

Volumen de reactivo 500 uL 500 uL

Volumen de muestra 50 uL 50 ul

Longitud de onda | 340 nm 340 nm

Linealidad 220 U/L 600 U/L

Valores de referencia Mujeres: Adultos: 10 - 35 U/L
9-36 U/L Recién nacidos:
hombres: 7 -40 U/L
0-43 U/L

Anexo 10

Caracteristicas del método de FOSFATASA ALCALINA (25,26)

Caracteristicas Merck® DCL®
del método |

Codigo 1.14858.0001 309-10

Presentacion 10 x 25 mL 1 X 100 mL

Principio de reaccion D-NPP  (DGKC) p-NPP (IFCC)

Reactivo listo para usar NO NO

Estabilidad del reactivo utilizado a
2-8°C

Reactivos sin mezclar hasta
fecha de expiracion, solucion
reactiva b dias

Reactivos sin mezclar hasta
la fecha de expiracion,
solucion reactiva 4 semanas

Volumen de reactivo 500 ulL 500 ulL
Volumen de muestra 10 ul 10 ul
Longitud de onda 405 nm 405 nm
Linealidad /00 U/L 2000 U/L
Valores de referencia Mujeres:65-306 U/L Hasta 138 U/L
nombres:
80 - 306 U/L

menores de 15 anos:

hasta 645 U/L

adolescentes < 17 afos: hasta
483 U/L
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* Anexo 11
Guia prdactica para la comparacién analitica de reactivos de Quimica Clinica
A. ldentificacion de las metodologias de trabajo de los reactivos a utilizar:
1. Obtener informacion sobre el origen de los reactivos a estudiar.
2. Establecer cual sera el método de comparacion y cual sera el método a comparar.
3. Analizar las metodologias: el principio de la reaccion, presentacion de los reactivos,
preparacion de los reactivos, temperatura de trabajo, voilumen de muestra,
volumen de reactivo, longitud de onda a la que se lee la reaccién, calculo de los
resultados, linealidad, precision y exactitud (1,3-9).
g
B. Recoleccion de muestras:
1. Establecer el nimero de muestras a estudiar y las condiciones que deben
presentar los pacientes, segun el analito que se desee analizar.
- 2. Extraer la muestra del paciente y seguir las normas de bioseguridad.
: C. Procesamiento de las muestras:
1. Procesar las muestras bajo reglas de control de calidad.
2. Realizar procedimientos de control de calidad interna utilizando controles normales

y patologicos, calibradores estableciendo las reglas de Westgard para aceptar

una corrida y monitoreando la absorbancia de los reactivos.
3. Las muestras se deben procesar por ambos metodos el mismo dia (1-4).

4. Si las muestras no se trabajan el mismo dia, deben congelarse a 0°C hasta el
momento de su procesamiento.

D. Disefio de la investigacion:

1. Procesar una cantidad representativa de muestras tanto normales como

patoiogicas, para que el estudio sea representativo, se deben analizar como

minimo 30 muestras para cada analito a estudiar.
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Analisis de resultados:

Las pruebas que pueden utilizarse para buscar una correlacion entre los resuitados
ésta’n: el promedio de los datos, la desviacion estandar, prueba de t para un disefio
pareado con dos colas, probabilidad prueba de "p”, y el coeficiente de correlacion
de concordancia.

En el analisis de la prueba de “t’ de student, si el valor de "t calcu!add es.mayor
o igual que el valor de “t” critico, entonces la hipotesis nula se rechaza, -el valor de
“t” critico se toma de una tabla y depende del grado de libertad.  Si el valor de “p”
> 0.05 entonces se acepta la hipdtesis nula, sip 0.05 entonces se rechaza la
hipotesis nula. Para interpretar los coeficientes de correlacion de concordancia
se tomo el siguiente valor de referencia:

Correlaciones de 0 — 0.25 = correlacion escasa o sin correlacion.

Correlaciones de 0.25 — 0.50 = alglin grado de correlacién.

Correlaciones de 0.50 - 0.75 = moderada a buena.

Correlaciones > 0.75 = muy buena a excelente (10).

Formulas utilizadas para comparacion de meétodos:

Promedio;:

Donde: X, = una observacion individual
n = numero de observaciones

2. Desviacion estandar:
s°= T (x-X) Donde: (x—Xx) = diferencia entre pares
n-1 n = numero de observaciones
3. Prueba de t:
t= __ d Donde:  d = promedio de las diferencias
sd/n sd = desviacion estandar de las
diferencias |
n = numere de observaciones
4, Coeficiente de Correlacion de Concordancia
rc = S1° + 82" — S Donde:
S+ 5,7 4 (V1 - Y2)° = (8°1.2 ) sy =  desviacion  estandar  del reactivo  de
referencia |

s- = desviacidn estandar del reactivo en estudio
S(1-2) = desviacion estandar de las diferencias

vy ~y2 = promedio de |as diferencias

n = nimero de observaciones
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