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Instancia individual
Analice la situación planteada y responda las preguntas consignadas al pie.
Deberá llevar resuelta esta situación y las tareas consignadas en la Guía de METODOS, al trabajo práctico de laboratorio.
Como bibliografía cuenta con la Guía de TP y los insertos de los reactivos a utilizar, así como cualquier otra fuente que quiera consultar.

Instancia grupal
Se tratará esta Situación Problema en el Coloquio a desarrollar en el TP y donde deberá autoevaluarse.


SITUACION PROBLEMA
[bookmark: _GoBack]El médico solicita determinación urgente de glucemia y amilasa a un paciente que ingresa a la guardia, con intenso dolor abdominal, a las 23 hs. En el laboratorio Ud. obtiene los siguientes resultados, utilizando métodos manuales y reactivos de Wiener lab [acceda a la página: www.wiener-lab.com.ar/ 
y busque los insertos de glucemia (6330_glicemia_enzimatica_sp) y de amilasa (6221_amilasa405cinetica_unitest_aa_sp) en Vademecum].

Glucemia = 600 mg/dl
Amilasa = 80 UI/l


Para docentes, posibles respuestas; agreguen lo que quieran y me gustaría que sigan este modelo de trabajo conjunto así unificamos, mínimamente, criterios básicos, ¡gracias!
Es la misma de siempre.

Cuestionario orientador para tratar la situación planteada, responda imaginando que realiza todo el proceso y explicando cómo lo hace. Son preguntas disparadoras, puede agregar más respuestas argumentando con la bibliografía correspondiente.
¿Qué condiciones preanalíticas consideró para minimizar errores?
Confirmar los datos de la solicitud con el paciente.
Si el paciente no se puede trasladar al laboratorio, llevar a la guardia los elementos necesarios para extracción y traslado de muestra.

¿Qué muestra obtuvo y cómo lo hizo?
Obtuve plasma, dada la urgencia, a partir de sangre entera extraída por punción venosa y vertida en un tubo con anticoagulante EDTA-F para glucemia y en otro con heparina para amilasa; si la cantidad extraída es escasa priorizo cargar el tubo con heparina.

¿Qué instrumental utilizó?
Centrifugadora para separar el plasma de los glóbulos rojos (5 min a 3.000 rpm), micropipetas para las mediciones de volumen, espectrofotómetro (con celda termostatizada y monocromador que seleccione un ancho de banda no mayor a 10 nm) para las lecturas de absorbancia.

¿Confía en la respuesta instrumental? ¿Por qué?
Confío ya que todos están controlados y calibrados, siguiendo los procedimientos del control de calidad interno.

Para glucemia utilizó un método comúnmente llamado colorimétrico “enzimático” que es específico, ¿en qué basa esa especificidad?
El método se basa en la acción de la enzima glucosa oxidasa que actúa sobre la glucosa específicamente, a diferencia de los métodos utilizados antes y basados en propiedades químicas del analito (glucosa), en los cuales podían interferir otros reductores presentes en el plasma.

Para la enzima utilizó un método comúnmente llamado “cinético”, ¿en qué difiere del anterior?
La cinética de una reacción se puede seguir tomando lecturas de absorbancia absolutas, en uno o dos puntos, o lecturas relativas de absorbancia en función del tiempo; este último concepto se aplica en los métodos comúnmente llamados “cinéticos” y se obtiene la concentración, o actividad en caso de las enzimas, aplicando la ley de Lambert-Beer. En los métodos “colorimétricos” se aplica dicha ley leyendo las absorbancias de la muestra y de un testigo contra el cual comparar.

¿Qué cálculos realizó para obtener estos resultados?
Para calcular la concentración de glucosa multipliqué la absorbancia por un factor que obtuve relacionando la concentración de glucosa del testigo (concentración conocida provista por el fabricante del método) con la absorbancia del mismo.
Para calcular la actividad de amilasa utilicé el promedio de la variación de absorbancia por minuto multiplicado por un factor. Este factor se obtiene aplicando la ley de Lambert-Beer al consumo o producción, de sustrato o producto respectivamente, en la reacción catalizada por la enzima. Para utilizar el factor provisto por el fabricante debo trabajar en las condiciones requeridas por el mismo.

¿Qué situación problemática se le presentó al medir glucosa y cómo la resolvió?
La lectura de absorbancia se fue de escala debido a una alta concentración de glucosa, por lo cual realicé una dilución al medio con agua destilada de la solución coloreada final y multipliqué el resultado por 2. También hubiera podido diluir el plasma con SF y largar nuevamente la reacción pero hubiese tardado más.

Si la cantidad de muestra para medir amilasa no le alcanza, ¿qué soluciones sugiere para resolver la situación y poder informar un resultado?
El método me permite disminuir el volumen de muestra disminuyendo el volumen de reactivo o aumentado la temperatura sin necesitar cambiar el factor de cálculo; también podría utilizar menor cantidad de muestra en las condiciones indicadas pero debería recalcular el factor.




En la guía tienen los siguientes fundamentos, además de sus conocimientos previos y lo que quieran agregar para tratar el tema:

DETERMINACION DE LA CONCENTRACION DE SOLUTO EN UNA SOLUCION
Dadas una disolución de concentración desconocida a la que llamaremos “problema” y otra disolución de concentración conocida a la que llamaremos “testigo”, aplicando la ley de Lambert y Beer a cada disolución se obtienen las siguientes expresiones:

	Ap = a x b x Cp		At = a x b x Ct

Dado que el “problema” y el “testigo” son disoluciones de una misma sustancia cuyos valores de absorbancia se determinan a la misma , los valores de absortividad serán iguales. Además, dado que se utiliza la misma cubeta para medir la A, los valores de b también serán iguales.
En consecuencia, dividiendo m.a.m.:

	Ap  =  a x b x Cp    podemos simplificar a y b, y al despejar queda:    Cp = Ct x Ap
            At   =  a x b x Ct                                                                                               At

donde:           Ap = absorbancia del problema.          Cp = concentración del problema.
                      At = absorbancia del testigo.               Ct = concentración del testigo.
…

MEDICION DE LA ABSORBANCIA
1) Para conocer la concentración de un analito en el suero de un paciente colocamos una alícuota del mismo en un tubo al que denominaremos tubo problema y agregamos reactivo de trabajo. Podemos conocer dicha concentración midiendo la absorbancia en el fotocolorímetro o espectrofotómetro a una longitud de onda apropiada.
2) Previamente a la lectura, el aparato es llevado a cero de absorbancia con un tubo que contiene reactivo de trabajo sin la sustancia problema y se denomina blanco de reactivos. La finalidad de usar el tubo blanco es descontar la absorción de sustancias que no sean específicamente el analito en estudio.
3) Un tercer tubo que denominamos testigo o estándar corresponde a una solución de concentración conocida de la sustancia en estudio. Se lee al fotocolorímetro, llevado previamente a cero de absorbancia con el blanco, de la misma forma que se hizo con el tubo problema.
4) La concentración del tubo problema se puede calcular mediante la comparación con un testigo o la interpolación del valor de absorbancia en una curva de calibración, para lo cual es necesario la preparación de varios tubos testigos de diferente concentración.
5) Lo descripto en los puntos anteriores es válido para medir la concentración de sustancias incoloras siempre que estas sustancias sean capaces de reaccionar con otras, dando productos de reacción coloreados y que el color finalmente obtenido sea proporcional a la concentración de la sustancia en estudio. El tubo blanco, el cual no contiene la sustancia que desarrolla color, deberá ser tratado de forma similar al tubo problema y a los testigos, es decir tendrá los mismos reactivos y se los procesará de forma similar y paralela a los otros tubos. Hay sustancias incoloras que tienen la propiedad de absorber la luz ultravioleta; en estos casos pueden ser cuantificadas sin tratamiento previo, midiendo la absorbancia a una comprendida entre 200 y 400 nm (correspondiente al rango de luz ultravioleta).


Aplicar estos conceptos teóricos a la determinación de glucosa en plasma utilizando un método enzimático colorimétrico

Este esquema es la aplicación a glucemia que pueden sacar del inserto, o diseñar ellos un esquema para saber cómo trabajarán. En el coloquio se hablará de la posibilidad de variar los volúmenes, el tiempo de incubación, hacer diluciones, etc. 

PROCEDIMIENTO
En tres tubos de fotocolorímetro marcados B (Blanco) S (Standard) y D (Desconocido) colocar:

B	S	D
Standard			-	20 ul	-
Muestra			-	-	20 ul
Reactivo de Trabajo		2 ml	2 ml	2 ml
Incubar 10 minutos en baño de agua a 37oC. Luego leer en espectrofotómetro a 505 nm o en fotocolorímetro con filtro verde (490-530 nm) llevando el aparato a cero con el blanco.


ACTIVIDAD ENZIMATICA
La actividad de una enzima es la cantidad de sustrato convertida en producto por unidad de tiempo, para una reacción particular y en determinadas condiciones. Se puede expresar en términos de unidad de enzima o unidad internacional (UI). La UI (recomendada por la Unión Internacional de Bioquímica) de cualquier enzima es la cantidad de enzima que cataliza la conversión de un micromol de sustrato en un minuto (µmol/min). El Sistema Internacional de Unidades (SI) adoptado originalmente por la OMS estableció el katal definido como un mol de sustrato transformado por segundo. 1 UI = 16,7 nK.
La actividad específica es el número de unidades internacionales de enzima por miligramo de proteína (UI/mg de proteína).

Método continuo para la determinación de actividad enzimática
Los métodos utilizados para determinar las actividades enzimáticas pueden ser de dos tipos: los métodos de Punto Final (habitualmente llamados "colorimétricos") y los métodos Continuos (habitualmente llamados "cinéticos").

Un método continuo para la determinación de la actividad de una enzima consiste en la lectura de muchos puntos de datos primarios (podría ser absorbancia o fluorescencia) durante el tiempo que dura la determinación. Si el sustrato o producto de la reacción no presentan absorbancia o fluorescencia fácilmente detectable se emplean reacciones acopladas a la reacción enzimática a determinar. Se utiliza el producto de la reacción como sustrato de una segunda reacción “acoplada” que producirá un cambio que se puede monitorear fácilmente en un espectrofotómetro. A menudo la reacción acoplada también está catalizada por una enzima. Esta reacción no debe ser limitante de la velocidad, lo que se logra agregando una gran cantidad de la enzima que cataliza la reacción acoplada, para que todo el producto formado por la primera reacción sea consumido en la reacción acoplada inmediatamente después de su formación. 220
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En la mayoría de los casos las reacciones enzimáticas se acoplan a una segunda reacción en la que interviene una enzima que tiene como cofactor al NAD+ o al NADH. Como resultado de estas reacciones acopladas la concentración de NADH irá disminuyendo o aumentando en función del tiempo, en forma proporcional a la aparición del producto de la primera reacción.

NADH  + H+                 NAD+  +  2H+ + 2 e-

El cofactor tiene un espectro de absorción diferente en su forma oxidada (NAD+) o en su forma reducida (NADH) (ver Figura 8). La concentración de NADH se puede determinar espectrofotométricamente siguiendo el cambio de absorbancia a 340 nm.
                                                                                         Figura 8. Espectro de absorción del NAD+ y NADH.

Utilizando el método espectrofotométrico, en general se supone que a 340 nm el NADH posee un coeficiente de absorción molar ε = 6,22x103 l/mol-cm y si b = 1 cm para una reacción que cumple la ley de L-B, tenemos:

          C =  103 A
                6,22

Teniendo en cuenta la definición de la actividad enzimática como la variación del sustrato en función del tiempo y considerando la dilución que sufre la muestra en los reactivos, nos queda:

          ΔC  =  ΔA  x  103  x  Vt
          Δt        Δt     6,22     Vm

Donde vemos que determinando el cambio de absorbancia en intervalos de tiempo es posible calcular el número de micromoles, en este caso del NADH, formado o consumido.
Podemos considerar lo constante como factor, quedando:


          ΔC  =  f  x  ΔA                   f  =   103  x  Vt
          Δt               Δt                           6,22    Vm



Aplicar estos conceptos teóricos a la determinación de LDH en plasma utilizando un método cinético.

Este esquema es la aplicación a glucemia que pueden sacar del inserto, o diseñar ellos un esquema para saber cómo trabajarán. En el coloquio se hablará de la posibilidad de variar los volúmenes, el tiempo de incubación, hacer diluciones, etc. 

PROCEDIMIENTO
A) 25°C
En una cubeta mantenida a la temperatura de trabajo, colocar: Reactivo A reconstituido	3 ml
Preincubar unos minutos, luego agregar: 			        Muestra				100 ul
Mezclar inmediatamente y disparar simultáneamente el cronómetro.
Esperar 30 segundos.
Leer la absorbancia inicial (ver LIMITACIONES DEL PROCEDIMIENTO) y luego a los 1, 2 y 3 minutos de la primer lectura.
Determinar la diferencia promedio de absorbancia/min (∆A/min), restando cada lectura de la anterior y promediando los valores. Utilizar este promedio para los cálculos.

B) 30-37°C
Emplear 50 ul de Muestra, siguiendo el procedimiento antes indicado.


CALCULO DE LOS RESULTADOS
LDH (U/l) = ∆A/min x factor

En cada caso deberá emplearse el factor de cálculo correspondiente de acuerdo a la temperatura de reacción seleccionada (30-37°C o 25°C) como se indica en la tabla de factores: (ver inserto).


EJERCICIOS DE APLICACION

1. Calcule la concentración de glucemia si, ajustando a cero de absorbancia con blanco de reactivos, obtuvo los siguientes resultados:
Absorbancia del testigo = 0,333 para Concentración del testigo = 100 mg/dl
Absorbancia de la muestra en la solución coloreada final = 0,440

Ct/At = factor = 100 mg/dl/0,333 = 300
Cm = factor x Am = 300x0,440 = 132 mg/dl = glucemia del paciente


1. Según la información provista por el fabricante del método para determinar urea en líquidos biológicos (buscar el inserto en el vademécum de Wiener), responda:
Utilizando un espectrofotómetro de sensibilidad fotométrica comprobada y dado el intervalo de referencia para urea en sangre, ¿la sensibilidad analítica es suficiente?
Si obtiene una lectura de absorbancia de la muestra = 0.730 y absorbancia del blanco = 0.050, ¿supera el límite de linealidad?

Método: Uremia – Wiener
I de R: 0,20 g/l - 0,45 g/l.
Sensibilidad analítica: depende del fotómetro empleado y de la longitud de onda. En espectrofotómetros con cubetas de caras paralelas de 1 cm de espesor, para un ∆A de 0,001 el mínimo cambio de concentración detectable será de 0,003 g/l.

60 mg/dl x At = ??? = factor; 0,730 – 0,050 = 0,68 x factor = ??? (aquí deben darse cuenta que no pueden calcular el factor sin la lectura de la absorbancia del testigo)
Rango dinámico: cuando el resultado obtenido sobrepasa los 1,5 g/l de urea, debe diluirse la solución final 1/3 empleando como diluyente Blanco de Reactivos y efectuando la lectura luego de 10 minutos de efectuada la dilución. El resultado obtenido debe multiplicarse por la dilución efectuada.

Método Urea color 2 R – Wiener
I de R: suero o plasma: 0,10 - 0,50 g/l = 10 – 50 mg/dl.
Sensibilidad analítica: depende del fotómetro empleado y de la longitud de onda. En espectrofotómetros con cubetas de caras paralelas de 1 cm de espesor, para un ∆A de 0,001 el mínimo cambio de concentración detectable será de 0,0125 g/l.

60 mg/dl x At = ??? = factor; 0,730 – 0,050 = 0,68 x factor = ??? (aquí deben darse cuenta que no pueden calcular el factor sin la lectura de la absorbancia del testigo)
Linealidad: la reacción es lineal hasta 2,50 g/l. Si las lecturas resultan muy altas para el aparato empleado pueden utilizarse 1,5 ml de cada Reactivo y 10 ul de muestra para obtener la linealidad mencionada. Cuando la concentración de urea supera los 2,50 g/l o está por encima de la linealidad del aparato, puede diluirse la reacción final con el blanco. En estas condiciones es lineal hasta 5 g/l.


1. Calcule la actividad de LDH según: Δtiempo= 10 seg., λ: 340 nm
Abs.: 1,161 – 1,151 – 1,140 – 1,131 – 1,121 – 1,112 – 1,103 – 1,093 – 1,082
Vol. Reactivos: 1,0 ml
Vol. Muestra: 100 µl
Vol. Total: 1,0 + 0.1 = 1,1 ml
εNADH(340 nm): 6,3 cm2/µmol.

ΔA = 0,010 + 0,011 + 0,009 + 0,010 + 0,009 + 0,009 + 0,010 + 0,011 = 0,010
Actividad enzimática = 1/ε   x   ΔA/Δt   x   Vt/Vm =   1/6,3 x 10/10 x 60 x 1,1/0,1   =   105 UI/L


1. Se determinó AMILASA en orina de 24 hs. por método cinético a 405 nm (Bencilideno pNO2fenil maltoheptaósido). Calcular la actividad sabiendo que: Δt = 10 seg.; ε: 9,49 cm2/µmol
Abs.: 0,474 – 0,491 – 0,514 – 0,540 – 0,565 – 0,590 – 0,616 – 0,643 – 0,669 – 0,696 – 0,723 – 0,749
Vol. Reactivos: 1,0 ml
Vol. Muestra:    0,02 ml

ΔA = 0,011 + 0,024 + 0,026 + 0,025 + 0,025 + 0,026 + 0,029 + 0,032 + 0,027 + 0,027 + 0,026 = 0,027
Actividad enzimática = 1/ε   x   ΔA/Δt   x   Vt/Vm =   1/9,49 x 27/10 x 60 x 1,02/0,02   =   870 UI/L
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