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ANDRES GARDE MATEo~:
FRANCISCO URIZ BAZTAN~:-~:-

e determina por Fotometría y Espectrofotometría con el protocolo incorporado 
al Autoanalizador HITACHI 150- 20 las Absorbancias y niveles de concentra

ción de COLESTEROL por el Método «Test Enzimático Calorimétrico Cholesterol 
(CHOD-PAP)». 

Con los valores obtenidos, se realizan comparaciones estadísticas y las correspon
dientes representaciones gráficas, para analizar la EXACTITUD y PRECISION de la 
Técnica. Estudiamos también las correlaciones entre las diferentes fases que vienen 
definidas en el Método Enzimático. 

En nuestro trabajo, no encontramos diferencia si se realizan las determinaciones a 
una u otra temperatura sobre la incubación de la mezcla (T" AMBIENTE Y 37 °C.). 

La lectura de la Muestra sobre Patrón y Blanco ruede realizarse, sin diferencia 
significativa, a un tiempo superior al definido en e Método, ya que la actividad 
calorimétrica disminuye de una forma similar para el Patrón como para la Muestra. 

Una determinación habitual en los Laboratorios Clínicos es la cuantificación del 
COLESTEROL, bien como análisis aislado, como asociado en la petición a otras 
determinaciones lipídicas, como COLESTEROL HDL (High Density Lipopro
teins), COLESTEROL LDL (Low Density Lipoproteins) y triglicéridos. 

[1] 

Hoy día tienen gran interés los trastornos lipídicos en general y la colesterolemia 

* Profesor de Bioquímica Clínica. 
•f* Profesor de Tecnología. 

(Escuela Sanitaria). 
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en particular, no sólo como determinaciones Clínicas de hiperlipoproteinemia y sus 
relaciones en Patología sino también como análisis orientativos de la evolución en los 
exámenes rutinarios del personal no enfermo. 

La comodidad, rapidez, empleo de aparataje e instrumental en la determinación de 
análisis, es una base importante en todo trabajo de Laboratorio, pero, debe existir un 
Control en la veracidad de los resultados, por lo que la técnica debe ser Exacta y 
Precisa, siempre y cuando se cumplan los requisitos de la metodología. 

El método habitual, tanto manual como mecanizado en la determinación de 
COLESTEROL, es la técnica calorimétrica como Test Enzimático - Calorimétrico 
(CHOD - PAP). El fundamento del método es la transformación de los Esteres de 
Colesterol, por reacciones enzimáticas en quinonas, cuyo color medido con un 
fotómetro es directamente proporcional a la concentración de Colesterol. Las reac
ciones, en forma esquemática son: 

CHE 
Esteres de Colesterol + H 20 ------- Colesterol + Acidos grasos 

Colesterol + 0 2 

CHE 
CHOD 
4AF 
POD 

CHOD 
------------ 4-Colestenona + H 20 2 

POD 
--------- Quinona + H 20 

Colesterol Esterasa. 
Colesterol Oxidasa. 
4 - Aminofenazona. 
Peroxidasa. 

Las posibles modificaciones que pueden realizarse en la determinación de CO
LESTEROL, en el método CHOD-PAP-TRINDER, son el tiempo de incubación 
-10 minutos a temperatura ambiente y 5 minutos a 37 °C- y la relación entre blanco, 
patrón y muestra en función del tiempo (color estable 30'). 

Con una muestra de plasma - pool de varias problemas - y los correspondientes 
patrones, hemos realizado la determinación fotocolorimétrica y espectrojotométrica 
con un Autoanalizador HITACHI 120-50 adaptado a un Data Processor y em
pleando micro-cubetas desechables de 1 cm. de anchura. 

Se ha estudiado la EXACTITUD y PRECISION de la Técnica, empleando para 
ello un Patrón Control (SPIN REAC para Colesterol/Cholesterol CHOD-PAD 
Cod. 1001092, lot. 83 de 200 mg/dl) y como muestras, los controles de Preciset 
Cholesterol de Boehringer Mannhein GmbH, lot. 68029000 de 50, 100, 150, 200, 300 
y 400 mgr./dl. Las lecturas de uno y otros Controles, se han realizado 10 veces y, 
posteriormente, se realizan los estudios estadísticos para analizar la Exactitud, Preci
sión e índice de correlación entre los niveles experimentales y teóricos. 

La Estabilidad del color se ha estudiado por Espectrofotometría durante 150 
minutos después de la mezcla tanto del Patrón como de la Muestra, comparando los 
niveles a 505 nm de longitud de onda. Se analiza también la disminución de concentra
ción de la muestra en función del tiempo. 
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Con el protocolo de Fotometría (Fig. I) y empleando un Patrón Control (200 
mgr/dl) realizamos la lectura de 10 Patrones, dando como resultado la media de cada 
uno de ellos, así como su Desviación Estandard y Coeficiente de Variación en 
porcentaje (Tabla 1). 

La PRECISION, viene dada por la repetición sucesiva de los mismos resultados; 
puede definirse por el D.S. y C.V.%, en todos los casos, a excepción del control más 
bajo (50), el C.V.% es inferior a 3, por lo que podemos considerarla como muy buena 
y excepcional en alguno de los casos. 

La EXACTITUD, es la proximidad al valor real y, en la mayor parte de los 
Controles, excluyendo los niveles extremos la diferencia entre los niveles experimenta
les y teóricos, son inferiores al4%. 

La correlación existente entre los valores experimentales y teóricos, es casi perfecta, 
con un índice de correlación de PEARSON (r) de 0,9997y una recta de regresión de y 
(valores teóricos) = 0,9505 (x) + 9,5392. (Fig. II). 

La repetición del Patrón Control, empleando cada vez un blanco diferente, da una 
concentración de 201,20 mgr.!dl y un Desvío Estandard de 1,53 mgr.!dl. En este caso, 
la Técnica es muy Exacta y muy precisa (N= 10). 

No existe diferencia significativa entre los niveles de las muestras en función del 
tipo de incubación (Tabla 2), con un índice de correlación (r) de 0,9646 (Fig. III). 

En el Control de Calidad, debemos estudiar la ESTABILIDAD DEL COLOR 
(30 minutos según la técnica). Protocolizamos la ESPECTROFOTOMETRIA (Fig. 
IV) y realizamos el espectro del control y muestra cada 15 minutos (Fig. V, VI) entre 
555 y 455 nm. de longitud de onda. Podemos observar, cómo al aumentar el tiempo 
de mezcla, disminuye la actividad del color. Con las determinaciones a 505 nm. -
longitud de onda recomendada en la técnica (Tabla 3) estudiamos las correspondien
tes rectas de regresión y los índices de correlación para el Patrón (r= - 0,9982) y 
muestra (r= - 0,9981) (Fig. VII). Las rectas de regresión son casi paralelas, y la pérdida 
de color es similar para el patrón y la muestra. 

Si para cada tiempo (tx), estudiamos el nivel de concentración de la muestra según 
la ecuación: 

AB muestrax 
Muestrax = ------- x Patrón (Tabla 4) 

AB Patrónx 

y estudiamos la recta de regresión entre concentración y tiempo, observamos que ésta 
disminuye, pero, la lectura a los 60 minutos, sólo ha variado en 1,29% y 4,51% a los 
150 minutos de realizada la mezcla. El valor del índice de correlación es de- 0,9809 
(Fig. VIII). 

Para la mayor parte de los niveles de COLESTEROL, se puede realizar la técnica 
dentro de los 60 minutos de la mezcla, aumentando por tanto el nivel de estabilidad 
que viene definida por la casa comercial. 
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PHOTOMETRY 
No. 

BLK 

St. Sample No. 
Wavelength 
Response 
Mode 

Unit 
Limits 

Print Format 
Remarks 

Set Standard then 

Press START Key 

Teóricos 

mg/dl 

50 

lOO 

150 

200 

300 

400 
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Fig. l. 

PROTOCOLO FOTOMETRIA 

Abs 

0.001 

Con e 

o 
1 

- 505.0 nm 
- Medium 
- Conc--STD = 200 
- MGR./DL. 
- 100 to 220 

1 data/line 
- COLESTEROL. 

Tabla 1. 

505.0 nm 

0.001 Abs 

EXACTITUD Y PRECISION DEL METODO 

Experiment. Precisión 

i mg/dl D.S. c.v. 
56,40 1,67 2,97 

104,00 2,92 2,80 

153,00 1,58 1,03 

198,00 1,73 0,87 

299,80 7,19 2,40 

386,60 3,21 0,83 

02/21/91 am 09:41 

Exactitud 

% 

12,80 

4,00 

2,00 

1,00 

0,07 

3,35 

CONTROL PATRON: N= 10; x = 201,20; D.S. = 1,53 
C.V. = 0,76 ; Exactitud = 0,60 % 
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[5] 

TEORICOS 

Fig.n 

RECTA DE REGRESION ENTRE NIVELES 
EXPERIMENTALES Y TEORICOS 

500~--------------------------------------------------?-~ 

450 

400 

350 

300 

250 

200 

150 

100 

50 

N=6 
r= 0,9997 
y= 0,95x + 9,54 

50 100 150 200 250 300 350 400 450 

NIVELES EXPERIMENTALES 

- Concentración (mg/dl) 

Cada concentración es media de 10 determinaciones 

Tabla 2. 

CONCENTRACION DE COLESTEROL DE UNA MISMA MUESTRA 
EN FUNCION DEL TIPO DE INCUBACION 

T.• ambiente 37"C 
10 minutos S minutos 

173 172 

192 189 

198 178 

111 106 

179 169 

182 171 

149 156 

197 190 

200 208 

122 123 

Cada valor de concentración es la media de 10 determinaciones. 

500 
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Fig.m 

RECTA DE REGRESION EN FUNCION 
DE LA TEMPERATURA DE LA MEZCLA 

250~----------------------------------------------------~ 

N= 10 

200 
r= 0,9646 
y= 0,93 X + 8,42 

150 

100 

50 

50 100 150 

TEMPERATURA AMBIENTE 

- Concentración (mg/dl) 

Cada valor es la media de 10 determinaciones 

Fig. IV 

PROTOCOLO ESPECTROFOTOMETRIA 

MEASURING CONDITION 
SPECTRUM 

M o de 
Limits 

WL Sean Speed 
WL Limits 
Background 
No.of Repeat 

Cycle Time 
Response 
Lamp Change 
Recording 

WL Scale 
Line 
Data Print 
Print Format 

Remarks 

Press FWD Key 

or * Cursor Key 

264 

- Abs 
0.200 to 0.400 

200 nm/min 
- 455.0 to 555.0 nm 

no 
10 

15.0 min 
- Medium 
-Auto 
- Overlay 
- 10.0 nm/cm 
- Solid 

-*** -*** - COLESTEROL. 

555.0 nm 

0.001 Abs 

200 250 

02/21/91 am 10:03 
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[7] 

Ab 
o.40 

0.18 

450 

FIG. V 

DISMINUCION DE LA ACTIVIDAD "MUESTRA" 

500 550 nm 

265 



ANDRES GARDE 1 FRANCISCO URIZ BAZTAN 

FIG. VI 

DISMINUCION DE LA ACTIVIDAD "PATRON" 

Ab 

0.40 

1 

10 

10 
0.18 

450 500 550 nm 
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[9] 

Tabla 3. 

ABSORBANCIAS DE MUESTRA Y PATRON EN FUNCION DEL TIEMPO, A 
DISTINTAS LONGITUDES DE ONDA 

Longitudes de onda 

Tiempo 555 530 505* 480 455 

min M p M p M p M p M p 

15 0,211 0,254 0,259 0,328 0,286 0,368 0,274 0,350 0,222 0,268 

30 0,207 0,254 0,254 0,326 0,281 0,366 0,270 0,347 0,220 0,267 

45 0,204 0,252 0,250 0,323 0,277 0,362 0,267 0,345 0,218 0,264 

60 0,201 0,250 0,247 0,321 0,274 0,359 0,264 0,343 0,215 0,263 

75 0,199 0,248 0,244 0,318 0,270 0,357 0,260 0,339 0,212 0,260 

90 0,196 0,246 0,240 0,315 0,266 0,357 0,256 0,336 0,209 0,259 

105 0,193 0,244 0,237 0,312 0,262 0,350 0,253 0,333 0,206 0,257 

120 0,192 0,242 0,235 0,310 0,259 0,347 0,249 0,331 0,204 0,255 

135 0,189 0,240 0,232 0,307 0,256 0,344 0,247 0,328 0,202 0,253 

150 0,188 0,238 0,229 0,303 0,253 0,340 0,244 0,325 0,200 0,251 

M: Muestra P: Patrón 

Tabla 4. 

CONCENTRACION DE LA MUESTRA CON RELACIONAL PATRON, EN 
FUNCION DEL TIEMPO 

AB muestra 
MUESTRA = ------ * 200 mg/dl 

AB patrón 

Tiempo Concentración Variación 
minutos mg/dl % 

15 155 0,00 

30 154 0,64 

45 153 1,29 

60 153 1,29 

75 151 2,60 

90 150 3,26 

105 150 3,26 

120 149 3,93 

135 149 3,93 

150 148 4,60 
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Fig. VII 

ACTIVIDAD COLORIMETRICA DEL PATRON 
Y DE LA MUESTRA EN FUNCION DEL TIEMPO 

ABSORBANCIAS 
0.4 

0.35 -

0.3 -

0.25 -

0.2 -

0.15 
o 

N-lO 
r = -0,9982 
y= 0,3717 - 0,0002 X 

N-lO 
r = -0,9981 
y= 0,2885 - 0,0002 X 

1 1 1 1 1 1 

20 40 60 80 100 120 

TIEMPO (minutos) 

----*---- Absorb. Patrón --+-- Absorb. Muestra 

Fig. vm 
VARIACION DE LA CONCENTRACION 

CON EL TIEMPO 
[] mg/dl 

1 

140 160 

160r----------------------------------------------------------, 

268 

150~~-----~--------~~--~-----r----~--------~------~---a__j 

140 1-

1301-
N= 10 
r = -0,9809 
y= 155,47- 0,0517 X 

120 1-

1101-

100~----~1------~1 ----~1------~1 ----~1~----~1 ------~1 --~ 
o 20 40 60 80 100 120 140 

TIEMPO (minutos) 

- Concentración (mg/dl) 

160 
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• La Técnica para la determinación del COLESTEROL por el Método «test 
Enzimático - Calorimétrico (CHOD - PAP)» es muy PRECISA, con unos C.V. 
porcentuales inferiores a 3. 

• A excepción del control más pequeño(50 mgr/dl), la Técnica es muy EXACTA 
con una diferencia porcentual entre los niveles experimentales y teóricos inferior al 
4%. (Fig. IX). El índice de correlación de PEARSON (r) es de 0,9997. 

• N o encontramos diferencia significativa entre las concentraciones de la muestra 
empleando la temperatura ambiente (10') y 37 °C. (5') en la incubación, con un índice 
de correlación de 0,9646. (Fig. X). 

• Con el tiempo, tanto la Absorbancia del Patrón como de la Muestra van 
disminuyendo, 1,29% y 4,51% de la concentración a los 60 y 150 minutos. 

La lectura de la muestra frente a Blanco y Patrón, se puede realizar sin pérdida 
significativa a los 60 minutos de la mezcla. La disminución de color del Patrón, es 
proporcional a la pérdida de actividad calorimétrica de la muestra, por lo que la 
exigencia de realizar la medición dentro de los 30' de la mezcla, no tiene por que ser 
tan limitada, ampliando los márgenes de lectura a los 60 minutos e incluso hasta los 
150' a excepción de los niveles patológicos. (Fig. XI, XII). 
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