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Uso previsto
Para la determinacion cuantitativa de glucosa en suero. Sélo para diagndstico in vitro. Rx
Only

Importancia clinica
La determinacion de glucosa en suero se realiza con mas frecuencia para el diagndstico y
tratamiento de la diabetes melitus.

Resumen de la prueba

Los primeros métodos enziméticos para la determinacion de glucosa usaban glucosa oxidasa
para catalizar la oxidacion de la glucosa a peréxido de hidrogeno y &cido glucénico.! El
perdxido de hidrégeno que se forma se mide por la oxidacion de un cromégeno.? Se
investigaron muchos cromdgenos, pero muchos se descartaron debido a posible
carcinogenicidad, toxicidad, inestabilidad o porque resultaban afectados por muchas
sustancias interferentes. Trinder? modificd a Emerson* para desarrollar un sistema eficiente de
peroxidasa-fenol-aminofenazona para la cuantificacion de peroxido de hidrégeno mediante la
formulacion de un colorante rojo de quinoneimina. Este método esta menos influenciado por
sustancias interferentes y no sufre los muchos inconvenientes de los métodos anteriores.

Principio
Glucosa oxidasa

D-Glucosa + H0 + O —————- > H202 + D-Gluconato
POD

H202 + 4-AAP + Fenol ->Tinte de quinoneimina + H,0

La glucosa es oxidada por la glucosa oxidasa a gluconato y perdxido de hidrégeno. El Fenol +
4-AAP + peréxido de hidrogeno, en presencia de peroxidasa, produce un tinte de
quinoneimina que se mide a 500 nm. La absorbancia a 500 nm es proporcional a la
concentracion de glucosa en la muestra.

Composicion del reactivo

Glucosa oxidasa (microbiana) 12000 /L, peroxidasa (rabano rusticano) > 1000 ulL, 4-AAP
>0,3 mM, fenol 4 mM, tampdn, pH 7,4 £ 0,1, estabilizadores no reactivos, conservante. Véase
“Precauciones”.

Preparacion de los reactivos
El reactivo se suministra listo para usar.

Estabilidad y almacenamiento de los reactivos

1. Elreactivo debe almacenarse refrigerado a una temperatura de 2-8°C.

2. Elreactivo es estable hasta la fecha de caducidad indicada cuando se almacena segiin
las instrucciones.

Precauciones

1. Elreactivo esta indicado exclusivamente para el diagndstico in viro.

2. Elreactivo no debe usarse si ha desarrollado turbidez u ofra evidencia de crecimiento
microbiano.

3. Elreactivo no debe usarse si no cumple con las afirmaciones de linealidad o si no
recupera los valores de control en el rango establecido.

4. Todas las muestras y controles deben manipularse como potencialmente infecciosos,
utilizando procedimientos de laboratorio seguros. (NCCLS M29-T2).5

Extraccion y almacenamiento de muestras

1. Serecomienda suero no hemolizado o plasma heparinizado

2. Elsuero debe separarse del codgulo inmediatamente, ya que la tasa de disminucion de
la glucosa es de, aproximadamente, un 7% por hora en la sangre total.®

3. Laglucosa en suero es estable durante 24 horas cuando se almacena refrigerada (2-
8°C).
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4. Las muestras deben extragrse de conformidad con el documento NCCLS H4-A3.7

Interferencias

1. Las muestras muy lipémicas pueden dar falsos valores elevados de glucosa.

2. Sehadeterminado que la bilirubina a un nivel de 20 mg/dL y la hemoglobina a un nivel de 500
mg/dL presentan una interferencia no significativa (<3%) en este ensayo. NOTA: El nivel de
glucosa fue de 184 mgfdL para el estudio de bilirubina y de 188 mg/dL para el estudio de
hemoglobina.

3. Young, et al® publicaron una lista completa de sustancias que interfieren.

Materiales suministrados
Reactivo de glucosa.

Materiales necesarios, pero no suministrados
1. Dispositivos de pipeteo precisos (1,0mLy 10 uL)

2. Tubos de ensayo

3. Temporizador (Para medir diez minutos)

4. Espectrofotémetro capaz de leer a 500 nm

5. Bloque calefactor (37°C)

6. Controles de suero con valores de glucosa normales y anormales conocidos
Procedimiento (Automatizado-General)
Longitud de onda: 500 nm

Tipo ensayo: Punto final
Ratio muestra/reactivo: 1:101
Direccion de reaccion: Incremento
Temperatura; 31'C

Tiempo de incubacién: 600 segundos
Bajo Normal: 70 mg/dL

Alto Normal: 105 mg/dL
Procedimiento (manual)

1. Etiquete los tubos de ensayo con las etiquetas "hlanco”, "control”, "estandar”, "paciente”, etc.

2. Pipetee 1,0 mL de reactivo de trabajo en todos los tubos y coldquelos en un bario de
calor a 37°C durante, al menos, cinco minutos.

3. Arada 0,01 mL (10 uL) de muestra a los tubos respectivos. Mezcle e incube a 37°C durante
diez minutos.

4. Después de laincubacion, ponga a cero el espectrofotometro con el blanco del reactivo. Leay
registre las absorbancias de todos los tubos a 500 nm (500-520 nm).

5. Paradeterminar los resultados, véase la seccion "Calculos”.

Limitaciones

1. Elreactivo da resultados lineales en el rango de 0-500 mg/dL. Las muestras que superen los
500 mg/dL deben diluirse con un volumen igual de solucion salina y volver a analizarse.
Multiplique el resultado por dos.

2. Siel espectrofotémetro que se utiiza requiere un volumen final superior a 1,0 mL para una
lectura precisa, utilice 0,03 mL (30 uL) de muestra por 3,0 mL de reactivo. Realice la prueba
como se describe anteriormente.

3. Lamuestra lipémica puede dar falsos resultados elevados. Para comegir la lipemia, se debe
realizar un blanco de suero. Blanco de suero: Afiada 0,01 mL (10 uL) de muestraa 1,0 mL de
agua. Espectrofotémetro cero con agua. Leay registre la absorbancia y reste la lectura de la
absorbancia de prueba. Calcule de la forma habitual.

Calibracion
Utilice un estandar de glucosa identificable en NIST (100 mg/dL) o un calibrador de suero. El
procedimiento debe calibrarse de conformidad con las instrucciones de calibracion del fabricante del
instrumento.  Si los resultados del control estan fuera de rango, se debe volver a calibrar el
procedimiento.
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Calculos
Abs. = Absorbancia

Abs. (Paciente) x Concentracion de = Glucosa (mg/dL)
Abs. (Estandar)  Estandar (mg/dL)

Ejemplo:

Abs. (Paciente) = 0,300

Abs. (Estandar) =0,200
Concentracion de Std. = 100 mg/dL

Por tanto: 0,300 x 100 = 150 mg/dL
0,200

Unidades Sl
Para obtener resultados en unidades SI (mmol/L), multiplique los resultados en mg/dL por diez
para convertir dL a litros y divida el valor por 180, el peso molecular de la glucosa.

mg/dLx 10 = mgfdL x 0,0556
180

Ejemplo: 150mg/dL x 0,0556 = 8,34 mmollL

Control de calidad

Los controles de suero con valores de glucosa normales y anormales conocidos deben
realizarse de forma rutinaria para controlar la validez de la reaccion. Estos controles deben
realizarse, al menos, con cada turno de trabajo en el que se realicen analisis de glucosa. Los
valores de confrol deben estar dentro de los rangos establecidos para los controles
particulares que estan en uso. Se recomienda que cada laboratorio establezca su propia
frecuencia de determinacion de control.

Valores esperados®
70- 105 mg/dL
Se recomienda encarecidamente que cada laboratorio establezca su propio rango normal.

Rendimiento

1. Rangodel ensayo: 0- 500 mg/dL

2. Cormelacion:  Los resultados obtenidos con este reactivo (y) en 132 muestras, con
concentraciones de glucosa entre 32 y 297 mg/dL, se compararon con los obtenidos en
las mismas muestras, ufilizando un reactivo de polvo seco (x) basado en la misma
metodologia en un analizador automatizado. El coeficiente de comrelacion fue 0,999y la
ecuacion de regresion fue y=1,02x —1,13. (Sy-x=15,43)

3. Precision: Los estudios de precision se realizaron en un analizador automatizado,
siguiendo una modificacion de las pautas contenidas en el documento NCCLS EP5-
T2.10

Intraserial Dia a dia
Media DS. %CV Meda  DS. %CV
101 11 11 86 2,1 25
172 13 0,7 198 6,3 32
293 39 13 283 9.2 33

4. Sensibiidad: La sensibilidad del reactivo de glucosa (oxidasa) se investigé, leyendo el
cambio de absorbancia a 500 nm para una muestra de solucion salina y un suero con
una concentracion conocida. Se realizaron diez réplicas de cada muestra. Los
resultados de esta investigacion indicaron que, en el analizador utilizado, el reactivo de
glucosa (oxidasa) mostrd poca o ninguna desviacion del reactivo en una muestra cero.
En las condiciones de reaccion descritas, 1 mg/dL de glucosa da una absorbancia de
0,002,
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Certificado para emplear reactivos

Los reactivos Pointe estan certificados para ser fabricados de acuerdo con los parametros
especificados. Cualquier producto de reactivo Pointe que no cumpla con las especificaciones hastala
fecha de vencimiento indicada se reparara de inmediato sin cargo.
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