LINEA LIQUIDA

Glicemia

enzimatica AA

Paraladeterminacién de glucosaen suero, plasma, orina
o liquido cefalorraquideo

SIGNIFICACION CLINICA

La patologia méas comun relacionada con el metabolismo de
los hidratos de carbono es la diabetes mellitus. El diagndsti-
co precoz y el control de los pacientes diabéticos, tienen por
objeto evitar la cetoacidosis y las complicaciones resultantes
de la hiperglicemia, mediante el tratamiento adecuado.
Dado que existen multiples factores causales de hiper o hipo-
glicemia, debe considerarse en cada caso la condicion fisio-
l6gica y/o la patologia presente en el paciente.

FUNDAMENTOS DEL METODO
El esquema de reaccion es el siguiente:

glucosa + O, + H,O > acido gluconico + H,O,

POD

2H,0, + 4-AF + 4-hidroxibenzoato > quinonimina roja
REACTIVOS PROVISTOS

S. Standard*: solucién de glucosa 100 mg/dl (1 g/l).

A. Reactivo A: solucién conteniendo glucosa oxidasa (GOD),
peroxidasa (POD), 4-aminofenazona (4-AF), buffer fosfatos
pH 7,0 y 4-hidroxibenzoato en las siguientes concentracio-
nes:

GOD (MICrobIaNa) ........vveeiueeeiieeeiiie e > 10 kul/l
POD (FAbaN0) ....cceeiiiiiiiiiiieiie e >1 kull
A-AF i 0,5 mmol/l
Fosfatos ...... 100 mmol/l, pH 7,0

Hidroxibenzoato ............cccoveeiiieiiiiieiiie e 12 mmol/l
REACTIVOS NO PROVISTOS
Calibrador A plus de Wiener lab.

INSTRUCCIONES PARA SU USO
Reactivos Provistos: listos para usar.

PRECAUCIONES

Los reactivos son para uso diagnoéstico "in vitro".

Utilizar los reactivos guardando las precauciones habituales
de trabajo en el laboratorio de quimica clinica.

Todos los reactivos y las muestras deben descartarse de
acuerdo a la normativa local vigente.

ESTABILIDAD E INSTRUCCIONES DE
ALMACENAMIENTO

Reactivos Provistos: son estables en refrigerador (2-10°C)
hasta la fecha de vencimiento indicada en la caja. No mante-
ner a temperaturas elevadas durante lapsos prolongados.

* No provisto en todas las presentaciones

INDICIOS DE INESTABILIDAD O DETERIORO DE LOS
REACTIVOS

Durante el uso, el Reactivo A puede colorearse ligeramente
no afectando su funcionamiento siempre que se procese un
Blanco con cada lote de determinaciones y un Standard pe-
riodicamente. Desechar cuando las lecturas del Blanco sean
superiores a 0,160 D.O.

MUESTRA

Suero, plasma, orina o liquido cefalorraquideo (LCR)

a) Recoleccion:

- Suero o plasma: se debe obtener suero de la manera usual
o plasma recolectado con anticoagulantes comunes.

- Orina: si se trata de una muestra aislada, utilizar preferen-
temente orina fresca. En caso de no poder realizar el en-
sayo de forma inmediata, conservar la muestra en refrige-
rador (2-10°C). Puede realizarse el ensayo en orina de 24
horas. En este caso, recolectar la muestra en un recipien-
te oscuro conteniendo 5 ml de acido acético glacial y con-
servarlo en hielo.

- LCR: en caso de utilizar LCR, el ensayo debe realizarse en
forma inmediata a la obtencion de la muestra.

b) Aditivos: en caso de que la muestra a emplear sea plas-

ma, se recomienda el uso de Anticoagulante G (EDTA/fluo-

ruro) para su obtencion.

c) Sustancias interferentes conocidas: no se observan

interferencias por: bilirrubina hasta 10 mg/dl, triglicéridos

hasta 500 mg/dl y hemoglobina hasta 350 mg/dl. El acido
ascarbico interfiere en la determinacion en orina en cual-
quier concentracion.

Referirse a la bibliografia de Young para los efectos de las

drogas en el presente método.

d) Estabilidad e instrucciones de almacenamiento: la des-

truccion enzimatica de la glucosa sanguinea (glucélisis)

por hematies y leucocitos es proporcional a la temperatu-
ra a la que se conserva la sangre, siendo maxima a 37°C.

Este proceso no se inhibe aln en estado de congelacion,

por lo que la sangre debe centrifugarse dentro de las 2

horas de la extraccién. El sobrenadante limpido se trans-

fiere a otro tubo para su conservacion. De esta forma la

glucosa es estable 4 horas a temperatura ambiente o 24

horas refrigerada. En caso de no poder procesarse la

muestra de la forma indicada, debera adicionarse un con-
servador en el momento de la extraccion.

El LCR puede contaminarse con bacterias y otras células

por lo que la determinacién debe realizarse de inmediato.

En caso de no poder procesarse de esta manera, centrifugar

el LCR y conservarlo 3 dias a 2-10°C o 5 horas a 20-25°C.
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MATERIAL REQUERIDO (no provisto)

- Espectrofotémetro o fotocolorimetro.

- Micropipetas y pipetas para medir los volimenes indica-
dos.

-Tubos o cubetas espectrofotométricas de caras paralelas.

- Bafio de agua a 37°C.

- Reloj o timer.

CONDICIONES DE REACCION

- Longitud de onda: 505 nm en espectrofotometro o en fotoco-
lorimetro con filtro verde (490-530 nm).

- Temperatura de reaccion: 37°C

- Tiempo de reaccion: 5 minutos

- Volumen de muestra: 10 ul

- Volumen de Reactivo A: 1 ml

- Volumen final de reaccion: 1,01 ml

Los voliumenes de Muestra y de Reactivo A pueden variarse

proporcionalmente (Ej.: 20 ul Muestra + 2 ml Reactivo A).

PROCEDIMIENTO
En tres tubos marcados B (Blanco) S (Standard) y D (Des-
conocido) colocar:

B S D
Standard - 10ul -
Muestra - - 10ul
Reactivo A 1ml 1ml 1ml

Incubar 5 minutos en bafio de agua a 37°C 0 25 minutos a
15-25°C. Luego leer en espectrofotometro a 505 nm o en
fotocolorimetro con filtro verde (490-530 nm) llevando el
aparato a cero con el blanco.

ESTABILIDAD DE LA MEZCLA DE REACCION FINAL
El color de reaccion final es estable 30 minutos, por lo que la
absorbancia debe ser leida dentro de este lapso.

CALCULO DE LOS RESULTADOS

100 mg/dl
glucosa (mg/dl) =D x f f= —
S

METODO DE CONTROL DE CALIDAD
Procesar 2 niveles de un material de control de calidad
(Standatrol S-E 2 niveles) con concentraciones conocidas
de glucosa, con cada determinacion.

VALORES DE REFERENCIA

Se analizaron con Glicemia enzimatica AA liquida, 120
muestras de individuos en ayunas, de ambos sexos, con
edades comprendidas entre 20 y 45 afios, provenientes de
la ciudad de Rosario (Argentina), sin sintomas de diabetes
o cualquier otra enfermedad aparente. Se encontrd que el
95% de los resultados cubrieron el siguiente rango:

Suero o plasma: 70 a 110 mg/dI

) Marca registrada de Ciba Corning Diagnostics

En la literatura (Tietz, N.W.) se menciona el siguiente rango
de referencia:

Suero o plasma
Adultos: 74 - 106 mg/dl (4,11 - 5,89 mmol/l)
Nifios: 60 - 100 mg/dl (3,33 - 5,55 mmol/l)
Neonatos: 1 dia: 40 - 60 mg/dl (2,22 - 3,33 mmol/l)
mayor a 1 dia: 50 - 80 mg/dl (2,78 - 4,44 mmol/l)

Orina aislada fresca
1 - 15 mg/dl (0,06 - 0,83 mmol/l)

Orinade 24 horas
< 0,5 g/24 hs (< 2,78 mmol/24 hs)

LCR
Nifios: 60 - 80 mg/dl (3,33 - 4,44 mmol/l)
Adultos: 40 - 70 mg/dl (2,22 - 3,89 mmol/l)

Se recomienda que cada laboratorio establezca sus pro-
pios valores de referencia, teniendo en cuenta sexo, edad
héabitos alimenticios y otros factores.

CONVERSION DE UNIDADES AL SISTEMA SI
Glucosa (mg/dl) x 0,0555 = Glucosa (mmol/l)
Glucosa (9/24 horas) x 55,5 = Glucosa (mmol/24 hs)

LIMITACIONES DEL PROCEDIMIENTO
Ver Sustancias interferentes conocidas en MUESTRA.

PERFORMANCE

Los ensayos fueron realizados en analizador automatico
Express Plus®.

a) Reproducibilidad: procesando 20 replicados de una mis-
ma muestra en 5 dias diferentes, se obtuvo:

Precision intraensayo

Nivel D.S. C.V.
90,7 mg/dl + 1,26 mg/dI 1,39 %
278 mg/dl + 3,08 mg/dl 1,11 %
Precision interensayo
Nivel D.S. C.V.
90,1 mg/dl + 1,73 mg/dl 1,92 %
299 mg/dI + 4,86 mg/dl 1,62 %

b) Recuperacién: agregando cantidades conocidas de glu-
cosa a distintos sueros, se obtuvo una recuperacion entre
99y 101%.

c) Linealidad: la reaccion es lineal hasta 500 mg/dl. Para
valores superiores, diluir la muestra con solucién salina y
repetir el ensayo, multiplicando el resultado final por el fac-
tor de dilucion.

d) Correlacion: se determin6 el valor de glucosa en 154
muestras de suero en un rango comprendido entre 23 y
503 mg/dl, con Glicemia enzimatica AA liquida de Wiener
lab. y un kit comercial basado en el mismo principio,
obteniéndose el siguiente coeficiente de correlacion:

r = 0,9997; pendiente b =1, 0257; interseccion a = 1,9485
e) Sensibilidad: el minimo limite de deteccion es 0,54 mg/dl
y la sensibilidad analitica es de 4,2 mg/dl.
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PARAMETROS PARAANALIZADORES AUTOMATICOS
Para las instrucciones de programacién debe consultarse
el Manual del Usuario del Analizador en uso.

Para la calibracion puede emplearse Calibrador A plus de
Wiener lab., de acuerdo a los requerimientos del analiza-
dor.

PRESENTACION
- 4 x 250 ml (Céd. 1400060).
-6 x 60 ml (Cod. 1009313).
-6 x 60 ml (Cod. 1009617).
-12 x50 ml (C6d. 1009260).
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SIMBOLOS
Los siguientes simbolos se utilizan en todos los kits de
reactivos para diagnostico de Wiener lab.

por la Directiva Europea 98/79 CE de productos sanita-
rios para el diagnéstico "in vitro"

c € Este producto cumple con los requerimientos previstos
Representante autorizado en la Comunidad Europea
Uso diagnéstico "in vitro"

Contenido suficiente para <n> ensayos

Fecha de caducidad

Limite de temperatura (conservar a)

No congelar

Riesgo biolégico

Volumen después de la reconstitucion

Cont] Contenido

Numero de lote

Elaborado por:

Nocivo

Corrosivo / Calstico

Irritante

Consultar instrucciones de uso

[ 1 Calibrador

Control

Control Positivo

Control Negativo
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