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RESUMEN

A fin de evaluar la confiabilidad del método
enzimético de L aboratoriosHeigaparalacuantificacion
de triglicéridos (Reactivo Ref. 880-L) se efectud un
estudio de precision y exactitud con ensayos de
contral: CB, CN'y CA ("Control Bgo", " Control Norma"
y "Control Alto", respectivamente); y ensayos de
control con valor asignado (CVA). La precision
intral aboratorio fue determinadacon e coeficientede
variacion (CV) mientras que la Desviacion Estandar
Obtenida (DEO) fue usada para la precision
interlaboratorio y la exactitud la cual, ademas, fue
evaluada con ensayos de mezcla (M), recuperacion
media(RM) y Recuperacion Alta(RA). Por otraparte,
se efectud un estudio de linealidad y sensibilidad con
estéandares de concentracion baja, media y alta,
aplicando laecuacion delarecta por el método delos
minimos cuadrados para determinar €l intervalo de
linealidad; asi como €l célculo de la pendiente y la
pruebadelat (p<0,05) entrelos estandares con menor
diferencia de concentracién entre si, para la
sensibilidad. LosCV resultaron entre2,01%y 9,33%y
las DEO entre -0,19 y 1,74; los porcentajes de
recuperacion de 98,82%, 99,61y 102,93% paraM, RM
y RA, respectivamente; encontrandose todos dentro
de los rangos de aceptabilidad. La proporcionalidad
resulté entre 0y 1000 mg/dL., lapendientefue mayor a
45 grados y la diferencia de medias estadisticamente
significativa (p=0,05) entre los estéandares de 40 y 50
mg/dL. Se concluy6 que €l método presentaprecision
intralaboratorio e interlaboratorio para niveles bgjos,
normales y altos del analito, exactitud, buena
sensibilidad y linealidad hasta 1000 mg/dL.
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ABSTRACT

In order to evaluatethereliability of theenzymatic
method to determinetriglycerides (Ref. 880-L reactive)
from Laboratorios Heiga, astudy of the precision and
the accuracy was carried out with control assays:
CB, CN and CA ("Low Control", "Normal Control"
and "High Control", respectively); and value
assigned control assays (CVA). Theintralaboratory
precision was determined with the Variation
Coefficient (CV) whereas the Obtained Standard
Deviation (DEO) was used to evaluate the inter
laboratory precision and accuracy, which was also
eval uated employing medley assaysand intermediate
and high recovery assays (RM and RA). Studies of
the linearity and sensitivity were also performed
using low, intermediate and high concentration
standards; the straight line equation by the method
of the square minimum was applied to determine the
linearity range; and the calculation of the slope and
the t student test (p<0,05) between very close
concentration standardsin order to verify sensitivity.
The CV were between 2,01% and 9,33%, the DEO
between -0,19 and 1,74 and the percents of the
recovery wereon 98,82%, 99,61% and 102,93% for M,
RM y RA, respectively; all of them were within the
acceptability limits. There was proportionality
between 0 and 1000 mg/dL, the slope was greater
than 45 degrees and the test between standards with
40 and 50 mg/dL resulted significant. It was concluded
that the method shows intra and inter laboratory
precision for low, normal and high concentrations of
the analyte, accuracy, good sensitivity and linearity
up 1000 mg/dL.
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INTRODUCCION

La determinacién de triglicéridos es Util en €l
diagnostico de las didipidemias y en el contexto de
una actitud preventiva de lesiones ateroescleréticas
(Schreiery cal., 2001) y por tanto de posibles eventos
isquémicos (Immanuel et al, 2006). Para dicha
determinacion se han utilizado diversos métodos a
través de los afios, entre ellos: el método de
sustracciéon, método manual directo y métodos con
determinacion deglicerol (Naito, 1990).

En cuanto a los métodos con determinacion del
gliceral, €l triglicérido es hidrolizado para remover
los acidos grasos y asi determinar el glicerol libre,
cuyaconcentracion esequivaentealadel triglicérido,
paraello seutilizan técnicas quimicasy enzimaticas
(Naito, 1990).

L astécnicas quimicasrequieren tratamiento previo
delamuestra paraseparar loslipidosdelas proteinas,
realizandose en cuatro etapas: extraccion de
triglicéridosy eliminacion de sustanciasinterferentes,
saponificacion de los triglicéridos a glicerol y &cidos
grasos, oxidacion del glicerol aformaldehidoy medicidn
del formaldehido (Naito, 1990; Salveet d., 1994).

Por su parte, las determinaciones enziméticas se
realizan en el glicerol contenido en las moléculas de
triglicéridos luego de una hidrélisis quimica o
enzimatica (lipasas combinadas con proteasas) para
remover acidos grasos, prefiriéndose estas Ultimas por
ser unatécnicadirecta, ripiday especifica(Naito, 1990)
conmedicionespor pruebas dpticas, lo queleconfiere
especificidad y sensibilidad (Richterich y Colombo,
1983). Dentro de estas determinaciones existen
diversos métodos. de Bucolo y David, de Megraw,
deNageley col (Naito, 1990). Este tltimo empleael
acoplamiento delas enzimaslipasa (que hidrolizalos
triglicéridos a glicerol y &cidos grasos), glicerol
quinasa(lacual fosforilaal glicerol, formando glicerol
1-fosfato), glicerol fosfato oxidasa (quien oxida a
glicerol 1-fosfato, formando dihidroxiacetona-fosfato
y peroxido de hidrégeno) y la peroxidasa (que en
presencia de la 4-aminofenazona forma una quinona
de color rosado a partir del peréxido de hidrégeno)
(Naito, 1990). Este método ha sido adaptado por las
casas comerciales: WIENER LAB. (2002), HUMAN
(2000), STANBIO Laboratory (2006), INVELAB SA.
(2006) y LaboratoriosHEIGA C.A. (2000); lacual ha
planteado lanecesidad de evaluar la confiabilidad del
mismo en sureactivo Ref. 880-L.

Dichaconfiabilidad eslacapacidad paradeterminar
un analito proporcionando resultadosidéneos (Boquet
et a., 1996); para acanzarla, el método debe poseer:
exactitud, precision, sensibilidad, especificidad
(Gonzalez, 1993; Kerrigany Brooks, 1998), linealidad

(Baffi, 1997; Carey y Garber, 1990; Gonzdlez, 1993) y
paraldlismo (Gonzéalez, 1993; Kertesz et al., 1998).

Siendo la exactitud la concordancia aproximada
entre el valor obtenido en unamedicion y lacantidad
real mente existente en el material examinado (Boquet
etd., 1996; Baffi, 1997; Repetto, 2005), mientrasquela
precisién consiste en laconcordanciaentre unaserie
de mediciones obtenidas en multiples pruebas bajo
|as mismacondiciones (Baffi, 1997; Repetto, 2005).

Por su parte, la sensibilidad es |a capacidad para
detectar pequefias variaciones de concentracion del
componente que se hade medir (Cortes et al, 1994);
la especificidad es la capacidad para determinar
Unicamente tal componente (Cortes et al, 1994;
Repetto, 2005); la linealidad es definida como €l
intervalo de proporcionalidad entre laconcentracion
del analito que el método valoray launidad de medida
enlaque éste sebasa (Carey y Garber, 1990; Repetto,
2005) y el paralelismo esla capacidad paramantener
la linealidad, ain cuando se diluya la muestra
(Gonzdez, 1993).

Debido a que los métodos enziméticos han
mostrado positividad para estos parametros (Naito,
1990; Richterich y Colombo, 1983), es posible que €
método de Laboratorios Heiga presente buena
precision, exactitud, linealidad y sensibilidad. Por
tanto, el objetivo de este trabajo fue evaluar estos
pardmetros, afindeinformar adichacasacomercial.

MATERIALES Y METODOS

Para llevar a cabo la evaluacién del método
enzimético de L aboratorios Heiga paraladeterminacion
de triglicéridos, se efectud un estudio de precision,
exactitud, linealidad y sensibilidad, tal como sedescribe
a continuacion:

Precisién y exactitud:

Se realizaron 20 determinaciones consecutivas de
triglicéridos con € reactivo Ref. 880-L de L aboratorios
Heiga, C.A. enaicuotas de controlesde concentracion
inferior (CB), dentro (CN) y superior (CA) a rango de
referencia del analito (hombres; 60 - 165 mg/dL y
mujeres: 40 - 140 mg/dL) y 30 determinaciones en un
suero control con valor asignado (CVA) mediante el
Programade Evaluacion ExternadelaCalidad (PEEC)
de laFundacion BioquimicaArgentina (FBA). Todos
liofilizadosy de origen humano; correspondiendo CB
apathonormlow lote MR9077, CN alote002UN; CA a
pathonorm highlote 004UE y CVA al lote 348 del PEEC
de la FBA, los cuales fueron reconstituidos y
preservados segln lasindicaciones de losfabricantes.

Con los resultados obtenidos se determiné la
precision intralaboratorio (interensayo) con el
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Coeficiente de Variacion [CV=(DEx100)/VO)] y la
precisioninterlaboratorio, asi como laexactitud conla
Desviacion Estandar Obtenida[ DEO=(VE-V O)/DEE],
donde: DE= Desviacion estdndar, V O= Valor obtenido
(mediadelosresultadosparadl CV y DEO interensayo
0 el valor individual de cada determinacién parala
DEO intraensayo), VE esel valor esperado (comercial
0 asignado, segln el suero) y DEE un 5% del VE.
Considerandose como precision intralaboratorio
satisfactoriavaloresde CV menoresoigualesal0%y
como precision interlaboratorio valores de DEO
menoresoigualesa+2.

La exactitud fue también evaluada mediante la
prueba de la adicién (porcentaje de recuperacion) y
la prueba de la mezcla. Parala prueba de adicion se
realizaron 20 ensay0s consecutivos de recuperacion
media (RM) y alta (RA), en donde se agregd al CN
100 mg detriglicéridos (5 pl deun patrén detriglicéridos
de 200 mg/dL) y 200 mg detriglicéridos (10 wl deun
patron detriglicéridosde 200 mg/dL), respectivamente;
verificando también la precisién de éstos ensayos con
el CV. Parala prueba de la mezcla se procesaron 20
ensayosM enloscuaesseagreg6 5l deCBy 5ul de
CA enlugar delamuestra. Procediéndose aobtener €l
porcentaje de recuperacion [%6R= (VOx100)/VE],
mediante la comparacion de lamedia de los valores
experimentalesde M, RM o RA (VO) conlosvalores
nominales(VE) del CN a sumarlelacantidad afiadida
(paraRM y RA) o delamediadelos sueros mezclados
(paraM). Se considerd como exactitud val oresmenores
oigualesat2 paralaDEO y de %R entre 95y 105%.

Linealidad:

Laevaluacion delalinealidad se realiz6 mediante
ladeterminacidn del analito 20 veces consecutivasen
alicuotas de esténdares de concentraciones (mg/dL):
Bga 0; 40; 50; media: 100, 200y dta 500, 1000y 1200.
Se determin6 el CV con las medias y DE de las
absorbancias obtenidas paracada estandar. Al resultar
estasatisfactoria, se calcul 6 laecuacion delarectapor
el método de los minimos cuadrados para gjustar los
valores experimentales obtenidos, graficando estos
resultados versus los valores de concentracion
correspondiente a cada estandar.

Sensibilidad:

Paralaevaluacion delasensibilidad serealizaron 20
determinaciones consecutivas de triglicéridos en
alicuotas de estdndares de concentracion bajas. 0; 40y
50mg/dL. Con losvaoresde absorbancia se calculdla
media(VO), desviacion estandar (DE) y con éstos, asu
vez, d coeficientedevariacion (CV). Luego seefectud
unapruebade diferenciade mediasentrelos estandares
de 40y 50 mg/dL por ser los de menor diferenciade

concentracion entre si. Considerandose positividad
delasensibilidad al existir una diferencia de medias
estadisticamente significativa (p= 0,05) entre los
estandares utilizados atal fin y una pendiente mayor
de45°al realizar lagréficacorrespondiente, ademasde
un CV menor a5% en | os resultados de cada esténdar
procesado. Simultaneamente a los ensayos estandar,
se procesaron ensayos control (C) empleando un suero
control comercial valorado (SigmaDiagnostics, Lote:
021k8404). Deigua manera, con losresultadosde estos
ensayos se calculé e CV, ademas de la Desviacion
Estandar Obtenida (DEO) a objeto de verificar la
confiabilidad de la determinacion, considerando la
mismacomo positivas € CV eramenor oigual a5%y
unaDEO menor oigual a+ 2.

La calibracion de todos los ensayos se realizo
mediante 20 ensayos de blanco de reactivo y de 20
ensayos de patrones de triglicéridos de concentracion
200 mg/dL, efectuandose las mediciones de
absorbanciasen un Shimadzu CL - 750 paralosensayos
CB, CN, CAyenunGilford Stasar IV paralosensayos
CVA, RM, RAY M, gjustando acero con aguadestilada.
Todas las pruebas se efectuaron en el Laboratorio de
BioguimicaClinicadelaEscuelade Bioandisisdela
Universidad de LosAndes (Mérida-Venezuel a).

RESULTADOSY DISCUSION

Los resultados obtenidos de |a determinacion de
precision intralaboratorio se presentan en la Gréfica
N° 1, los mismos reflejan que hubo precision
interensayo en todos los niveles de controles (CB,
CN, CA, CVA) yaque sus CV son menores a 10%.
Siendo notorio que el CB fue el ensayo que presenté
el mayor CV con un 9,33%, probablemente por labaja
concentracion de este control (Rodriguez y col.,
2001b). LosCV encontradosparaCB, CN y CA fueron
superiores a los obtenidos por HUMAN (2000) al
realizar 6 ensayos para cada control, utilizando un
método enzimético colorimétrico con factor aclarante
delipidosreportando CV superioresal 5%, |os cuales
resultan superioresalosobtenidosen el CVA, lo cual
indica la posibilidad de factores inherentes a los
materiales de control en lugar del método. Situacion
similar se encuentra si se comparan los resultados
con los de la casa comercial Wiener Lab. (1998) al
procesar ensayos por duplicado diariamente
utilizando controles de baja y alta concentracion
(Wiener Lab., 1998).

En cuanto ala precisién interlaboratorio (Gréfica
N° 2), los resultados de las desviaciones estandar
obtenidas (DEO) presentaron nivelesinferioresa valor
permitido para este parametro, es decir menores o
igualesa = 2, reflgjando precision interlaboratorio en
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dichos ensayos, a igual que exactitud del método al
presentarse una DEO de -0,19 en el CVA; no
encontréndose estudios anteriores relacionados con
|a determinacién de este parametro para este analito.

CV (%) Grafico N° 1.- Coeficientes de Variacion
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Ensayo

CB: Control de concentracién inferior al rango de referencia;
CN: Control de concentracién dentro del rango de referencia
CA: Control de concentracion superior al rango de referencia;
CVA: Control con valor Asignado por el PEEC de la FBA

Grafico N° 2.- Desviaciéon Estandar Obtenida.
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CB: Control de concentracién inferior al rango de referencia;
CN: Control de concentracién dentro del rango de referencia
CA: Control de concentracion superior al rango de referencia;
CVA: Control con valor Asignado por el PEEC de la FBA

EnlaTabla 1 se reflgjan los resultados obtenidos
de los ensayos procesados para la evaluacion de la
exactitud con sus respectivos CV, los mismosindican
precision en ladeterminacion. Ademas, los porcentajes
derecuperacion tanto paralaRM como paralaRA 'y M
también indican exactitud por encontrarse entreel 95%
y 105%. Estos hallazgos se correlacionan con los
obtenidos por laCasacomercia Wiener Lab. (1998) en
donde se procesaron ensayos adicionando diferentes
concentraci ones obteniéndose unarecuperacion entre
e 97y 101%.

TABLA 1
Resultados de los ensayos en la determinacion de la
exactitud

Ensayo M RM RA CVA
VO(mg/dL) 96,68 214,37 324,43 134,27
DE(+) 7,29 12,88 11,92 2,71
CV(%) 7,54 6,00 3,67 2,01

VO= Valor obtenido=media; DE= Desviacion Estandar; CV= Coeficiente de Variacién;
M= Mezda; RM= Recuperacion Media; RA=Recuperacién Alia; CVA: Conirol con Valor Asignado

Por su parte, en la Tabla N° 2 se presentan los
resultados de confiabilidad en la determinacion de la
linealidad y sensibilidad, demostrando precisién para
todoslos estéandares utilizados. Ello, junto al hecho de
qued ensayo C gportaun CV de0,19%y unaDEO de
0,17 indicaque hubo confiabilidad en ladeterminacion
efectuada.

Gréfico N° 3.- Porcentgje de Recuperacion. Estudio
de Exactitud
%
105
10293
100 961
882
9%
M RM RA
Ensayos

M: Mezcla; RM: Recuperacion Media; RA: Recuperacién Alta

El test dediferenciade media(TablaN°2) entrelos
estandares de 40 y 50 mg/dL reflejé diferencias
estadisticamente significativas (p<0,05) entre los
mismos, indicando que el método posee unamuy buena
sensibilidad, al diferenciar minimas concentraciones.
Por ello, puede ser utilizado para determinaciones en
pacientes con bajos niveles de triglicéridos.

TABLA 2
Confiabilidad en la determinacion de los ensayos de
linealidad y sensibilidad.

S=Estandares. Abs= Absorbancias. C= Control c= Valorenmg/dL
VO= media=valor obtenido. DE= Desviacién estandar CV= Coeficiente de variacién
DEO= Desviacion Esténdar Obtenida  *=significativa (p=0,05)




RevisTA DE LA FAacuLTaD DE FArRMACIA VOI. 48 (2) 2006

Al calcular laecuacion delarecta, correlacionando
los valores de concentracion versus las absorbancias
obtenidas por € método de los minimos cuadrados,
ésta resultd en unalinea recta hasta €l nivel de 1000
mg/dL (Grafica N° 4) por lo que se considera que €l
método es lineal para un rango de concentracion
comprendido entre 0,00 y 1000 mg/dL. Este nivel de
linealidad es superior a mostrado por |os métodos de
las casas comerciales Human (2000) y Sigma
Diagnostics (1992). Esto indica que el método de
Laboratorios Heiga puede ser empleado en
concentraciones elevadas del analito.

Por su parte, larectaresultante: Y=0,07 + 0,0019X,
presentd una pendiente mayor a45°, lo cual corrobora
la buena sensibilidad que presenta el método.

CONCLUSIONES

De acuerdo a los resultados obtenidos, e método
evaluado presenta precision intralaboratorio e
interlaboratorio, asi como exactitud paraconcentraciones
bagas, normalesy altas.

La sensibilidad essatisfactoriay presentalinedidad
paraconcentraciones entre0y 1000 mg/dL.

Esrecomendableladilucion demuestras de pacientes
gue presenten unaconcentracion detriglicéridos superior
a1000mg/dL, ademasdeevauar d parddismodd método.

El reectivo Ref. 880-L LaboratoriosHEIGA, CA. puede
ser empleado paraladeterminacién manual detriglicéridos
en los laboratorios clinicos a concentraciones bagjas,
mediasy atas.
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