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ELECTRODO SELECTIVO

DE IONES (ISE)




ISE

Potencidmetro * La fuerza electromotriz de la membrana = diferencia entre la
concentracion del ion de test en la solucidon analizada y en la solucion
interna (electrodo de referencia).

* La FEM se desarrolla segun la ecuacion de Nernst para un ion especifico
ensolucion gy E-g+RT/oF-Wit]clif )
Electrodode ...

Referencia
E = la FEM del electrodo

Eo = la FEM estandar
R = la constante
T = la temperatura
n = la carga del ion
2 Solucién a F = la constante de Faraday

anahzar In = el logaritmo natural (en base &)

i 2| coeficiente de 3

I SO O S L R RS =

G = la concentracion del ion en la solucidn interna



Ex+ RT/nF|-In{f- G )/ (f-C)

la FEM del electrodo
la FEM estandar
la constante

latemperalura  constante > PENDIENTE

la carga del ion
la constante de Faraday

~ Na+, K+, Cl- solo una carga - Constante
— @ICOENCIEmE oe acivioenr

la concentracion del ion en la solucion analizada
la concentracion del ion en la solucidon interma




selectiva

/'Rcfarncu

ISE

La unidad [SE realiza una medicidn indirecta

' milivoltios de la fuerza electromotriz

(EMF) entre los electrodos ion selectivos y el electrodo de referencia. Una medicion
indirecta supone que todas las muestras presentan una dilucion con una relacion de

1:31.

Electrodo de

No se puede diluir la muestra




ISE

Potencidmetro

Para diluciéon 1:31
Diluyente ISE diluent
(tampon y trietanolamina)

ISE H H o Electrodo de
Para calibracion (sol a \ " Referencia
analizar) ( — Para electrodo de referencia:
S1: ISE Standard Low ISE Reference Electrolyte (1 mol/L de
(Na+ 120 mmol/L, K + 3 mmol/L, Cl- \ cloruro de potasio)
80 mmol/L) I
S2: ISE Standard High (Na+ - gabactes o
160 mmol/L, K + 7 mmol/L, Cl- Membrana 4 >
120 mmol/L) selectiva \ o= — p—
S3: ISE Standard High . o
(Na+ 160 mmol/L, K + 7 mmol/L, CI- et PS

120 mmol/L)



ISE Internal Standard

Diluyente ISE diluent

ISE Reference Electrolyte







CALIBRACION ISE




CALIBRACION ISE

==
S1: ESTANDAR BAJO (ISE LOW)
: $2: ESTANDAR ALTO (ISE HIGH)
CALIBRACION COMPLETA <
S3: ISE HIGH (OTRA VEZ)
ESTANDAR INTERNO
o

- CADA 24 H SE DEBE HACER UNA CALIBRACION ISE COMPLETA

CALIBRACION A 1 PUNTO —H ESTANDAR INTERNO

- ANTES Y DESPUES DE CADA MUESTRA



ESTANDAR INTERNO

* Estandar interno (IS) compensa variaciones relacionadas con el sistema

 Se calcula al calibrar, y antes y después de medir una muestra (Calibraciona 1

* 12 calibracidn = calculo pendiente = CALCULO CONCENTRACION ESTANDAR

punto)
(E..—E )8
Ecuacidn C-2 Ce=0Cyx10 ®
15 L
Cis Concentracion del ion especifico en el estindar interno
C, Concentracion de entrada del estindar bajo
Es EMF (voltaje) del estindar interno para el ion especifico
E; EMEF (voltaje) del estindar bajo para el ion especifico

Pendiente

ISE Internal Standard (listo para el uso)
Tampdn HEPES: 10 mmol/L

Trietanolamina: 7 mmol/L

Cloruro de sodio: 3.06 mmol/L

Acetato de sodio: 1.45 mmol/L

Cloruro de potasio: 0.16 mmol/L




ISE Internal Standard

Diluyente ISE diluent

ISE Reference Electrolyte




. CALCULO DE LA PENDIENTE

La pendiente se calcula en milivoltios (mV) a partir de los estindares acuosos alto y
bajo. La pendiente se calcula seguin la siguiente formula:

Ecuacidn C-1 S = En—Ey

log I%']

; E=E, +M n(c)ri-c) Pendiente debe estar:

g Pendiente N-EI+ De 50 a 68 myv
E, EMF (voltaje) del estindar alto K+ De 50 2 68 mv
E, EMF (voltaje) del estindar bajo Cl- De -40 a -68 mv
.‘_',“H Concentracion del estandar alto
C, Concentracién del estindar bajo



ISE High y Low son estandares acuosos, por lo que se anadia un ISE high basado en
proteinas para compensar las diferencias entre un suero humano y una matriz

dCUOSd.

ISE S3

Ahora = compensador el ISE high (m3as estable).

El estandar 3 de ISE afecta a la interseccidn, no a la pendiente.

Mantenimiento regular = diferencias minimas

En determinadas condiciones estas diferencias se acentuan y hacen necesaria una

compensacion.

Optimas condiciones cuando el valor de
compensacion es estable y minimo




FOTO CALIBRACION ISE

Calibracion = Estado=> ISE = Resultado de la calibracién

De 50 a 68 mv ~ ISE-AIS!

KT De 50 a 68 mv |
CI- De -40 a -65 mv I
— . C

i
|

Fuerza electromotriz del estandar interno
Fuerza electromotriz del ISE Low S
Fuerza electromotriz del ISE High i

I
|

) EMF atto 452
I ",wu‘;H’W;HJJI‘@ﬁA"J.Hw I ‘-j—v_;;;—. —
Fuerza electromotriz del ISE High comp IF Comp [0l 44.7

Concentracion del estandar interno
Concentracion del ISE High comp




ERRORES Y ALARMAS

DE CALIBRACION ISE




Cal.E

Durante la calibracion = comparacion del valor de compensacion actual con el anterior
Si la diferencia % es mayor que la especificada en Utilidades — Aplicacion — Calibracion - Cal.E

Causa = La solucion estindar o el reactivo no estin ubicados en la posicion correcta.

* El reactivo se ha deteriorado o la solucidn estandar se ha concentrado debido a
evaporacion.

Remedio (Corrija todas las demis alarmas del instrumento v/o de resultados.

« (ompruebe los estindares, reactivos y controles. 5i los controles estan dentro del
rango, v los estindares y reactivos son aceptables, reanude el funcionamiento. En
caso contrario, corrija las anomalias y recalibre.

« (Compruebe el limite de compensacion en Utilidades > Aplicacion > Calib.




Alarma

Descripcion

Causa

Remedio

Cond.E

Preparacion (ISE) anomala

Mayor pendiente de lo normal

El valor de la pendiente es igual a 68,1 mV o mayor para los electrodos Na* o K*, o es
igual a -68,1 mV o inferior para el electrodo Cl°. La preparacion es inadecuada.

Mat K* Slop.E Prap.E [(Rango normal) Cond.E
e
+ 40 45 50 55 &0 &5 58
CI (Rango normal] Prep.E SlopE
] -6 —45 —40 -35 -30 m

llustracion D-4 Alarmas de resultados dal ISE y sus comespondientes valores de pendiente

(valores FEN)

» El acondicionamiento de un nuevo electrodo es insatisfactorio.

» La concentracion de la solucidn de estindar bajo/alto es inadecuada.

1. Procese 10 muestras aleatorias de suero humano.

2. Wierta ISE bajo [Std (1)], ISE alto [Std (2)] v ISE alto (compensado)/ISE comp.
|Std (3)] del calibrador nuevo, pongalo en el rack de calibracion y recalibre los

ISE.

3. Reanude la operacion. 5i se repite la alarma, pongase en contacto con su

representante del servicio técnico de Roche.



Alarrma

Descripcion

Carresar

Remedio

Prep.E

Aparece en Calibracion > Estado > Grafico Calibracion.

Menor pendiente de lo normal

Freparacion andmala

El valor de la pendiente estd dentro del siguiente rango: de 45,0 a 49,9 mV para
electrodos Na™ o K™ v de 5,0 mV para el electrodo C1".

Mat. K+ [(Rango mormmal)
I Cond.E (Rarngo normal)
—GE —Gh — G —i5
lHustraciaon D-5 Alarmas da resultados dal ISE v sus comasporndiantas valoras de pandienta

(valoraes FEMN)

» El electrodo estid deteriorado.

= El paso de flujo (flowpath) estd contaminado.

1. Sustituya el electrodo.

La sustitucidn de electrodos ISE deben realizara sdlo operadores con cualificacion

especial.

<> Para obltener mds informacidn, consulte el manual de mantenimiento: Marntenimiento
arnpliado del mddulo € 501 con ISE.

2. Ejecute la intervencidon (8) Purga Reactivo para purgar las lineas.



Alarma

Descriprcitn

L AL |

Remedio

Slop.E

Mucha menor pendiente de lo normal

Pendiente del ISE andamala

Aparece en Calibracion > Estado > Grafico Calibracidon.

El valor de la pendiente es inferior a 45,0 mV para los electrodos Na®™ o K, o es
superior a —35 mV para el electrodo Cl-.

+ &I a5 S0 55 &0 55 &8 LT
‘> Cond. E (Rango normal) Prep E SlapE
——— — e D
—G6& —EB5 —Gi0 —i5 -0 —35 20 LT
llustracidan D-& Alarmas da resultados dal 1ISE v sus comaspordiantas valares de paendiaenta

(wvaloraes FEMN]

- El electrodo st deteriorad o.

= Las soluciones de estandar alto v bajo no estan colocadas en las posiciones
correctas.

= La pipeta de muestra estid taponada.

1. Sustituya el electrodo ISE apropiado antes de continuar con el anilisis de rutina.

2. Procese 10 muestras aleatorias de suero humano.

3. Prepare calibrador nuevo, pongalo en el rack de calibracion y recalibre los tests ISE.
1

. Reanude la operacion. 5i se repite la alarma, péngase en contacto con su °
representante del servicio técnico de Roche.




Alarma

Jescripcion

Caresa

Remedio

Istd.E

Concentracion andmala de estiandar interno

Aparece en Calibracion > Estado > Grafico Calibracion.

La concentracidon de la solucion de estandar interno (ISE IS) no estaba dentro de los
rangos siguentes:

MNa® 120,0- 160,0 mmaol

H+
e B

%.0-7.0 rurmaol
B0,0- 1200 ol

!J'I

El paso de flujo (flowpath) estd contaminado.

El reactivo se ha deteriorado.

Sila FEM (EMF) de la solucion ISE IS es andmala en el informe de calibracian,
compruebe el volumen del reactivo ISE IS. En caso necesario, realice una purga de
reactivo vy recalibre.

5ila FEM (EMF) de ISE IS es normal en el informe de calibracion, compruebe la
jeringa de reactivos ISE. La FEM (EMF) de ISE IS estd idealmente a medio camino
entre el estindar bajo v el estindar alto. Los valores ideales de concentracion de
ISE IS son los siguientes: Na™: 140 mmol/l; K¥: 5 mmol/l; Cl: 100 mmol/L.

Reanude la operacion. Si se repite la alarma, pdngase en contacto con su
representante del servicio técnico de Roche.

Lleve a cabo la intervencion (8) Purga Reactivo para la unidad ISE para lavar el
paso de flujo.

Sustituya la soluciton de estindar interno y recalibre.



Alarma
Descripcion
Causa .
L]
[ ]
Remedio 1.
2.
3.
4.
a.

Std.E

1. Dwrante la calibracidon ISE, se encontrd alguna de las siguientes alarmas:

Error de estiandar

Alarma de resultados Indicador de resultados
ADC andmalo ADCE

Mo se puede realizar el caleulo. Cale ?

Error de nivel de voltaje de ISE ISE.E

Error de ruido de ISE ISE.N

MNivel bajo de potencia de agitacidn <Mix

Error de agitacidon ultrasdnica Mix E

Muestra Insufliciente Samp.S

El reactivo se ha acabado v debe sustituirse.

La concentracion del calibrador es incorrecta o el calibrador no esti en una
posicion correcta.

El valor de chequeo especificado es inadecuado.

Corrija todas las demis alarmas del instrumento yv/o de resultados.
Prepare calibrador nuevo; coléguelo en el rack v recalibre.
Sustituya el reactivo, purgue y recalibre.

Seleccione Utilidades > Aplicacion para comprobar los paraimetros de
calibracidn.

Reanude la operacion. Si se repite la alarma, péngase en contacto con su
representante del servicio técnico de Roche.



FOTOMETRIA




FOTOMETRIA

Absorbancia y Transmitancia

La fotometria es una técnica @ |
analitica utilizada para medir L
cuanta luz absorbe una
sustancia quimica, midiendo
la intensidad de la luz cuando
un haz luminoso pasa a
través de la solucion
muestra, con base en la ley
de Beer-Lambert.

Absorbancia Transmitancia

=Log I o/ I T=1/1Io

Absorbancia y transmitancia

Absorbancia y transmitancia

= -Log T

= Log 1/T


https://es.wikipedia.org/wiki/Ley_de_Beer-Lambert

. Ley Lambert-Beer

La intensidad del producto
coloreado (o turbidez) es un
iIndicador de la concentracion

de los componentes de la

muestra. A=¢-" b - C

Donde:

A: absorbancia de la disolucion a una longitud de onda dada (adimensional)
g: coeficiente de extincion molar (M*-cm™)

b: longitud de paso de la cubeta (cm)

C: concentracion de la disolucion (M)
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Las lecturas de absorbancia se toman cada
vez que la cubeta de reaccion gira por N
delante del fotdmetro en el rotor.

A Lémpera del fotdmetro F Rendija (de entreda) K FRendija

B Camisa de agua G Bafo de resccion L Fotometro

C Filtro H Cubsta de reaccion y comenido M Red de difreccion
D Mascara I Rendija (de =alida) M Detector

E Lente da condansacion J  Lente da formacion de imagenes

Flgura A-1 Pazo de luz dal fotsmetro



El andlisis bicromatico emplea dos longitudes de onda: una sitnada en la absorbancia

) ., , . ) pico (o cerca) del cromdgeno que genera la reaccion y una longitud de onda
Mejor resolucion fotometrica al medir a dos secundaria en la que no se detecta absorbancia del cromégeno deseado (o muy poca).
“ longitudes de onda (sistema bicromatico) en Las absorbancias { A, ) detectadas, provocadas por la interferencia de otras sustancias
vez de a una (monocromatlco) de la muestra, se miden en la longitud de onda secundaria. El resultado se resta de la
absorbancia total ( A, ) de la longitud de onda principal para obtener la absorbancia
— ) " neta ( A® ).
Se eliminan interferencias

A

s
g
= ;
£
2
2 &

Ay /A

¢
S .- - b
-~ et " Interferente ~ -
et . - .'\'\-\.
Ay .
Longitwd de onds

Fgura A-2 Absorbancia bicromética -



NAD and NADH Absorbance Spectrum
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DISCO DE REACCION

El disco de reaccion del madulo ¢ 501 transporta 160 cubetas de reaccion de plastico
reutilizables. Estas cubetas de reaccion estin agrupadas en ocho segmentos con 2()
cubetas cada uno. Todas las cubetas de reaccion estin situadas en un bano a
temperatura controlada. Este bano de incubacion mantiene las cubetas a la
temperatura requerida de 37°C.

Las cubetas de reaccian deben sustituirse mensualmente puesto que se detenoran
gradualmente con el uso. Efectie una medicion del blanco de las cubetas una vez a la
semana después de lavar el sistema de reaccidn para comprobar la integridad de todas las
cubetas.

Se pipetea la muestra en las cubetas
del disco de reaccion, y
posteriormente se anaden los
reactivos para medir las absorbancias




INICIO

RESTABLECIMIENTO

LAVADO DE CUBETA DE REACCION

MEDICION DEL BLANCO DE AGUA

ASPIRACION DEL AGUA

MUESTREO

ADICION DE R1 Y AGITACION

ADICION DE R2 Y AGITACION

FINALIZACION DE TODAS LAS MEDICIONES

LAVADO DE CUBETA DE REACCION

PARADA AUTOMATICA

12 AGUA DESIONIZADA
22 CELL WASH SOLUTION |
(NAOH-D)

32 CELL WASH SOLUTION II
(ACID WASH)

4° AGUA DESIONIZADA

12 AGUA DESIONIZADA
22 CELL WASH SOLUTION |
(NAOH-D)

32 CELL WASH SOLUTION I
(ACID WASH)

4° AGUA DESIONIZADA



ENSAYOS

FOTOMETRICOS




| ENSAYOS FOTOMETRICOS

’ 1 punto: un solo punto de medicion
ENSAYOS DE PUNTO FINAL

N 2 puntos: Ensayo de punto final + blanco de muestra

- Después de finalizar reaccion midiendo la intensidad del producto coloreado (como glucosa)

Cinética A: aplica el método de minimos cuadrados en varios
puntos de medicion

Cinética 2 puntos: programado para dos puntos de medicion

ENSAYOS CINETICOS ‘

- Mientras se desarrolla la reaccién, enzimas, (AST, ALT, GGT...) °



* El fotdometro mide absorbancias con intervalos de medicidon de 7 a 15 segundos (cada vez que gira el rotor).

** Mp1ly mp2 son los puntos de medicidon 1y 2, que se programan (pueden coincidir con la décima medicién, la 34ava...)

1 punto final: un solo punto de medicién 2 puntos final: Ensayo de punto final + blanco de muestra
R2
o % Rl l
_tgu S, R1 _EEU s Ampz
3 Amp, 2
< <
Amp,
! |
3 s : 17 ;
[ || ' cres
' Tiempo . .
mp .
1 mp, mp, Tiempo
Figura B-16 Ensayo 1 Punto Final - reactivo en el tiempo R1
Figura B-3 Grafico de un ensayo de 2 Puntos Final

HK
D-glucosa + ATP — D-glucosa-6-P + ADP

Li + — Li-porfirina G6PDH
D-glucosa-6-P + NADP+ — —,D-6-Pgluconato + NADPH + H+
°



Cinética A: aplica el método de minimos

Cinética 2 puntos: programado para dos puntos de medicion

cuadrados en varios puntos de medicion

Limite de absorbancia

____________ 7/_ —_— = -
v

=
o
S Blanco
=
?
= S, R1

R | :

C1 C2C3 . .

| 1 | ; '
mp_l mpz Tiempo

Figura B-8 Ensayo Cinética A - reactivos en R1 yR2 0 R3

LDH
L-Lactato + NAD+ ———

e Se utiliza el incremento de la absorbancia de
todos los puntos entre mpl y mp2

A continuacion puede observar una representacion griafica de un ensayo Cinética 2
Puntos con reactivos dispensados en R1 y R2 o R3.

=
2 Amp,
o
=
2 R2/R3
< S, Ri1 \l/ Amp,
Ci C2C3
| 1 |
mp, mp, Tiempo
Figura B-26 Ensayo Cinética 2 Puntos - reactivos en los tiempos R1 y R2 0 R3

piruvato + NADH + H+ (aumento absorbancia)

e Se utiliza el incremento de |la absorbancia de
mply mp2, sin tener en cuenta los puntos®
intermedios




. ENSAYO 1 PUNTO FINAL

Li + porfirina = Li-Porfirina
e,
o
;E S R1
o
A Amp
2 L 1
Ci c2C3
| 1|
' Tiempo
mp, P
Figura B-16 Ensayo 1 Punto Final - reactivo en el tiempo R1

Entradas en Utilidades > Ensayo/Tiempo/Punto: [ 1 Punto | [ tiempo | [ mp, J[O][0][0]
Apfirm:fd:'; > Analizar (10) (11)



SN

il
.‘v e e A
i
1 [ T il
! 1| | Ar
2

1 |GLucs C [sro./P1 ,
[Lcr | Longitud Or } |
l 2 |DIG rc Ero.fPl Vol. Muestra -Configuracion
| 3 [amyL2 [ [sro.pi Morm. 60 00 O céd. 0768707 |
[ [urine | Bam tjeo  [oo o Dias Caducidad 84
| [ALTL |c |sro.PI o i i i Volumen Reactivo——
= R & [Svo./Pt iclon R1 15 135 Inactivo
1 |ﬁwc3 = @ Agua R2 0 0
== " Diluyen. 1 R3 0 0
[ & [BILTS [c [sro.Pi
[ o [ck2 [c [sro.Pi
| 10 [TPUS [c [urine Lim. Linealidad 0 % 0 % 0 0
[ 11 |cHE2 [c [sro.pi Lim. Prozona ) 0 g 0 o a9 inee 0 o i
[ 12 [crEJ2 [c [sro.Pi o o . ST
[13 [crJ2u [c [Urine s e No. Versiam S
|14 NH3L2 c Isro.Pi Detergente Detergente 1 Nivel Agitacion 2
[ 15 [crpP4 [c [sro.Pi Agitac. M1 M2 M3
[ 17 [re2 [c [sro.PI Alto Agitac. Bajo Agitac. Agitac. Agitac.
[ 22 [aLB2 [c [sro.PI
25 |uA [c [sro. P e [ Borrar ’

Entradas en Utilidades >

Aplicacién > Analizar

Ensayo/Tiempo/Punto: [ 1 Punto | [ tiempo | [ mp, [[0][0][0]




Monitor = Estado = Prueba a medir (p. ej. LI) >Curva de calibracion

Se calibra con
h20 y CFAS




Para calcular la concentracion del analito de la muestra se utiliza la siguiente

ecuacion:

Ecuacion B-9

C, = (KA -Ay)+ Cl- IFy+ IF,

Simbolo Definicidn Valor
A, Valor de absorbancia para el cilculo de concentracion ' 0,4686
C, Concentracion del analito de la muestra

K Factor de calibracion'® 14,06
Ay Absorbancia de Std (1)/calibrador blanco (Aps. 51 }[b] 0,1188
C, Valor de concentracién de Std (1)/calibrador blanco'® 0,00
IF,. IFg Constantes del instrumento para una pendiente de 1 y una 1,0

interseccion de 0




LITIO

INDICES

PRUEBAS 1
PUNTO EN
URGENCIAS

SERICOS



ENSAYO 2 PUNTOS FINAL

Mp1 es el blanco de la muestra
qgue se mide antes o un poco
después de anadir el reactivo
final, a partir del cual comenzaria
la reaccidn

=
<=

Mp2 mide la absorbancia del
producto final de la reaccidn, se |
define después de anadir el ’T‘ ’]\ ’l\ !
C1 C2C3 |
| | '

Absorbancia
< n
%
T
3
o

reactivo final y de finalizar la
reaccion

' | Tiempo
mp; mp; "

Figura B-3 Grafico de un ensayo de 2 Puntos Final

HK G6PDH
D-glucosa + ATP — D-glucosa-6-P + ADP — D-glucosa-6-P + NADP+ ——>D-6-Pgluconato + NA®PH + H+






Media de Abs.1y
Abs.2
Es x 10* (0,007)

| Se calibra con
[ h20 y CFAS

Absly 2 Sonlas 2
absorbancias que ha
detectado el cobas
duplicadas en el
calibrador blanco o
cero (h20)

A partir de todos
estos datos se calcula
la K, y se obtiene la
curva de calibracion



Curva Calibracion
Test Modulo Tipo Calibracion |H0.Lute| No. Sec || Pos.
GLUC3 ¢501 Lineal 514703 12397 11
I || Absly 2 Sonlas 2
Escala Autom, F absorbancias que ha
p— detectado el cobas .
2014 6909 duplicadas con el calibrador
% CFAS
5622 | - .
005 A partir de todos estos datos
4230 F - .
Actualizar Factor | S€ Calcula la K, y se obtiene
2838 I - la curva de calibracién
1446 F .
h1 e r &
0 200
Abs. 51 K
58 290
L Cerrar J [ Escala ’




ABSORBANCIAS DE UNA MUESTRA

0 !““ i W‘I‘WI‘I ‘




IFy. IF, Constantes del instrumento representando una pendiente de 1 y una
interseccion de 0

St aplicamos estos valores a la formula anterior C, = [K(A,-Ap) + Gyl - IF4+ Iy
obtenemos: [

A mp2-Ampl A blanco

C, = 1241(03716-0,0036) + 0,0
= 12,41(0,3680)
= 4567




PRUEBAS 2 PUNTOS FINAL EN
URGENCIAS

. BILIRRUBINA BILIRRUBINA
ALBUMINA AMONIO SREET — CALCIO
PROTEINAS
GLUCOSA LACTATO MAGNESIO R




ENSAYO CINETICA A

Limite de absorbancia

____________ 7/_ - — — _
V
e
(&
= Blanco
£
P
< S, R1
O : :
Ci1 C2C3 . .
|1 : '
mp_l mpz TiempD
Figura B-8 Ensayo Cinética A - reactivos en R1 yR2 o R3

No es necesario anadir un factor de dilucién como en
el caso anterior, porque todas las medidas se realizan
DESPUES de afiadir el ultimo reactivo, y se calcula
incremento de absorbancia.

C1 C2 vy C3 valores de blanco del agua de las
cubetas

S1 es pipeteo de la muestra
R1, R2 y R3 reactivos en tiempol 2y 3

Mply mp2 primer y ultimo punto de medida
de absorbancias



AST
L-Alanina + 2-oxoglutarato —— oxalacetato + L-glutamato

MDH
Oxalacetato + NADH + H+ —— L-malato + NAD+
—_— Monitor Reaccidn 19/01/04 15:02
Test AST Suero/P1  N002050 00020-1 19/01/04 20 CUBETA 123 AST 29,7
Ensayo Cinética A ID 14:30:43
Tiempo 10 minutos

A (PRIMARIA) - e

Puntos (SECUNDARIA)

Longitud de onda secundaria 700 nm CB1-3 1-10 11-20 21-30 31-40 41-50 51-60 61-70
1535 2091 26660 25078 24830 24629 24401 24183

Longitud de onda primaria 340 nm 1535 2051 25264 25051 24814 24609 24381 24161
Valor de conc. para Std (1) 0.0 1534 2091 25243 25028 24796 24589 24362 24143
2088 25216 25003 24766 44 24562 24340 24125

2088 25226 24977 24746 /524525 24320 24107

Analyze | caib. | Range | oOthers | 2088 25193 24958 24742 4624499 24298 24075
AsseyTimefPoint [Rete A& SIfs Z[® [ [0 [0 2081 25170 24935 24703 24480 24259 24061
Wavelength @ndiPrimary) [0 ][340 ] 2081 18925132 24921 24676 24463 24238 24049
2080 19 25117 24898 24660 24443 24206 24020

2079 20 25094 24862 24639 24419 24194 24007

Figura B-9 Entradas en Utilidades > Aplicacion> Analizar

En azul estan las mediciones de absorbancia desde la medicion
n2 18 a la 46, que van disminuyedo, porque el NARH se va
convirtiendo en NAD



Reaction Monitor

TestName ESII-| Point Abs, Conc. Prozone Limit Cell Mo,
1 =051 =97 AS55T 123
En esta muestra se va viendo cdémo

Analyzed Unit =] . .

Scale Manual las absorbancias bajan de 25132 en
zeam” | ‘ el punto 18 a 24499 en el punto 46
25500 |

l-q....,.,
Y4 s
25000 | "y The s Taae,
“F“‘_*‘*
24500 | +;+.+-..,"' i . .
tttenen.,., . Diferencia de absorbancias

_— - g
o mediante el método de
JSSIII_1| ||'I5||||'EI::IIII15!I II:Ia:I|III:Ia-f!III ‘Ijnllll!_ﬁll”L::IIl !ﬁlllllﬂ:llllllsfl III:EﬂIIII:aIsI”I?D m“’“moscuadrados

i g
Scale ‘ Qverlany ‘ Send To I:In:mt’ ‘. Close

igura B-10 Ventana Monitor Reaccion de un ensayo Cinética A °



Waorking Infoermation

Test Module  Calibration Type Scale Abs. 1 Abs 2 Lot No. Update Factor
AST c501 Linear Automatic -6 5 00e51708
19|
-BT | e —
1837 -5"'--,_%
296 %“'---___
-404 7] T _
T
510 |
0.0 94.2
| g
51 Abs, 48
-6 -19625
[ Scale 7 k Close ‘
Figura B-12 Ventana Curva Calibracion

Vb (variacion de absorancia del blanco) da -0,0006, visualizado
como -6 en el campo Abs S1 debido al factor 10°4)



Waorking Information

[K[VX_ L’b)—Cb] . {FA_{FB

= {-1962,5 - [ 0,01575 — (=0,0006)] + 0,0} - 1+0

Test Module  Calibration Type Scale Abs. 1 Abs 2 Lot Mo. Update Factor
AT B0 Linear Automatic -6 5 D0E51708
197 ]
-BT | T T —
185 T— -
-208 7] *=5_____%_-
-4D4 - TTe—
S Ecuacion B-6 C, =
il
51 Abs, K
-6 19625 CX
= -1962,5 - (-0,01515)
Scale C _
[ j = 29,73
Figura B-12 Ventana Curva Calibracion

Vb (variacién de absorancia del blanco) da -0,0006, visualizado
como -6 en el campo Abs S1 debido al factor 10"4)



PRUEBAS CINETICA A EN URGENCIAS

ALANINA ASPARTATO
AMINOTRANSFERASA AMINOTRANSFERASA ALFA-AMILASA (AMYL2) CREATINKINASA (CK)
(ALT) (AST)

FOSFATASA ALCALINA
(ALP)

GAMMA- LACTATO
CREATININA (CREJ2) GLUTAMILTRANSFERASA DESHIDROGENASA UREA (UREAL)
(GGT) (LDHI2)




. ENSAYO CINETICA A 2 PUNTOS

A continuacion puede observar una representacion grafica de un ensayo Cinetica 2
Puntos con reactivos dispensados en R1 y R2 o R3.

/ Caracteristicas del ensayo:
* Un ensayo cinético mide la variacion de la absorbancia.
* Se denomina ensayo 2 Puntos porque hay dos puntos de medicion (o lecturas
duplicadas en mp, y mp, ).
5 + La primera lectura de la absorbancia de este tipo de ensayo se puede medir
S Amp, ) ) . PR
= durante cualquier vuelta del disco tras la adicion del reactivo final.
D
E R2/R3 + En esta reaccion se supervisa el agotamiento de sustrato, pero no la linealidad.
0
< S, R1 Amp, _ N .
\L J/ Ensayo/Tiempo/Punto: [ Cinética 2 Puntos | [ tiempo | [ mp, | [ mp, 1[0 ][0 ]
Ci C2C3 ! !
L | | ! !
mp_l mpE_ TiEmDD
Figura B-26 Ensayo Cing&tica 2 Puntos - reactivos en los tiempos R1y R2 0 R3



Suero/P1l
ID

* kR

CB1-3
28
27
28

00076-1
010

(PREIMARIA) -

{ SECUNDARIA)
1-10 11-20
1370 1383
1314 1407
1227 1475
1218 1539
1213 1585
1207 1643
1204 1695
1201 1790
1200 1840
1198 1888

04/11/16
12:55:01

¥ Ak

21-30

1823
1867
2011
2045
2088
2128
2156
2193
2232
2298

Monitor Reaccidn

CUBETA C

31-40
2329
2365
2389
2420
2451
2472
2503
2532
2551
2576

001

41-50
2604
2623
2646
2672
2714
2734
2757
2772
2793
2815

CREAJ

51-60
2826
2847
2867
2880
2898
2917
2945
2963
2978
2986

04/11/1e6

486,77

61-70
3005
3021
3028
3042
3058
3070
3080
3085
3103
3116

13:33

Figura B-27

Informe del monitor de reaccién




Ecuacion B-15

(Amp,—Amp,)/t

Simbolo

Definicion Valor

Ii’Il)(
Amp,
Amp,

t

Ecuacion B-16

Variacién de la absorbancia

Absorbancia en el punto de medicién 2 @ 0,2232
Absorbancia en el punto de medicién 1 0,1790

Tiempo entre mp; y mp, 1,4917 min
utos

b’b]—Cb] IFA_"’FB

Simbolo Definicion Valor

C, Concentracion del analito de la muestra

K Factor de calibracion'® 16479,6

v, Variacion de la absorbancia de la reaccion con la muestra 0,029631

A Variacion de la absorbancia de la reaccion con Std (1)/ 0,0001
calibrador blanco®

C, Valor de concentracion de Std (1)/calibrador blanco'® 0,0

IF,. IFg Constantes del instrumento para una pendiente de 1 y una 1,0

interseccion de 0



| INDICES SERICOS

* Los indices séricos son calculos de mediciones de absorbancia que ofrecen una representacion
semicuantitativa de los niveles ictéricos, hemoliticos y lipémicos (turbidez) presentes en la muestra
de los pacientes

El analizador toma una parte alicuota de la muestra de paciente, la diluye con una
solucion de NaCl al 0,9% y luego mide las absorbancias en tres pares de longitudes de
onda.

« Parala medicion de la lipemia (L) se utilizan longitudes de onda 700/660 nm
porque este intervalo esta libre de la influencia de cromogenos como la hemolisis v

%ﬂ Figura B-31 a continuacion).
La hemolisis (H) ge mide en longitudes de ondg 600/570 nm y|luego se aplica una

correccion para compensar la absorcion provocada por la lipemia.

« Laictericia (I) s mide en longitudes de onda 505/480 nm y luego se aplica una
correccion para compensar la absorcion provocada por la lipemia y la hemalisis.



Los resultados deberian obtenerse en los siguientes intervalos, que corresponden a un
volumen aproximado del cromégeno indicado:

Indice sérico Unidades Unidades Sl

convencionales
Indice lipémico L 0-1000 mg/d] 0-11 mmol/] Intralipido
Indice hemolitico H 0-1000 mg/dl 0-620 pmol/l Hemoglobina
Indice ictérico [ 0-60 mg/dl 0-1000 pmol/] Bilirrubina total
Tabla B-14



VALORES DE INDICES SERICOS QUE
AFECTAN A CADA TECNICA

COBAS C >
Albumina 1000 60 550
ALT 90 60 150
Amilasa S00 &0 1500
Amonio 100 60 700
AST a0 &0 150
Bilirrubina directa 25 No procede 750
Bilirrubina total 800 No procede 1000
Calcio 1000 60 1000
CK 200 60 1000
Colinesterasa 700 60 1000
m—— S(directa),
Creatinina 1000 10 (ndirects) 200
40(directa),
Fosforo 300 6o (indifecta) 1250
Glucosa 1000 60 1000
LDH 1s 60 9S00
28(directa),
Lactato 1000 60(indirecta) 1500
MAGNESIO 800 60 2000
Paracetamol 800 30 400
PCR 1000 60 1000
Proteinas suero 500 20 2000
|Urea 1000 60 1000
|Urico 1000 40 1500




CALIBRACION

FOTOMETRICA




TIPOS DE CALIBRACION

LINEAL

5 L Conc. (x)

LINEAL MULTIPUNTO

Abs. (y)

>
-ﬁn Conc. (x)
NO LINEAL
- |- z=®
= 5
< F, , ! Conc(x)

—

—

—

LO MAS COMUN

2 CALIBRADORES: EN PRUEBAS

FORMAN UNA LiNEA RECTA BIOQUIMICAS
(CFAS + H20)

Std (1): agua
Std (2): CFAS

MAS DE 2 CALIBRADORES:
FORMAN UNA LiNEA RECTA

Std (1): agua
Std (2): calibrador
Std (3): calibrador 2...

MINIMO 3 Y MAXIMO 6 CALIBRADORES
NO FORMAN UNA LIiNEA RECTA

Std (4): calibrador 3

Std (1): agua
Std (5): calibrador 4®

Std (2): calibrador
Std (3): calibrador 2 Std (6): calibrador 5



[IPOS DE CALIBRACION
S— 2 CALIBRAD’ORES: EN PREJEBAS
q FORMAN UNA LINEA RECTA BIOQUIMICAS

Std (1): agua (CFAS + H20)
Conc. (x) Std (2): CFAS

IV NO ES NECESARIO UTILIZAR TODOS EN CADA
ACTUALIZACION DE CALIBRACION

E |: - =TT \NTI- TTTTSTETT T T
< one. 9 Std (3): calibrador 2...
NO LINEAL ' MINIMO 3 Y MAXIMO 6’CALIBRADORES
NO FORMAN UNA LINEA RECTA
Std (1): agua Std (4): calibrador 3

Std (2): calibrador  Std (5): calibrador 4®
Std (3): calibrador 2 Std (6): calibrador 5

LO MAS COMUN

Abs. (y)




Los sistemas cobas 6000 ofrecen cuatro métodos para actualizar las calibraciones:
blanco y span (ambos calibraciones de un punto), 2 puntos y completa. A
continuacién figura una lista de estos métodos de calibracion junto con los

calibradores correspondientes v los tipos de calibracion.

Método de calibracidn Calibradores necesarios

Tipo de calibracidn aplicable

Blanco

Span

2 Puntos

Completa

Calibrador 5td (1) En los sistemas cobas 6000, el
apua se utiliza como calibrador
blanco.

Std (N) con N > 1 Para este método debe utilizarse

un calibrador que no sea Std (1).

Calibrador Std (1) y un
calibrador adicional Std (N), N >
|

Std (1), 5td (2), Std (3)... 5td (N) Todos los calibradores

especificados para la
aplicacién'®’.

Lineal, RCM, RCM2T1,
RCM2T1, polinémica vy grifico de
linea

Lineal, RCM, RCM2T1, RCM2T1

Lineal, RCM, RCM2T1, RCM2T1

RCM, RCM2TI1, RCM2TI,
polindmica, grafico de linea

Tabla C-5

Métodos de calibracidn



Tipo de

Modelo matemdtico

Refefencia cruzada

RCM2T1

RCM2T2

Polinémica

Grifico de linea

J.l': a_dc-l-d
X
1+(3)
y=a+b sinhz conZ=cC-x+d

y=a+r-(1+s5-x)2

Funciones polinémicas definidas a
intervalos ascendentes para la
interpolacion entre los puntos del
calibrador.

Poligono de interpolaciones lineales
con pendientes de

(Ay—An ) (Cy—Cyy)

Abs. (y)

Abs. (y)

Abs. (y)

Abs. (3]

Abs. [y)

|
/
N

Conc. (x)

Conc. (x)

- Conec. (x)

Calibracion lineal en la
pagina C-23

El que mas utilizamos en médulo 501
Bioquimica

| RE

Solo medimos dos puntos (blanco + Span)

Véase Calibracion RCM2TI
en la pagina C-28

Calibracion RCM2T2en la
pagina C-30

Calibracidn polindmica en la
pagina C-32

Calibracidn de grdfico de linea
en la pagina C-34

Tabla C-&

Introduccién a los tipos de calibracién



Se necesitan minimo 3 calibradores
Y maximo 6

Tipo de Modelo matemdtico Refefencia cruzada
calibracidn
Lineal y=a+b-x _ Calibracion lineal en la
o = / pdgina C-23
ﬁ Conc. (x)
V] — altbracion KCM en la
y=-= xd .74 S pégina C-26
e (EJ = Conc. (x)
RCM2T]1 sinhz Véase Calibracion RCM2T1
y=a+b 72 conZ=c-x+d § / en la pigina C-28
< Conc. (x)
RCM2T2 y=a+r-(1+s-x)2
% \ pagina C-30
= - Conec. (x)
Polindmica Funciones polinomicas definidasa  _ |----- Calibracidn polindmica en la
intervalos ascendentes para la § T pagina C-32
interpolacion entre los puntos del = : ' Conc. (x)
calibrador.
Grifico de linea  Poligono de interpolaciones lineales ... _. Calibracion de grifico de linea
con pendientes de ‘f Iy | E en la pagina C-34
(Ay—An1)/(Cy=Cyy) < 7 ! Cone ()

Tabla C-&

Introduccidn a los tipos de calibracidn




ERRORES Y ALARMAS DE
CALIBRACION

FOTOMETRICA




. LIMITE SD

* Con la curva de calibracion, a partir de una concentracion se calcula una absorbancia
* Se compara con absorbancia medida

* Si la diferencia es mayor que el limite SD programado en Utilidades>Aplicacién>Calibracién - S.D.E.
(SD error)

Causa » El calibrador no estd colocado en la posicion correcta.

» Elvalor de limite SD especificado es inadecuado.

Remedio 1. Compruebe las posiciones de los calibradores en Calibracién > Calibrador.
2. Seleccione Utilidades > Aplicacion > Calib. para comprobar el limite ST

3. Compruebe el almacenamiento y la manipulacion del reactivo v la preparacion
del calibrador. Recalibre los tests afectados.

4. Compruebe las concentraciones de estindar en Calibracién > Instalar. En las
calibraciones con dilucidn automitica del estindar, compruebe que es correcta la
relacién entre concentracion, muestra, volumen de diluyente y muestra diluida en
Utilidades > Aplicacion > Otros.

5. Reanude la operacion. 5i se repite la alarma, péngase en contacto con su
representante del servicio técnico de Roche.



.. LIMITE DUPLICADO

* El calibrador se procesa por duplicado y se calcula una DE% y DE Abs con los dos valores
|Abs2 — Abs1|
(Abs2 + Abs1)/2
donde Abs1 yAbs2 representan las dos lecturas de absorbancia tomadas de cada

calibrador (lecturas duplicadas).

DE, = 100 yDEy,, = |Abs2- Abs1|,

* Silos valores estan fuera del intervalo de referencia = Dup. E (Error de duplicidad)




Causa

Remedio

La diferencia entre la primera v la segunda medicion (absorbancia) de un calibrador
es mayor que el limite de duplicado de Abs. v que el % de error de duplicado.

1.
2,

Recalibre.

Compruebe el almacenamiento de los reactivos, la manipulacion y la fecha de
caducidad. 5i fuese necesario, sustituya el reactivo y recalibre.

51 se repite la alarma, pongase en contacto con su representante del servicio



.- LIMITE DE SENSIBILIDAD

1
&
&

* Diferencia de Abs y concentracion |AbS(Sy) — Abs(S,) Conci Sy — Concy S|

Tiene que estar en unos limites, si se sale: Sens. E (error de sensibilidad)

S1: Calibrador blanco
Sn: Calibrador span Causa » Elcalibrador no estd colocado en una posicion adecuada.

» El reactivo ha sido preparado incorrectamente o se ha deteriorado.

El limite de sensibilidad especificado es inadecuado.

Remedio 1. Compruebe las fechas de preparacion y caducidad de los calibradores v los
reactivos. Recalibre los tests afectados.

2. Compruebe que no hay fugas en el pipeteador de muestras y recalibre el test
afectado.

3. Seleccione Utilidades > Aplicacion > Calib. para comprobar el limite de
sensibilidad y recalibre el test afectado.

4. Reanude la operacion. 5i se repite la alarma, péngase en contacto con su
representante del servicio técnico de Roche.



LIMITE ABS. S1

* Existe un limite superior e inferior para calibrador blanco

* Sise sale de ese limite = S1A.E (error de absorbancia de calibrador blanco)

En el cso de las calibraciones lineales, el blanco de reacrive es simplemente la imterseccidn Yde ln

curva de calibracidn. En cuantoe a los tipos de calibracion no lineales, el blance de reactivo es la
absorbancia prevista para una concentracion cere del analito.

Working Infermation
Test Module Calibration Type Scale Abs 1 Abs 2 Lot Ma. Update Factor
AST <501 Linear Automatic -6 5 00&51708

1 Abs, H
-6 -19625

Figura B-12 Ventana Curva Calibracion



Causa

Remedio

1.

El reactivo ha sido almacenado v manipulado incorrectamente o se ha

deteriorado.

El rango de absorbancia especificado para el calibrador 1 es inadecuado.

Compruebe el almacenamiento y la manipulacion del reactivo v la preparacion
del calibrador, si es aplicable.

Recalibre.

Compruebe la Abs. 51. Los valores de limite se especifican en Utilidades >
Aplicacion > Calib.

Reanude la operacion. 5i se repite la alarma, pongase en contacto con su
representante del servicio técnico de Roche.



. COMPROBACION ESTANDAR

 Sidurante la calibracidén se emite alguna de las siguientes alarmas = Std.E

Alarma de datos Alarma de datos
ADC andmalo ADCE

Blanco de cubetas andmalo =Cubeta
Muestra insuficiente Samp.S

Reactivo insuficiente Reag. 5
Absorbancia excesiva AbsL

Limite Abs. =React
Linealidad andmala =Lin

Error de prozona >Proz, >Kin
Cilculo desactivado Calc?

Error de duplicado Dup.E

Solucion estindar 1, absorbancia andmala SIAE

Tabla C-2 Alarmas que anginen une slerma Std E cuando s emiten durante le calibracion



Causa

Remedio

e W P2

El reactivo no se ha almacenado o manipulado correctamente o estd vacio v debe
sustituirse.

La concentracion del calibrador es incorrecta o el calibrador no esti en una
posicion correcta.

El valor de chequeo especificado es inadecuado.

Corrija todas las demas alarmas del instrumento v/o de resultados.
Prepare calibrador nuevo; coléquelo en el rack y recalibre.
Sustituya el reactivo y recalibre.

Seleccione Utilidades > Aplicacion para comprobar los parimetros de
calibracidn.

Reanude la operacion. 5i se repite la alarma, péngase en contacto con su
representante del servicio técnico de Roche.



Alama de Curva de reacclin Guardado en disco  Presentachdn en pantalla de
datos duro alarmas

SDLE Actnalizada Si Mostrada

Dup.E No actualizada MO Mo mostrada

Sens.E No actualizada MO Mostrada

SIAE No actualizada MO No mostrada

CalE Acmalizada Si postrada

Std.E No actualizada MO Mostrada

Tabla C-3 Resultedo de los datos cuando s emie una alarma de datos durante la

calibrecion

* Si no se actualiza la curva de reacciéon - tomar medidas y volver a calibrar

* A veces, aunque se haya actualizado la curva, deberia recalibrarse (segun la causa que haya

provocado la alarma)



Indicador Alarma ¢ S01(ISE) ¢ 501(P) & 60

CalE Error de calibracion (indicador de calib., ¢ 501 (ISE)) o = =
Cond E Preparacion (ISE) andmala ¥ = =
DiffE Diferencia minima aceptable - - v
Dup.E Error de duplicado (¢ 501) - o -
Dupl. Error de duplicado (e 601) - - o
I5td.E Concentracidn andmala de estidndar interno W - -
Mono E Monotonia de curva - - W
Prep E Preparacién andmala W - -
Rspl E Respuesta (ISE) andmala 1 W = =
Rsp2 E Respuesta (ISE) andmala 2 W = =
S1AE ABS 51 andmala - W -
SD.E Error de limite SD - W -
Sens E Error de sensibilidad - v -
»Sig Sefal mdxima - - v
<Sig Senal minima - - W
Sig E Senal minima/mdxima - - W
Slop.E Pendiente del ISE andmala o - -
Std.E Error de estindar o v -
Sys.E Error del sistema - - v

Tabla D-2 Lista Alarma Pesultados
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