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N
oria de los andlisis clinicos que se realizan en la actualidad se basan en ensavos
métricos, donde las propiedades dpticas de la sustancia de interés es modificada para
ghiba una coloracion determinada y la misma es detectada empleando desde sisternas
cillos como fotocolonimetros hasta espectrometros altamente sofisticados. En muchos
acantidad de muestras es tan extenso que se han desarrollado sistemas como los lectores
s de ELISA que permiten medir simultineamente hasta 96 muestras. Fsos lectores
a3 alta sensibilidad, formalmente el andlisis no se realiza simultineamente ya que se
sistemas mecdnicos para desplazar la muestra v leer los 96 pozos uno a uno o en el
los casos en grupos de 8. En el presente trabajo se muestra la aplicacion de un lector
de ELISA que emplea leds superluminosos como fuente de iluminacién y una webcam
ector que permite determinar la concentracion de soluciones coloreadas en los 96
 la placa de ELISA simultineamente. Se disefio un software que permite tomar
d:]a placa de ELISA, digitalizarla, separarla en sus componentes RGB e intensidad.
manera se transformas las imagenes en superficies de respuesta de intensidades para
al que responde los filtros de 1a cdmara, permitiendo de esta forma al compararlo
fierencia. calcular la absorbancia de un punto en particular de la imagen y asi mediante
de calibracion obtener la concentracion de una determinada sustancia en ese punto.
seiiado se empleo para medir concentraciones de Glucosa, cuyos valores oscilaron
1050 mg L' en sangre de ratas.

tlinical test in the actuality is based in fotocolorimetric assays were optical properties
les are modified to shown determinate coloration. These modified molecules
ed with simple systems as a photocolorimeter or more complex like spectrometers.
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Due to the high quantity of samples different kind of readout systems have been dev:
The ELISA plate reader permit to read 96 samples, this equipments have a great sen
and the rate of lecture depends basically of the quality of the mechanical system. In th;
we present the application of a build ELISA plate reader based in a superluminous |
webcam used as detector. The system permits to determinate simultaneously 96 samples
a software designed to acquire the image of the 96 well plate, digitizer and split in th
and intensity matrix in order that using a reference transform the image in absorban
and with the adequate calibration curve in concentration. The system was employed
determination of glucose, phosphate and proteins in blood. Our results present a ex

precision , CV=3%, and a are in the range of the700 ¥ 1050 mg L.

1. INTRODUCCION

Laquimica clinica estd enfocada en la realizacion
de exdmenes de rutina para la cuantificacion de
especies de interés en fluidos bioldgicos,
determinacion de reserva electrolitica y bidxido
de carbono en la sangre'. Existen muchos
eximenes diferentes para analizar casi todos los
tipos de componentes quimicos presentes en la
sangre 0 en la orina. Los componentes pueden
incluir la ghacosa, los electrolitos, las enzimas,
lzs hormonas. los lipidos (grasas), las proteinas
¥ ofras susiancias metabdlicas. Para la
determinacion de estos componentes se utilizan
CICTIOS PrOCEs0s qUImIcos, tales Como reacciones
mgn la cual la sustancia de interés
pﬂﬂ:m la muestra biclogica reacciona con
sustancias especificas produciendo especies
coloreadas’. La dependencia entre la
concentracion v la magnitud del color de dichas
especies se relacionan mediante la ley de
Lambert- Beer’, esta permite cuantificar la
sustancia en estudio mediante métodos
espectroscopicos. Para esto suclen utihzarse de
forma convencional, clertos equipos de andlisis
clinico denominados lectores de absorbancia®,
los cuales permiten procesar un elevado nilmero
de muestras en celdas que consisten de %6 micro
-pozos ¥ donde se llevan a cabo anahsis de
ensayos inmuno-enzimaticos (ELISA). La
deteceidn de radiacion suele realizarse mediante
fotdmetros o espectrofotometros. Estos lectores,
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permiten la mayor disponibilidad de ¢
para andlisis clinicos, no obstante es
costosos, requicren de personal especial
de ciertas condiciones ambientales esp
v en algunos casos largos tiempo de
Esto ha inducido a que los mismaos se enc
disponibles en grandes laboratorios ubic
zonas urbanas, centralizando los andlisis.
a alpunas regiones especificas. Esto li
eficiencia de los andlisis clinmcos en pe
vias de desarrollo o regiones de ¢
actualizacion tecnologica, donde usualm
se dispone de una Infraestructura ade
nivel nacional, que suministre las cond
wddmeas para la realizacion de dichos an:
toda la region.

El desarrollo acmal de instrumentos 1
sencillos, que puedan ser utilizados por
operador, en un momento v lugar deten
ha permitido solventar parcialme
deficiencia que pueda presentarss
aplicaciin de ciertos analisis climeos er
regiones. Estos instrumentos perm
medicidn en it de componentes tale
glucosa, colesterol en sangre, efe, ©
elevada rapidez v exactitud, haciendo
establecer en tiempo record, diagn
efectivos de patologias asociadas a
componentes.
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otro lado. recientemente diversos
stigadores - han exploradoe el uso de
fcion espectroscOpicos én conjunto con
s de radiacidn no-convencionales tales

pantallas de computadoras, diedos de
on de luz, con la finalidad de evaluar la
ion de la fotografia digital v el
miento computarizado de imagenes en
struccién de nuevos disefios de
pfotdmetros. El uso de estas nuevas
as ha sido aplicada en los lectores de
Encia, obteniendo resultados satisfactorios
bantificacion de ciertos compuestos
en muestras de suero sanguineo',

file su apheacidn én andlisis clinicos
do suficientemente explotada.  Ya que
positivos son de coste relativamente
=TI ma!i?.argannunmdﬁmmstm
samente ¥ en corto iempo, resulta de
eres la validacion de estos dispositivos
a. Esto permitiria descentralizar
tion de los exdmenes clinicos.

trabajo tiene como objetivo principal
prototipo de lector de absorbancia,
EIISA, con sistema de deteccion de
gento de :i_'['l'ﬁﬁgfl',lEﬁ, utilizable en la
10n cuantitativa de glucosa en
de plasma sanguineo de ratas.
mente se determind la curva de
Ia glucosa", la cual s un examen
& mide la capacidad del cuerpo para
1a glucosa. Fata prueba srve parma
F diabetes tipo 2 y otros trastomos
ancia a la Glucosa e hipoglucemia.

IMENTAL
pa Colorimétrica

i sistemna colorimétrico fabricado
o de espectroscopia liser de la
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escuela de Quimica de la Universidad Centra
de Venezuela., cuvo montaje experimental s
presenta en la figura 1. Este dispositivo utiliz
como fuente de excitacion una placa de diodo:
de emision de luz s fluorescentes (LEDs)
una pantalla difusora, para ilumina
homogéneamente una celda para andlisis de
ELIS A, constituida por 96 micro —pozos, cad:
uno de los cuales es de 150uL de capacidad
El sistema de deteccion consiste en un:
camara web (Mini Camp Pro GE 98067), cor
un detector CCD de 640x480 pixeles de
resolucion, que graba la imagen de Ia celda :
24 coadros/seg. Se disefio un software' que
permitird tomar imdgenes de la placa de
ELISA, digitalizarla, separarla en sus
componentes RGB ¢ intensidad. De est:
manera se transforma las imdgenes en
superficies de respuesta de intensidades pars
cada color al que responde los filtros de la
camara, permitiecndo de esta forma al
compararlo con una referencia, calcular 1a
absorbancia de un punto en particular de Iz
imagen ¥ asi mediante una curva de
calibracidn obtener la concentracidén de una
determinada sustancia en ese punto.

2.1.1 Sistema Convencional

Se utilizé un espectrometro de Fibra Optica
Modelo USB2000, Ocean Optics. Este
espectromelro consta de un monocromador
Czemey-Tumner de 42 mm de distancia focal
de entrada v 68 mm de salida: red de 300 lineas
mm *, reforzado a 500 nm y rango espectral
entre 300 y 1100nm. El detector consiste de
un dispositivo de carga acoplade (CCD) de
silicio, modelo Sony ILX511, de 2048 pixeles,
rango espectral entre 200 y 1100nm,_
sensibilidad de 75 fotones/cuentas a 400nm v
41 fotones/cuentas a 600nm.
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2.2 Reactivos:

Los reactivos: estindar de glucosa al 99% ¥
un Kit para glucosa oxidasa fueron
suministrados por la casa Merck. Todos los
reactivos fueron de grado analitico.

2.3 Preparacion de Muestra:

Las muestras de plasma sanguineo, fueron
obtenidas desde ratas de cepa Sprague— Dawley,
suministradas por el laboratorio de Bioquimica
Médica del Instituto de Medicina Experimental
de la Facultad de Medicina de la Universidad
Central de Venezuela. Para cllo, el animal de
aproximadamente 200 £ 20 g, se dejé en ayuna
por 24 horas ¥ luego se sometié al siguwiente
tratamiento: inicialmente. se le inyectd anestesia
de pentobarbital { 30 mg/ Kg peso del cuerpo) ¥
se tomd la primera muestra de sangre, que sirve
como muestra de referencia. Luego mediante
una sonda, se introduce una cantidad de glucosa
en el estomago del animal, en una proporcion
de 1Kg de solucion de glucosa al 50 % Piv por
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cada gramo del animal. Para estudia
absorcion de glucosa en el intestino del an
v obtener la curva de tolerancia a la glueos
tomaron las mucstras cada media hora (30T
durante un periodo de tiempo de 120 min. €
muesira de sangre, se centrifuga y el pla
sanguineo es separado.

2.4 Método Estindar de Determinacid
Glucosa en Plasma sanguineo:

Para la determinacitn cuantitativa de gl
en sangre, se utilizara el método Glucosa 0x;
enzimética — colorimétrica”. Este me
emplea glucosa oxidasa que cataliza la oxid:
de glucosa a peroxido de hidrdgeno y
glucémico y una modificacion de la reacci
color Trinder ™ catalizada por la en:
peroxidasa. En presencia de peroxidasa,

aminoantipirina ¢ hidroxibenzoato es ox)
por el perdxido de hidrogeno para da
coloracion roja debido a la formacid
guinoneimina, cuya longitud de ond
ahsorcion esta entre 500-520 nm. La inten
de color de la reaccién es proporciona
concentracion de glucosa en la sa
Finalmente la determinacién de la ghuco
lleva a cabo mediante la siguiente ecuaci

e,

A

"

Cp: Valor del patrén de glucosa en mg.
A_: Absorbancia de la muestra

A Absorbancia del patron

2.5 Aplicacién del sistema colorimétr
muestras reales

Las muestras de suero extraidas de la
los patrones de glucosa, se analizaran

el método de glucosa oxidasa. Se con:
la curva de tolerancia a la glucos:
medicion de la absorbancia de las mues
una longitud de onda de 510 nm empl
el espectrometro convencional, ver
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.3 . Simultineamente se analizaron dichas
nuestras, utihzando el canal verde del sistema
LGB de la cdmara web del sistema
olorimétrico propuesto. La cuantificacién de
a glucosa se realizd por interpolacion de las
efiales sobre una curva de calibracién
onstrulda con disoluciones estindares de
lucosa en un intervalo de concnetracion entre
50y 3000 mg L. Para la validacion del
istema propuesto, fueron comparados los
esultados obtenidos entre ambos equipos
nediante la cuantificacion por curva de
alibracidn ¥ el método estandar.

L.RESULTADOS
.1  Curvas de calibracién

n la figura 1, se presentan las curvas de
alibracién obtenidas mediante el sistema

olorimetrico propuesto y ¢l cspectrémetro

1D -

U
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mismo conjunto de

de glucosa disueltas
en agua . La longitud de onda de méxima
absorcion fue de 510 nm en el equipo
convencional, por lo que la medicién en el
sistema colorimétrico se realizd en el canal
verde (G) de los componentes RGB de la
ciamara Web con detector CCD.

5S¢ observa que ¢l sistema de medicidn
propuesto prescnta una sensibilidad
ligeramente inferior al espectrémetro
convencional. Esto va ha sido reportado
previamente eén un trabajo realizado en la
calibracion de este sistema', donde se
atribuye la baja sensibilidad al hecho de que
la cimara Web no es selectiva en la longitud
de onda de medicidn de la absorbancia, sino
que utiliza radiacion policromadtica del canal
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Figura 1, Curva de Calibracidn de

Tabla | Pardmeiros analiticos

Equips a(mg' L)
Cistema
Colorimisico  + 200 & OGNS
Espectrimetro 3
Comvesicacnl (3,00 o0%%
cultad de Ciencia Bésicas

con los dos sistemas de medicidn de absorbancia

obtenidos por ambos sisternas de medicin

5 e Intervalo de Trabajo
2 frg L7y
o1 0,91
A0 N0
0014 0.595%6
6l

Imoress en Colam b



ISSN 01204211

verde. No obstante si se comparan los
parametros de la curva de calibracién de
ambos sistemas, ver tabla 1, se observa que
estos poseen el mismo intervalo dindmico
lineal v valores similares del error tipico de la
curva v el coeficiente de correlacion. Estos
resultados indican que el sistema
colorimétrico es comparable al espectrémetro
convencional.

En el método estindar de determinacion de la
glucosa', el ensayo es lineal hasta una
concentracion de 3000 mg L' ¥ el intervalo
de concentracién es entre 700 Y1050 mg L™ .
El intervalo dindmico lineal de nucstro
estudio, 750-3000 mg L', esta dentro del
intervalo del método estindar, con lo cual el
instrumento de medicién propuesto debenia
ser capaz de cuantificar adecuadamente
valores tipicos de concentracidn de glucosa
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determinados habitualmenie en muest
plasma sanguinec.

3.2 Aplicacion del sistema colorimétr
muestras reales

En la figura 2, se presenta la cur
tolerancia a la glucosa obtenida «
muestras de plasma sanguineo de las rat:
mediciones fueron realizadas tanto
dispositive propucste como
espectrometro convencional. En tod
casos, s¢ observa la tendencia tipl
proceso de absorcion intestinal de la glu
el cual se inicia con una baja concen
de este compuesto, que correspond
muestra sanguinea tomada en &
Posteriormente, se observa un maxim
concentracion, esto debido a que se 1
una cantidad conocida de glucosa en el
y por lo tanto hay un incremento
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Figura 2. Curva de tolerancia de la glucosa en muestras de plasma sanguineo de ratas. 2.1 Sisterna

Colorimétrico v 2.2 Espectrometre Convencional,
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acion de este componente.
mente s¢ observauna disminucidn en la
acion debido a la absorcidn de la
a cn ¢l intestino del animal. Con
fo a la precisidn del andlisis, podemos
pvar que el sistema colorimétrico presenta
avor dispersion en los datos con respecto
imetro convencional, ver figura 2.1
cuando la determinacion de la glucosa
galiza mediante el método de curva de
pracion . En estas figuras se presenta dos
plicas de una misma muesira. El sistema
MImEtrico es menos preciso que el
encional. debido a que lamedicion de la
al analitica se realiza por comparacién
pire 1magenes digitalizadas de la muestra
oreada v la muestra de referencia; mientras
2 en el otro sistema la medicidn se realiza
on un sistema de monocromacion y deteccidn
alibrado.

n la figura 3. se comparan los niveles de
lucosa obtenidos por ambos sistemas de
1edicion, usando dos métodos de
uantificacion. En todos los casos, se observa
ue los resultados obtenidos en la
oncentracion de glucosa a lo largo del tiempo,
stuvieron en intervalo de concentracion entre

1500

00y 1700 mg L . Dicho intervalo esti dentro
de los valores normales de glucosa en plasma
sanguineo, Estos valores son los siguientes:
en avunasde 600a 1000 mg L, a 60 minutos:
por debajo de 2000 mg L' v a 120 minutos
inferior a 1400 mg L. Entre 1400 v 1999 mg
L, se considera que existe intolerancia a la
glucosa y es un grupo que tiene mayor riesgo
de desarrollar diabetes. Mientras que los
niveles por encima de 2000 mg L indican un
diagndstico de diabetes'. De acuerdo a
nuestros resultados, no hay evidencias
patolégicas de diabetes ni algin otro tipo de
alteracién en la glicemia de los animales
estudiados. Por otro lado, la concordancia
entre los wvalores de concentracién
suministrados por el sistema colorimétrico ¥
los obtenidos con el sistema convencional.
demuestran la exactitud del

medicidn ¥ por tanto éste fue m
determinacién de glumsn ¢n plasma
sanguineo. La precision expresada como el
coeficiente de variacién (CV) estuvo entre el
2 y el 9% para ambos sistemas, esto cuando
la cuantificacion se realiza por curva de
calibracion. Resultados similares fueron
obtemdos mediante el método esténdar con
un CV, entre el 3 v el 13%.
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gura 3. Comparacidn de los siﬂmwm Ia determinacion de glucosa en plasma sanguineo de

LoTees.
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3. CONCLUSION estuvieron entre 700 y 1700 mg L
Un sistema colorimétrico paralamedicionde  precision entre el 2 y el 9%, Se den
absorbancia. con sistema de deteccion de  exactiud del sistema colorimétrico, ¥
imdgenes por cimara web fue desarrollado.  valores suministrados por este dispo:
El sistema propuesto se validé en la la determinacién de glucosa, es
determinacién de glucosa en plasma acordes con los obtenidos por el
sanguineo de ratas. Los resultados obtenidos convencional.
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