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RESUMEN 

La Estandarización y validación del método turbidimétrico con ácido 

sulfosa licílico (ASS), así como su correlación con uno ele referencia 

(Nefelometría) para detectar microalbuminuria como signo de claii o renal 

constituye una necesidad para ci ar un pronto tratamiento. que garantice la ca lidad 

de vicia de los pacientes que acuden a las instituc iones de primer nivel de 

atención. Los objetivos son estandari zar y va lidar e l método de turbidez con ASS 

para detectar microalbuminuri a y corre lacionarlo con e l método de referencia 

(Nefelometria) en pacientes con diabetes mellirus tipo 2 en una unidad de 

atención Primaria de Salud. 

Para llevar a cabo lo anteriormente mencionado se anali zaron muestras de orina 

de 96 pacientes con diagnóstico de Diabetes Mellitu s tipo 2. para cuantificar 

microalbuminuria por e l método de turbidez con ácido su! fo sal icíl ico y la 

nefe lometría. 

Se determinó que la longitud de onda óptima para leer microalbuminuria en e l 

espectrofotómetro fué de 620 nm, con un rango de medici ón (dentro de la 

linealidad) en la curva estándar de 4.68 a 150 mg/dL. con un coeficiente de 

correlación de 0.998, mostrando reproducibilidad en varias determinaciones. La 

precisión intracorrida fue de 5.55 y 2.22 % (para 1 1 y 22 mg/dL 

respectivamente), e intercorrida de 7. 17 y 4.81 % (para 11 ,. 22 mg/dL 

respectivamente). La recuperación del método fue buena. El coe ficiente de 



correlación con el método de referencia fue de 0,964; sensibilidad nosológica de 

75.0%, especificidad nosológica de 85.7 1%, valor predictivo positivo de 72.41% 

valor predictivo negativo de 87.27% y eficiencia de 82 .14%. 

El método turbidimétrico con ASS mostró ser w1 método adecuado para valorar a 

pacientes con microalbuminuria ya que hubo buena correlación con la 

Nefelometria. Es un método económico y sencillo que facilita su us~~ en Clínic«s 

de Primer Nivel de Atención o en aquellas que no cuenten con los medios 

económicos para emplear métodos altamente sensibles y específicos de tal forma 

que pennita una rápida y oportuna atención, así como el tratamiento. 
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ANTECEDENTES 
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La nefropatía diabética es una enfermedad conocida desde 1936 cuando 

Kimmestiel y Wilson, dos anato111opatólogos a lemanes, descubri eron la form a 

nodular de esta glo111érulopatía. En 1942 Fahr y Bel! describi eron la forma di Cusa 

en e l microscopio óptico y con la ll egada de la microscopia e lectrónica se 

observo que las pri111eras a lteraciones hi stopato lóg icas son la expans ión del 

mesangio y el engrosam iento ele la membrana basa l del capilar g lomeru lar. Los 

métodos analíticos empleados para el análisi s ele mi croa lbuminuri a como signo 

de dafio rena l han sido desde las tiras reactivas para leer prote inuria por cambio 

de color hasta los métodos automatizados inmunoquímicos, pasando por aquellos 

cualitativos que utili zan ASS, ácido tricloroacéti co. y los que empl ea n colorantes, 

para leerse por colorimetría. En 1946 Bernarcl y Scher desarroll aron pruebas ele 

precipitación cualitativas para demostrar proteinuria con ácido su! fosalicílico ; s in 

embargo, a la fecha es necesario contar con una técnica cuantitativa . sencilla y 

económica que detecte albú111ina en orina en concentraci ones pequciias. 

practicable en atención pnmana de sa lud, para el diagnóstico temprano del 

paciente con alteración en la función renal como la Nefrop atía incipiente. 
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INTRODUCCIÓN 
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1. INTRODUCCIÓN 

El deterioro de la función renal es un proceso continuo que avanza de manera 

silenciosa desde sus etapas tempranas (Nefropatía Incipiente). cuando no se 

detecta a tiempo progresa irreversiblemente a Insuficiencia Renal Crónica (IRC). 

creando un problema socia l, sanitario y económico de importancia que afecta la 

ca lidad de v ida de los pacientes y de sus fa milias así como la generación de 

gastos en el Sector Sa lud, debido a la necesidad de practicar un tratami ento como 

diálisis, hemocliáli s is o trasp lante renal. El daño renal se presenta con más 

li·ecuencia en pacientes con diabetes mellitus, s 111 embargo, otra a lccc ión que 

ocas iona la falla renal es la hipertensión. 

La nefropatía diabética incipiente es reversible, y es importante detectar e l daño 

renal ele manera temprana pues cuando se diagnóst ica en esta etapa se puede 

frenar y el paciente ti ene oportunidad de conservar la función renal. E n el 

laboratorio existe un parámetro que permite ll evar cabo esta detecc ión oportuna: 

la excreción urinaria de albúmina en concentraciones pequeñas [30-300 mg/24h o 

20-200 mg/L (2-20 mg/dL)]. como signo de daño renal progres ivo e incipi ente 

definido como Microalbuminuria. El riñón normalmente excreta sustancias de 

bajo peso molecular y retiene macromoléculas como la albúmina ; cuya excreción 

urinaria normal es menor a 20 mg/L (2.0 mg/dL). 

Hay métodos cualitativos, semicuantitativos y cuantitativos para determinar 

microalbuminuria, como la tira reactiva; Jos bioquímicos basados en la uni ón a 

colorantes; los inmunológicos y los inmunoquímicos como la ne fe lometría. El 
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empleo de las tiras reactivas es común en el laboratori o de <111c'ili s is clí11icos para 

realizar el examen general de orina, y la proteinuria es uno de los parámetros que 

incluye este estudio. Este es un método semicuantitativo que detecta 

concentraciones a partir de 30 mg/dL es decir macroproteinuria. Sin embargo. su 

utilización no es tan confiable puesto que depende de la e."\periencia y sagac idad 

de quien la lee y es un indicador de macroproteinuria es decir. de claiio renal 

relativamente severo e irrevers ible. Por ende es importante contar con métodos 

cuantitativos estandarizados y económicos que permitan un diagnóstico 

temprano. 

Para implementar y estandarizar un método bioquímico es necesario conocer el 

fundamento de la reacción, el producto final y eva luar los criterios de 

confiabilidad del método y correlacionarlo con un método de re ferencia . 

Para leer la albúmina urinaria por espectrofotometría se requiere se leccionar la 

longitud de onda óptima; aquella en la cual no haya absorción de luz por e fecto 

de otros compuestos presentes en la muestra de orina, por med io de un barrido 

con un patrón primario (para nuestros fines es a lbúmina bovina) en el espectro de 

la región UV y . Visible (350-700 nm). Los parámetros de confiabilidad 

[linealidad de la curva estándar, sensibilidad analítica, imprecisión. inexactitud, 

índice de recuperación y la correlación del método con uno de relerencia (en 

nuestro caso utilizamos la Nefelometría)] dan la validez del método para dec idir 

si es posible utilizarlo en niveles de atención primaria de salud. 

El método turbidimétrico con ASS se basa en la propiedad de precipitación de la 

7 



albúmina cuando alcanza su punto isoeléctrico produciendo turbidez cuantiticadJ 

por espectrofotometria. 

La nefelometría es un método inmunoquímico (mide la di spers ión ele la luz en un 

ángulo de 70º cuando se forma el complejo antígeno-anticuerpo) de alta preci s ión 

y exactitud, por lo cual constituye un método de referencia capaz el e di stinguir 

con certeza a aquellos pacientes que presenten microalbuminuria de aquellos que 

no la presentan. Sin embargo, es un método costoso y só lo se utili za en hospita les 

ele tercer nivel de salud o particulares, excluyendo a la poblaci ón ca rente el e 

recursos, lo cual la deja sin pos ibilidades de recibir un diagnóstico temprano y la 

atención oportuna. 

Además, debe tenerse siempre en consideración que la mayoría ele los pacientes 

acuden fácilmente a los niveles de atención primaria del Sector Salud. por lo que 

es ele vital importancia contar con una alternativa analítica, que permita al 

médico familiar o general diagnosticar el dafio renal incipiente e implementar 

medidas terapéuticas sencillas de adoptar. 

La cuantificación de microalbuminuria se reali za en orina el e 24 horas; s in 

embargo, tiene la desventaja de producir errores durante su reco lecc ión as í como 

permitir factores que interfirieran con la medición, tales como e l ej ercicio, e l 

estrés y la dieta proteica, por tal motivo se prefiere la muestra de orina de 

micción matutina. 

Debido a que no se dispone ele métodos sencillos, accesibles y económicos para 

cuantificar microalbuminuria en atención primaria de salud, resulta ele suma 
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importancia y utilidad el procedimien~o analítico ll cv<1c!o a cabo en es te estudi o. 

la estandarización y validación del método turbiclimétrico con ASS como 

herramienta útil para el laboratorio. 

9 



CAPÍTULO 11 

MARCO TEÓRICO 

10 



2.0 MARCO TEÓRJCO 

El riñón desempeña un papel importante en la e liminac ión de sus tanci as de 

desecho del organismo, su integridad depende de muchos factores, uno el e los 

cuales es el tratamiento adecuado cuando se presenta una a lterac ión como la 

Insuficiencia Renal Crónica, este trastorno ll eva a l fraca so de la función del 

riñón . Los riñones son un par de estructuras en fo rma de haba loca lizadas en la 

parte posterior de la cavidad abdominal. La fi gura 1 muestra el esquema de l ri f'íón 

y su estructura de la secc ión vertical <
1•1 

Figura l Esquema de los riñones 
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LOS RIÑONES 

RIÑONES 
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MEDUL 1'• 

PELVIS 
Rfl/AL 

~-------------------

!;'. figura lomada de National Kidney and Uro logic Diseases.www.K idncy. niddk .nih .gov/spani sli pub 
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La Insuficiencia Rern1i Crón ica (IRC) se prod uce en el momento en que ¡, , 

función de los riñones di sminuye, esto sucede cuando el numero ele ne fronas 

(unidad fundamental del riñón) funcional es se redüce hasta un J O º/c, al momento 

en que aparecen los síntomas clínicos graves y se pierde la homeóstasis el e 

líquidos y electrolitos . Es un proceso que invo lucra la retenc ión ele productos 

nitrogenados así como la eliminación de macromolécu las ( 1 - 4 ). El progreso y 

severidad del daño renal es monitoreado por la determinac ión el e crcatinina y 

urea, pero estas determinaciones so lo proporcionan el avance inminente ele les ión 

renal (5) . 

La IRC es un problema sanitario, económico y de sa lud muy importante que 

afecta la calidad de vida de los pacientes, así ·como e l costo generado a las 

instituciones de sa lud. El manejo de los pacientes con diá li s is peritoneal y 

hemodiálisis, tratamiento y dieta repercute en los costos que e l Sistema Nac ional 

de Salud debe invertir en ellos. El costo de un programa de diáli s is peritonea l tres 

veces por semana es aproximadamente de $5,5 00.00 mensua les y ele hemocliális is 

dos veces por semana de $6,500.00 mensuales refiri éndose e:-;cl us ivamente al 

material propio del procedimiento, esto no incluye terapia ad icional. 

hospitalización, sueldo de médicos y auxiliares, aná li sis de laboratorios y rayos X 

(') 

Una de las etapas tempranas que progresa a IRC es la Nefropatía Incipiente, 

donde el daño en el riñón no es tan grande y puede ser revers ible . 

¡,¡ Datos obtenidos del Sistema de Información Medica del hospital Gabriel Mancera IMSS 
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La Nefropatía es causada por cl ivc:·sas µa éologías . ia i11ás ti-ec ue11tc es la diabetes 

mellitus (10 - 40 %), la hipertensión (25 %), g loméru loncfr iti s (20 %), entre 

otras de origen no determinado (1 , 5 ). 

La diabetes mellitus (DM) es uno de los padec imi entos sis témicos que ti ene 

mayor morbilidad a esca la mundia l y en México (5), lo cual hace que sea una ele 

las enfermedades de más cuidado en e l ámbito hospita lario y es In segunda ca usa 

de muerte en la población Mexicana donde el 55.2 % de la pob lac ión ti ene 

microalbuminuria (6) .La hiperglucemia es indudablemente una condición para e l 

desarrollo de nefropatía di abética pero so lo aproximadamente .3 0 - 40 '% la 

desarrolla (7). 

La nefropatía puede estar presente en e l 1 O - 20 % de los pac ientes con 

diagnóstico reciente de di abetes mellitus tipo 2 (DM2), muchos de los cuales 

también tienen hipertensión (7). En la DM2 , el 20 - 40 %1 de los pacientes con 

microalbuminuria progresa a desarro ll ar nefropatía clínica pero alrededor de los 

20 años con esta complicación el 20% desarrolla lRC termina l (7). De igua l 

manera se ha in formado que 2 de cada l 0,000 personas desarro ll an hipertens ión a 

escala mundial lo que hace que en la actualidad ex istan 20,800 pacientes en 

nuestro país con esta enfermedad <hJ La IRC se re fi ere como una ep idem ia 

silenc iosa que no se encuentra lo suficientemente in fo rmada entre los pac ientes -

como una complicación grave (8). 

Ch> Datos obtenidos de IN EG I 

13 



Estudios de biopsia demuestran que el daño rern:I c1 1 pac ienks di abé1icos se 

presenta mucho tiempo antes de diagnosticarse y también antes de presentar 

albuminuria a niveles bajos que producen la nefropatia diabética (6). 

En 1936 se inició el conocimiento ele las lesiones nodulares intercapilares en los 

glomérulos para entender mejor el cuadro clínico en los pacientes con 1 RC (9). 

Dolger observó la presencia de albuminuria e hipertensión en .50 % el e los 

diabéticos juveniles con retinopatía cuando tenían 13 años el e evo lución ele la 

diabetes mellitus (9). 

La evidencia clínica temprana ele nefropatía es la aparición ele ni ve les bajos pero 

anormales (mayores de 30 mg/día o mayor de 2 mg/dL.) de albúmina en orina. 

referida como microalbuminuria, y pacientes con microalbuminuria referidos 

como portadores de nefropatía diabética incipiente ( 1 O). El Instituto Mexicano 

del Seguro Social (IMSS) invierte más de 168 mi !Iones de pesos para atender a 

30 mil ingresos hospitalarios por di abetes mellitus al año, que en promedio 

permanecen en el hospital durante siete días (9). 

La nefropatía incipiente es detectada por microalbuminuria definida comó la 

excreción de albúmina entre 30 - 300 mg/24h [2 .0-20.0 mg/c!L] (6. 7, 11 - 13). 

Esto sucede cuando la pared glomerular pierde o reduce la carga negativa y 

permite a la albúmina pasar al interior. (3, 12). En las primeras etapas del daño 

renal se describe una lesión patológica de estadía temprano, (la expans ión y 

espesamiento del mesangio de la membrana glomerular), la pared del glomérulo 

capilar es altamente permeable a solutos pequeños y agua, y de permeabilidad 
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variab le a moléculas grandes como la a lbúm ina. A C\l lltinuación procede un.;; 

hiperfiltrac ión glomerular y una elevación en la pres ión intragloméru la r, que 

ll eva a la perdida de l rifi ón (6 , 8, 14). 

La c lasificación que describe e l progreso de l desarro llo de cl aíi.o rena l más 

utilizada es la ele Mogensen (6. 15 - 17) quien la di vide en cinco etapas: 

Etapa I.- Hay expans ión de l g lo rnérulo y puede haber aumento ele la 

excrec ión el e albúmina basal y post-ejercicio. 

Etapa ll (etapa s il enc iosa). - Aparecen lesiones hi stopatol óg icas rn í11 i mas. 

pers iste el aumento del filtrado g lomerular, hay microa lbuminuria 

intermitente. 

Etapa III (Nefropatía incipiente). - Se acentúan las lesiones estructurales y 

a lterac iones funcional es, puede haber aumento inc ipiente ele la pres ión 

arterial, hay microa lbuminuria. 

Etapa IV (Nefropatía C líni ca) .- Corresponde a la nefropatí a clíni ca con e l 

síndrome clínico completo : macroproteinuria, a veces s índrome ne frótico, 

hipertens ión arteria l, ret inopatía diabética; hay gran engrosami en to el e la 

membrana basa l y zonas ele escleros is glornerular. 

Etapa V (Estado urémico) corresponde a la etapa ele insufi cienc ia rena l 

avanzada con e l cuadro clínico del síndrome urémico, e l dafio está 

avanzado, se pierde la función de filtraci ón g lomerular. La fi g. 2 muestra 
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el esquema de una nefrona normal <2' ' y la fig. 3 .muestra e l daño progresivo 

del glomérulo '3' >. 

Figura 2. Esquema del riñón y de la nefrona 
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2" Figura tomada de Nationa l Kidney and Urologic Diseases.www.K idney. niddk .nih. gov/spanishpub 
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Figura 3. Progres ión del daño renal a Nefropatía 
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Debido a que la pared glomerular contiene m0lécilas ca rgadns ncgat i vamentc .~c 

limita la filtración glomerular a proteínas como la albúmina. por repuls ión 

electrostática (3). 

La albúmina se sintetiza en el hígado, ti ene un peso molecular de 66.000 

Kdaltons, carga negativa y constituye el 60 % de las proteínas plasmáti cas 

totales . Sus funciones son mantener la pres ión oncótica y el transporte del Ca 2
' 

( l 8, 19). Se ha info rmado que la molécula de albúmina es muy establ e aún a 

temperatura ambiente hasta por una semana o en refri gerac ión por varios meses 

( 13, 20) . 

La determinación de la concentración de la Excrec ión de Albúmina Urinaria 

(EAU), no solo se relaciona al diagnóstico de la nefropatía , s ino también con la 

rápida intervención. El grado de microalbuminuria es usualmente utili zado como 

indicador de nefropatía temprana y de progresión (6). 

El Rango de Excreción de Albúmina Urinaria (UAER, por sus siglas en in glés) 

es 50 - 100 % más alto durante el día que por la noche, esta variación puede estar 

re lacionada con una marcada variación diurna en la presión sanguínea (6 . 20) . La 

vari abilidad individual tiene un coeficiente de vari ación de aproximadamente 30 

- 50 % (6, 20), debido a esto la Asociación Americana de Diabetes (ADA por sus 

siglas en inglés) recomienda para diagnóstico de microalbuminuri a la 

demostración del incremento de la albúmina en 2 de 3 pruebas repetidas en un 

periodo de 3 a 6 meses (9). 

Las variaciones en la concentración de albúmina, se deben a va rios factores 
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corno: el ejerc1c10 fisico, infecciones del tracto unnano. heir:aruru ., 

menstruación, dieta rica en proteínas (20), que pueden incrementar su va lor en la 

albúmina urinaria y confundir los resultados ocasionando fa lsos positivos ; as í 

mismo una reducción en la ingesta proteica puede di sminuir la mi croa lbuminuri a 

y ocasionar falsos negativos. 

Para el diagnóstico de los pacientes con microalbuminuria a qui enes no se les ha 

realizado ninguna prueba renal , se les recomienda en primer lu ga r eva luar la 

detección de proteína en una muestra de orina por el método semi cuantitativo 

(tira reactiva] (21) . Si es negativa la prueba con tira reactiva , se recomi enda 

realizar la determinación ele microalbuminuria por métodos cuanlilativos y 

estandarizados. La tira reactiva empleada en el examen genera l ele orina valora la 

presencia de proteínas, densidad , pH, leucocitos, presencia de sangre. 

urobilinogeno, glucosa, bilirrubina, cetonas y nitritos en la orina ele la mañana 

que dan de manera general las condiciones del paciente de f'orma rápida y 

sencilla. 

La determinación de proteínas en tira reactiva a pH constante, utili za e l indicador 

de azul de tetrabromofenol , el desarrollo de cualquier color verde es debido a la 

presencia de proteína. El rango de colores va de amarillo para negati vo pasando 

por el verde-amarillo y verde a verde azul para resultados positivos (22 , 23 ). 

Normalmente se excreta una cantidad mínima de proteínas por el riñón la cual no 

es detectable, pero cuando se indica trazas ésta es proteinuria s igni licati va. Se 

han realizado diversos estudios en el análisi s de la tira reactiva considerando el 
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impacto en una mues1.ra pos itiva para el seguro tratamien to y d ispon ibii iclad ,~ 1 1 S· i 

costo; esta tira proporciona resultados semicuantitativos que pueden ayuda r a los 

médicos a cleteCtar a aquellos pac ientes que corren el ri esgo el e desarroll ar daño 

rena l. 

La mayoría de las pruebas bioquímicas se rea lizan basándose en la prec ipitac ión 

de las prote ínas en so luciones ácidas, alca linas y calor (23) cuando a lcanzan su 

punto isoeléctri co. Ex isten reportes de medi c iones de turbid ez para la 

determinación de prote ínas en líquido cefa lorraquídeo le ídas en e l 

espectrofotómetro a una longi tud de onda ele 450 y 620 nm (24. 25) . La 

espectrofotometría se basa en e l principio de interacc ión ele rad iac iones 

e lectromagnéticas con la materia. La técnica turbidimétri ca determina la cantidad 

de luz bloqueada por la materi a en forma de partículas cuando Ja lu z atrav iesa la 

cubeta, establecido conforme a la ley de Lambert-Beer donde la absorbancia (luz 

bloqueada) es directamente proporcional a la concentrac ión ele la muestra (26 -

35). El barrido se rea li za para selecc ionar la longitud el e onda óptima en e l 

espectro de absorción a diferentes longitudes de luz en la reg ión UV y Vis ib le 

(350-700 nm), y la optimización del método mediante una curva estándar a partir 

ele un estándar primario de albúmina bovina cri sta li zada. rea li zada en vari as 

ocas iones para ver su reproducibilidad. La longitud de onda mas co rta ti ene 

mayor dispersión, sin embargo, puede haber interfe rencias con sustancias 

presentes en la misma muestra que absorban luz (36). 

Por su parte la determinación nefelométrica se basa en una reacc ión antígeno-
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anticuerpo. Para la determinaci ón del antígeno se 1·eali za la adici<'in constante ele 

antisuero específico altamente purificado y ópticamente puro (3 7. 3 8). en teoría 

es u1i método simple y ráp ido para medir muchos antígenos en líquidos 

biológicos que se basa en la medición de la dispersión ele la luz en un ángul o de 

70º (36) . Este método fu e introducido por Libby en 1938 para determinar la 

reacción de toxina difterica y antitoxina (37), esta técnica ha incrementado su 

aplicación en el análisis clínico pero debido a su costo alto sólo se aplica en 

hospitales de tercer nivel o particulares. Debido a su alta preci sión y exactitud 

constituye un método ele referencia, e l cual siempre da resultados pos itivos en 

pacientes con la enfermedad y resultados negativos en aquellos sin la enfermedad 

(31). Sin embargo, a pesar de haber probado su utilidad los métodos 

nefelométricos por su costo no son muy utili zados en los laboratori os de análi sis 

clínicos de rutina, además los cuidados que requieren los equipos automati zados 

que se emplean para estas determinaciones hacen que su utili zación se vea 

reducida a laboratorios espec ializados (generalmente del tercer nivel de atención 

en el Sector Salud) o bien para laboratorios parti culares con gra nel es recursos 

económicos. Estas limitaciones hacen necesario implementar un procedimiento 

analítico que facilite la determinación de microalbuminuria en laboratorios del 

primer nivel de atención . 

La selección de procedimientos se basa en criterios de practicabilidacl y 

confiabilidad (39) . Estos últimos describen la ejecución analítica del método 

cuando se utiliza en condiciones de rutina corno: precisión . exactitud, 
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sensibilidad, linea iidad, íímite de clelección intennlo el e medición. especiticidad 

e interferencia analítica . 

La PRECISIÓN determina el grado de di scordancia o imprecisión de los vnlores. 

Se define como la desviación estándar o el coeficiente de variación (CV) del 

resultado de un conjunto de mediciones repetidas e informa del error aleatorio 

(39, 40). La desviación estándar de una intracorrida es menor a la que se obtiene 

en diferentes días. Las principales causas de imprecis ión se deben al empleo ele 

diferentes reactivos, estándares de calibración y temperatura (39, 40). Se 

recomienda para la determinación de microalbuminuria un coeficiente de 

variación inferior a 10% aunque algunos autores sugieren un CV < 15% ( 41, 42). 

La EXACTITUD determinada como inexactitud, es una medida de di scordancia 

del valor obtenido en un espécimen y su valor real o asignado. Tal di scordancia 

es debida al error sistemático y/o al error aleatorio. Se evalúa por medio de 

materiales de control de valor asignando o por controles comerciales . (39, 40, 

43). 

La SENSIBILIDAD ANALÍTICA es la medida de la capacidad de un método 

para detectar pequeñas cantidades de la sustancia que se analiza ( 40, 43 ). 

El LÍMITE DE DETECCIÓN es aquel que resulta igual a tres veces la 

desviación estándar del blanco del espécimen que no contiene la sustancia que se 

mide ( 40) . 

La LINEALIDAD determina el intervalo analítico, que se define como el 

intervalo de concentración o de la magnitud que se mide, en el que existe una 
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relaci ón lineal entre el valor rea l y el obtenido por el 111 éludo (39. 40) Ta mbi én 

se le conoce por el rango en el cual se cumple la ley de Lambert y Beer y es 

posible tener una lectura en el espectrofotómetro relacionada a una única 

concentración de la sustancia que se está determinando. 

La RECUPERACIÓN dem uestra la capacidad para medir la sustanc ia pura 

cuando se añade a los especimenes que se anali zan en fo rma rutinari a. In fo rma 

sobre la inexactitud y tiene particular interés cuando en la reali zación del método 

haya pasos en los que pueden producirse pérdidas (39, 40, 43). 

La ESPECIFICIDAD ANALÍTICA representa la capacidad para medir 

únicamente el componente que se quiera medir y la interferencia se re fiere a las 

influencias que ejercen determinadas sustancias, que por si mismas no producen 

lectura alguna (40, 43). 

La SENSIBILIDAD NOSOLÓGICA es la probabilidad de que el sujeto ten ga la 

enfermedad y la prueba de positiva ( 40, 43 - 45). 

La ESPECIFICIDAD NOSOLÓGICA es la probabilidad de que e l suj eto no 

tenga la enfermedad y la prueba de negativa ( 40, 43 - 45) 

El VALOR PREDICTIVO POSITIVO (VPP), es la probabilidad de que a lguna 

persona con resultado positivo actualmente tenga la enfermedad ( 40, 43 - 45). 

El VALOR PREDICTIVO NEGATIVO (VPN), es la probabilidad de alguna 

persona con resultado negativo no tenga la enfermedad actualmente [el valor 

predictivo positivo y el valor predictivo negativo son dependientes de la 

sensibilidad y especificidad (40, 43 - 46). 
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2.2 PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA 

Debido a que la función renal se afecta por di' ersas enfermedades 

principalmente diabetes mellitus e hipertensión arteri a l. se debe evitar que 

evolucione y se desarrolle IRC, generando una di sminución en la ca lidad el e vida 

del paciente. Los gastos a instituciones de sa lud se incrementan debido a 

tratamientos ele diális is peri tonea l y hemodiá li s is. La 1 RC es una en1ermeclad 

s il enciosa e irreversible que evoluciona lentamente. En e l labora torio se evalúa la 

fimción renal por la cuan ti f:i cac ión ele creatinina y urea sin embargo, es posibl e 

detectarla en sus etapas tempranas por medi o del moni toreo de la 

microalbuminuria, (excreción de a lbúmina urinaria ele 2.0 - 20.0 mg/c!L) y 

tratarla evitando su progresión. La nefropatía Incipiente (etapa de 

microa lbuminuria) es aún un proceso reversible y controlable. la rápida detección 

permite una intervención inmediata y control. Es importante e l desarrollo de 

técnicas sensibles, específicas y de bajo costo para la detección de 

microalbuminuria y así facilitar la intervención oportuna del médico. E l método 

con ác ido sul fosa licílico para cuantificar microa lbuminuria en e l laboratorio 

tienen un costo aproximado de $0.50 (cincuenta centavos) por muestra, que 

comparado con el método nefelométrico es de $40 .00 (cuarenta pesos) por 

muestra, costo inaccesible para su uso en atención de primer nivel de salud as í 

como en lugares que no tienen acceso a esta técnica. La nefolometría es un 

método inmunoquímico, sensible, específico, rápido y de fácil realización, e l cual 

ti ene un coeficiente de correlación de 0 .99 comparado con RIA . Sin embargo 
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requiere de equipo automatizado que no está al aicancc el e tooo:, los iabor;1torí q~. 

El método de detección de proteínas por prec ipitación con ác ido sul fosa licilico se 

utiliza en la cuantificación de éstas en líquido cefalorraquídeo, éste método se ha 

habilitado en los servicios ele urgencias en todos los niveles de atención en sa lud . 

Es de fácil reali zación, económico y rápido, además por la importancia médica 

del estudio existen los reactivos en todos los niveles ele atención que cuenten con 

un servicio de urgencias. El reactivo de ácido sulfosalicílico ya preparado por 

ende se encuentra di sponible, facilitando así la habilit ac ión del método para la 

microalbuminuria urinaria. 

Por lo anterior se pretende ver su practicabilidad y eficiencia al emplear lo en 

muestras de orina, planteando para ello las siguientes preguntas . 

¿El método turbidimétrico con ácido sulfosalicílico ti ene buena corre lación con 

el método de referencia (la nefelometría) , para la determinación ele 

microalbuminuria? 

¿El método turbidimétrico con ácido sulfosa licílico es sens ibl e y espec ífico 

comparado con la nefelometría? 

¿El método que se está evaluando (con ácido sulfosa licíli co) es útil para 

determinar microalbuminuria en los Laboratorios de Análisis Clínicos del Primer 

Nivel de Atención de Salud en México? 

¿El método turbidimétrico con ácido sulfosalicíiico es una herramienta auxiliar 

eficiente para el laboratorio? 
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2.3 OBJETIVOS 

OBJETIVOS GENERALES 

• Estandarizar y validar el método de turbidez con ác ido su! fosa l ic íl ico para 

determinar microalbuminuria en pacientes diabéticos en un primer ni ve l de 

atención de salud. 

• Correlacionar dos métodos para determinar microalbuminuria (turbidez y 

nefelometría) en pacientes con diabetes mellitus tipo 2 en una unidad de 

atención Primaria de Salud. 

OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

• Encontrar la longitud de onda óptima para leer a lbúmina. 

• Determinar para el método de turbidez con ácido sulfosa licílico los 

parámetros de confiabilidad: linealidad, interferencia del co lor. límite de 

detección, rango de medición, imprec is ión, inexactitud. índice el e 

recuperación sensibilidad, especificidad nosologica, va lor pred ictivo pos itivo. 

valor predictivo negativo 

HIPÓTESIS 

Si los parámetros ele confiabilidad del método turbiclimétri co por 

espectrofotometría con ácido sulfosalicílico son aceptables y demuestra una 

buena correlación con el método Nefelométrico, entonces serú posible 

implementarlo en laboratorios de primer nivel de atención del Sector Salud. 
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CAPÍTULO III 

MATERIALES Y MÉTODOS 
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3.1 TIPO DE ESTUDIO 

Observacional Prospectivo Transversal. 

3 .2 TAMAÑO Y DISEÑO DE LA MUESTRA 

Con el fin de que la muestra fi.1era representativa de la población atendi da, se 

ca lcu ló el tamafio ele la muestra (22. 23) con base en las s iguientes 

consideraciones: 

3 .2. 1 El límite de confiabilidad deseado es de 95%. 

3.2.2 Un total (N) el e 1,500 pacientes que acuden mensualmente a consu lta en 

los servic ios médicos que se prestan en la Unidad de Medicina Fa miliar No 4 del 

IMSS, y se les so licita el examen general de orina. Se le define también como el 

tamafio de la población. 

3.2.3 Un promedio de 600 muestras se reciben mensualmente en e l Laboratorio 

de Análisis Clínicos de pacientes que padecen Diabetes Mellitus 2. p<11«1 que les 

sea practicado el examen general de orina, que incluye la determi nación de 

proteinuria, por lo que p = 40 %,. Se le as igna estadíst ica mente como la 

proporción aproximada del fenómeno en estudio en la población el e rcfc rcnc ia. 

3.2.4 Se considera por tanto, que son 900 los pacientes a los que se atienden en 

el Laboratorio de Análisis Clínicos y que tienen un diagnóstico diferente al de 

diabetes mellitus 2, así que q es igual a 60 %, es decir, es la proporción que no 

presenta el fenómeno en estudio ( 100-p ). 
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3.2.5 n se encuentra definida como el tamaii o de mucstr<t requerida para que f'I 

estudio sea representativo de la población que se está evaluando. 

3.2.2.6 Zc es el valor de Zeta crítica correspond iente al 1li\·e l ele error aceptado, 

también conocido como nivel de confianza de parámetros pob laciona les. en e l 

área de la salud para una probabilidad de error de 5% es ele 1.96. 

3.2.7 d es el intervalo ele confianza deseado en la determinación ele la 

proporción de población que presenta el fenómeno en estudio. La se lecc ionada 

para el presente trabajo se se leccionó de JO.O de intervalo ele confianza. 

n =N Zc2 p qd2 (N-1) + Zc2 p q 

n =(1500) (1.96)2 (40) (60)(10)2 (1500 - 1) + ( 1.96)2 (40) (60) 

n = 87 muestras. 

3.3 POBLACIÓN 

De los pacientes con diabetes mellitus tipo 2 ambos sexos que acuden a la toma 

de muestra del Laboratorio de Análisis Clínicos de Primer Nive l ele Atención ele 

Salud de la Unidad de Medicina Fami liar No. 4, IM SS, referidos por el médico 

fa miliar que los atiende y que ll evan la primera orina ele la maifana. diariamente 

llegan un promedio de 18 y 20 pacientes / día. A tocias las muestras se les 

practicó el examen general de orina y se seleccionaron para el estudio aque llas 

muestras que con la tira reactiva para proteínas dieron resultado negativo. huellas 

y una cruz (cumplieron con los criterios de inclusión). 
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3.4 CRJTERI OS DE INCLUS IÓN 

Derechohabientes de la UMF No 4 (IMSS), que asisten al Laboratori o C línico 

para toma de muestra con diagnóstico de diabetes mellitus tipo 2 a los que su 

médico familiar les solicitó examen genera l de orina, en el peri odo ele diciembre 

de 2002 a abril de 2003. 

A todas las muestras recolectadas se les practicó el examen general de orina, se 

incluyeron en el estud io todas aquellas muestras que fu eron negat ivas para 

proteinuria, o bien se les detectaron huellas y una cruz el e proteínas con la tira 

reactiva que se emplea rutinariamente para di cho examen. 

3.5 CRJTERJOS DE NO INCLUSIÓN 

Derechohabientes de la UMF No 4 (IMSS), que as isten al Laboratorio C línico 

para toma de muestra, con di agnósti co de di abetes mellitus tipo 2 a los que su 

médico familiar no les so li ci tó el examen genera l de orina, en el peri odo de 

diciembre de 2002 a abril de 2003 . 

Aquéllas muestras que presentaron 2 ó 3 cruces de proteínas en la tira react iva. 

3.6 CRJTERJOS DE EXCLUS IÓN 

Derechohabientes de la UMF No 4 (IMSS), que as isten al Laboratorio C línico 

para toma de muestra, sin diagnóstico de diabetes mellitus tipo 2. 
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3.7 VARJABLES 

3.7.1 VARJABLE DEPENDI ENTE 

Presencia de microalbuminuria en las muestras. 

3.7.2 VARJABLES INDEPENDIENTES 

• Pacientes con diabetes mellitus tipo 2 

• Edad 

• Sexo 

3.8 DISEÑO ESTADÍSTICO.- Para la estandarización. validación y correlación 

el rnétodo se utilizaron las siguientes fórmulas estadísticas. 

3.8.1 MEDIA (X): Es una medida de tendencia central (40). La suma de todos 

los valores obtenidos entre el número de ellos. 

X= 
Xi 
n 

3.8.2 DESVIACIÓN ESTANDAR (S).- Es una medida de di spersión , describe 

el grado de variación entre las observaciones individuales ( 40) 

S= 
1 2 (xi-x)2 

" n-1 
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3.8.3 COEFICIENTE DE VARIACIÓN (CV): Refleja la di spersión de los 

datos, se calcula dividiendo la desviación estándar entre el promedio, 

multiplicado por 1 OO. 

CV= ( ~ ) 100 

X 

3.8 .4 COEFICENTE DE CORRELACIÓN. Es un estudio estadístico que mide 

la asociación entre dos variables. Los resultados son idénticos cuando el 

coeficiente es l .O y son diferentes cuando los valores se alejan ele l .O. 

3.8.5 TEOREMA DE BA YES . Tabla de contingencia 2 X 2.- Es un método 

estadístico para determinar sensibilidad y especificidad nosológica, 

valores predictivos positivo y negativo (Cuadro 1 ). 

CUADRO 1. TABLA DE CONTINGENCIA 2X2 

Método de referencia 

Enfermedad 
<:'1 

...o 
(!) 
;::l Resu ltado Presente Ausente Total ..... 
o. 
(!) 

"O 
o Positivo a b a+b 

"O 
o 
·"V 
~ Negativo c d c+d 

Total a+c b+d a+b+c+d 
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3.8.5.1 SE NSIBILIDAD NOSOLÓGICA = Es la probabilidad de que el suj eto 

tenga la enfermedad y la prueba dé positiva. 

a 
Sensibilidad nosológica = ( a+c ) 100 

3.8.5.2 ESPECIFICIDAD NOSOLÓGICA = Es la probabilidad de que el sujeto 

no tenga la enfermedad y la prueba dé negativo. 

d 
Especificidad nosológica= ( b+d ) 100 

3.8.5.3 VALOR PREDICTIVO POSITIVO (VPP).- Es la probabilidad de que la 

persona con prueba positiva actualmente tenga la enfermedad. 

VPP = ( a: b ) 100 

3.8.5.4 VALOR PREDICTIVO NEGATIVO (VPN).- Es la probabilidad de que 

la persona con prueba negativa actualmente no tenga la enfermedad. 

VPN = ( c~d ) 100 
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3.9 DIAGRAMA DE FLUJO DE LOS PASOS A SEG Um 
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360. 

Determinación de l 
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3.10 DESCRIPCIÓN DEL PROCEDIMIENTO ANAL ÍTICO. MÉTODO 

TURBIDIMÉTRICO POR PRECIPfT ACIÓN CON ÁCIDO 

SULFOSALICÍLICO. 

Estandarización y validación del método para determinar microalbu minuria por 

turbidez con ácido sul fosa licílico. 

3. 10. l FUNDAMENTO 

La albúmina es una proteína que al reaccionar con el ácido sul fosalicílico a lca nza 

su punto isoeléctri co produciendo un precipitado, que impide el paso ele luz en un 

espectro fotó metro, siendo cuantificable por lo estab lec ido conforme a la ley ele 

Lambert-Beer donde la absorbancia es directamente proporcional a la 

concentración 

3. 10.2 MATERIAL BIOLÓGICO 

Primera orina de la mañana centrifugada 

Control comercial ele albúmina bovina 

Albúmina bovina cristalizada 

3. 10.3 MATERIAL DE LABORATORIO Y EQUIPO 

Tubos de 13 por 100 mm 

Gradillas para tubos 

Pipetas graduadas de 1.0 y 1 O.O mL 

Pipetas volumétricas de ! .O mL 

Celdas espectrofotométricas calibradas 

Matraz aforado de 100 mL 
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Centrifuga Clínica Hermile llinois USA 

Espectrofotómetro Coleman Instrument Model 6/32 Jr II 

Nefelómetro Beckman Array 360 protein system manufacturado en US 

Balanza analítica Sartorius 

3.10.4 PREPARACIÓN DE SOLUCIONES PATRÓN . 

PREPARACIÓN DE UN PATRÓN PRIMARIO DE ALBÚMINA. Se pesaron 

300 mg de albúmina sérica bovina cristalizada , se depositaron en el matraz 

aforado y se le añadió solución salina isotónica hasta la marca para obtener un 

volumen final de 100 mL con lo que se obtiene una concentración final de 300 

mg/l 00 mL, 300 mg/dL. 

DILUCIONES DEL PATRÓN PRIMARIO (PREPARACIÓN DE PATRON ES 

SECUNDARIOS): Se realizaron diluciones seriadas a partir del patrón primario 

de 300 mg/dL para obtener concentraciones finales de 150 rn g/dL. 75 mg/dL. 

37.5 mg/dL, 18.75 mg/dL, 9.375 mg/dL, 4.68 rng/dL, 2.34 rng/dL, 1.1 7 mg/dL 

con solución salina isotónica. 

3.10.5 REACTIVOS 

ACIDO SULFOSALICÍLICO AL 3 %. Se utilizó una solución comercial de 

ácido sulfosalicílico al 3.0 % E.L.S.A para el estudio. Se emplearon reacti vos de 

un solo lote. 
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PROCEDIMIENTO ANAL ÍTICO 

Se toma una alícuota de la primera orina de la mai'íana, se centri ru ga a J .000 rpm 

por 5 minutos. Del sobrenadante se toma 1.0 mL de la muestra , se le af1aclen J .O 

mL de la so lución ele ác ido sulfosa licílico al J.O %. Se mezc la por invers ión 

dejando reposar la mezc la por 5 minutos y se lee a 620 nm en e l 

espectrofotómetro Coleman JR 6/32. 

CONTROL DE CALIDAD DEL PROCESAMIENTO 

Se determinó en cada corrida la concentración ele un control comercial el e 

albúmina bovina ele 22.0 mg/dL y 11.0 mg/dL, adicionando a 1.0 mL de l control 

3.0 mL, de ácido sulfosalicílico homogenizando y dejando reposar 5 minutos la 

solución ; leer a 620 nm en e l espectrofotómetro Coleman JR 6/32. Se determinó 

la concentración de albúmina a partir de un control comercial de albúmina 

humana de la compañía Beckman a 2 concentraciones de 7.29 y 58.37 mg/clL por 

ambos métodos (turbidimetría con ASS y Nefelometría) en cada corrida de las 

muestras de orina. 

3.11 ESTANDARIZACIÓN DEL PROCEDIMI ENTO 

3 .11.1 Barrido. Se procedió a encender el espectro fotómetro dejando que se 

estabilizara por 30 min. Se calibró con un blanco de reacción (partes iguales de 

solución salina con ácido sulfosalicílico) a cero de absorbancia. Con un estándar 

de 150 m g/dL se seleccionó la longitud de onda, realizando las lecturas pasando 

por la luz UV, Visible. 

3.11.2 Interferencia de color. A una muestra por duplicado de orma (clara, 
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mediana y oscura) se les ad icionó 3.0 mL de so lL11.: ión scdina y se procedió a 

rea lizar un barrido con cada una de ellas. Se observó la longitud el e onda a la cual 

pueden absorber color los pigmentos de la oritia. 

3 .11 .3 Curva de Calibración. En un tubo de ensaye de 13 por 100 mm se adiciona 

1.0 mL de cada uno de los estándares secundarios, cuya preparac ión se describió 

en el punto 2.9.4, más 3.0 mL de reactivo de ASS (ácido sul fosalicíl ico) y se 

midió en el espectrofotómetro por turbidez a la longitud de onda se lecc ionada . Se 

determino la sensibilidad analí tica, rango de medi ción, .e l coe fi ciente el e 

correlación para obtener la linealidad, 

3. 11 .4 Imprecisión. Se reali zaron corridas de dos concentrac iones distintas del 

control comercial de 22 .0 y 11.0 mg/dL (20 muestras de cada concentración) en 

un día y en 25 días diferentes . 

3.11.5 Inexactitud. Definida como la diferencia entre el va lor real y la media de 

un conjunto de valores (algunos autores lo llaman error sistemát ico), o por medio 

del coeficiente de inexactitud [(inexactitud / va lor teó ri co) * 100]. Tambi én se ha 

mencionado una forma de inexactitud al error aleatori o obtenido de 3 DS en una 

corrida de 20 muestras de una control comercial de albúmina el e concentrac ión 

conocida. 

3. 11 .6 Limite de detección. Se determinó con la curva de ca libración y el blanco 

de reacción realizando una corrida de 1 O muestras del bl anco obteni éndose 3 

desviaciones estándar (S). 

3 .11 .7 Especificidad analítica. Se realizó la determinac ión de la concent ración ele 
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microalbuminuria en una corrida de l O muestras de orina de pacientes por 

duplicado con datos de una cruz y huellas de sangre en e l exa men general de 

orina. Se midieron dos alícuotas de cada una de las muestras, una de ellas no se 

centrifugó para no precipitar los glóbulos rojos y la otra se centrif'ugó a 3000 rpm 

por 5 minutos , en ambas sé continuó el procedimiento ya descrito por e l método 

de prueba. 

3. l l .8 Índice de Recuperac ión. Se determinó la concentrac ión final de albúmina 

en ocho muestras a las cuales se les adicionó una concentración conoc ida ele 

a lbúmina. 

3. 11.9 Método de Comparación. Para obtener la correlación se anali zaron 96 

muestras de orina en el espectrofotómetro Coleman .Ir 6/32 ASS al 3.0 % 

previamente centrifugadas y por Nefelometría (ver anexo A). 
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CAPÍTULO IV 

RESULTADOS 
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Para la implementación y estandarización del método fue necesario conocer el 

fundamento de la reacción y el producto fina l pa ra se leccionar la longitud de 

onda, la cual se lee en el espcctrofotómetro mediante un barrido, los resultados se 

presentan en la grá fica 1, donde se puede observar que hay dos longitudes de 

onda óptimas en las que se puede rea li zar la lectura, la de 450 nm y la de 620 nm . 

GRÁFICA 1. BARRJDO PARA LA SELECCIÓN DE LA LONG ITUD DE ONDA 

1 

I ~ e 
ro 
-e 

1 

o 
(/) 

.a 
<( 

1,05 

0,95 

0,9 

0,85 

0,8 

0,75 

0,7 

0,65 

0,6 

0,55 

0,5 

340 390 420 470 550 590 620 670 

longitud de onda 

El espectro de absorción muestra dos pos ibilidades de longitud de onda 
para leer la albúmina a 450 nm y a 620 nm. 

Ya obtenidas las posib les longitudes de onda se realizó la determinación de 

interferencia del color en muestras de 9rina a diferentes tonalidades de color 

amari llo para obtener la longitud de onda óptima en la cua l no se presente 

absorción de luz por pigmentos presentes en ella. En la gráfica 2 sé evaluaron 
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muestras de orina de diferentes tona lidades del color amarillo y se observa que a 

mayor tonalidad del color amari llo hay mayor absorbancia. 

GRÁFICA 2 INTERFERENCIA DEL COLOR EN LA ORINA 
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Los pigmentos presentes en la orina absorben luz a 450 11111 , en cuanto a 620 11111 no se 
observa, demostrando que la longitud de onda óptima es a 620 nm. 

Sigu iendo la secuencia descrita en el capítulo anterior se procedió a rea li zar una 

curva de calibración con un patrón primario para observar la linea lidad . Los 

valores de la curva patrón se presentan en el cuadro 2. 
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CUADRO 2. CONCENTRACIÓN VS ABSORBANCIA DE LA CURVA 

ESTANDAR A DILUCIONES SERIADAS 

Concentración (mg/dL) Absorbanc ia 

300.00 1.0 

150.00 0.69 

75.00 0.39 

37.50 0.21 

19.75 0.1 1 

9.37 0.06 

4.68 0.04 

2.34 0.00 

1. 17 0.00 
- - - -- -~--

La gráfica 3 muestra las desv iaciones en la linealidad de la curva estándar a 

va lores de superiores de l 50mg/dL e inferiores a 4.68 mg/dL. En la gráfica 4 se 

presenta la curva estándar de trabajo de donde se obtienen los datos de 

sensibi lidad analítica, rango de medición, limite de detección, coefic iente de 

correlación que se muestran en el cuadro 3. 

43 



GRÁFICA 3. CURVA DE CALIBRACIÓN DE LA ALBÚMINA BOVINA 

1, 12 

1,04 

0,96 

0,88 

0,8 ~-------
Cll 

j ~:~ ~~- .~ 
~ 0,56 - ~-
.Q 

<( 0,48 - -

0,4 • 
0,32 

0,24 

O, 16 

0,08 

o~ 
o 25 50 75 100 125 150 175 200 225 250 275 300 

concentración (mg/dl) 

El rango de medición donde se cumple con la ley de Lambert
Beer es de 4.68 a 150 mg/dL. 
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GRÁFICA 4. CURVA ESTÁNDAR DE TRABAJO DE ALBUMINA BOVINA 
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El coeficiente de correlación obtenido es de 0.998 
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CUADRO 3. DATOS DE SENSIBILIDAD ANALÍTICA. RANGO DE 

MEDICIÓN, LIMITE DE DETECCIÓN Y COEFICIENTE DE 

CORRELACIÓN DE LA CURVA ESTÁNDAR 

Sensibilidad analítica (mg/dL) 4.68 

Rango de medición (mg/dL) 4.68 a I SO 

Limite de detección (mg/dL) +/- 0.9032 

Coeficiente de correlación 0 .998 

Continuando con la secuencia descrita en el CAPÍTULO 111 , se determino la 

imprecisión intra e intercorrida con un control comerc ial de a lbúmina bovina a 2 

di fere ntes concentraciones, e l cual presenta coeficientes de variac ión aceptab les 

tal como lo muestra el cuadro 4 
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CUADRO 4. lMPRECISION INTRA E lNTERCORRI DA 

Imprecisión Concentración +/-DS (mg/dL) %CV 
(mg/dL) 

intracorrida 11 0.634 5.55 

22 0.501 2.22 

intercorrida 11 0 .804 7.17 

22 1.070 4. 8 1 

Los valores de CV intra e intercorrida son inferiores a 1 O% lo cual es aceptab le. 

De igual manera se determino la imprecisión de un control de albúmina humana 

a una concentración de 0.85 mg/dL por nefelometria mostrando un CV de 2.32% 

intracorrida y 2.9 intercorrida. 

El cuadro 5 expresa la inexactitud del método definido como coeficiente de 

inexactitud. De igual forma puede ser definida por medi o de l error s istemático 

(ES) y el error aleatorio (EA). 
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CUADRO 5. INEXACTITUD 

Concentrac ión Coefic iente de ES (mg/dL) EA (mg/cll) 
(mg/dL) inexactitud (%) 

11.00 3.84 0.42 2.32 

22.00 2.50 0.56 1. 50 
La inexactitud es mayor en la concentrac ión menor 

Durante el estudio se determinó la concentrac ión de un contro l comerc ia l de 

a lbúmina humana (de Beckman) en cada corrida de las muestra s a 2 di !'eren tes 

concentrac iones como contro les de l proceso, los resul tados se muestran en e l 

cuadro 6. 
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CUADRO 6. CONTROL DE CALIDAD DE 2 CONC ENTRACIONES 

DIFERENTES DE ALBUMINA HUMANA 

Concentraci ón Turbidimetría con Nefelometría 
mg/dL ASS CV (%) CV( %) 

Precisión intracorrida 

7.29 6.35 1.62 

58.37 2.35 1.43 

Precisión intercorrida 

7.29 9.21 3. 12 

58.37 4.70 2.95 

Se observa mayor precisión con el método nefelom étrico, 
sin embargo el CV del método turbidimétrico es aceptable . 

En la ESPECIFICIDAD ANALÍTICA es importante decir que la cuantificaci ón 

de albuminuria se ve afectada por la presencia en orina de proteínas diferentes a 

la albúmina, como la hemoglobina incrementándose en al menos 1 O mg/dL; así 

como leucocitos, dando valores ligeramente elevados generando pos ibles falsos 

positivos . Se recomienda por tal razón realizar la determinación cuando no haya 

datos de infección en vías urinarias. 
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La capacidad de recuperación del analito por el método turbidimétrico con ASS 

por medio del índice de recuperación es buena tal como lo muestra e l cuadro 7. 

CUADRO 7. ÍNDICE DE RECUPERAC lÓN 

Concentración Concentración del Concentrac ión Concentración Indice de 
de la muestra estándar de albúmina teórica ex peri menta l recuperaci 

(mg/dL) adici onada [esperada] [obtenida] ón (%) 
(m g/dL) (mg/dL) (mg/dL) 

150.00 75 .00 225 .00 22 l .40 98.40 

37.00 75 .00 l 12.00 107.68 % .1 4 

11.00 75.00 86 .00 78.75 9 l .57 

13.60 37 .50 51.1 o 45 .99 90.00 

10.00 37.50 47.50 40.06 84 .34 

10.00 l 8.75 28 .75 23.70 82.45 

10.00 9.37 19.37 l 5.75 8 l .3 l 

5.00 4.68 9.68 7.79 80.60 

Se observa que a concentraciones bajas ele muestra y estándar se obti ene menos 
recuperación del analito. 

Una vez estandarizado el método turbidimétri co con ácido sulfosalicílico se 

procedió a correlac ionarlo con el método de referencia Nefelométrico, en el cual 

los datos teóricos muestran una correlación de 0 .99 con el método de RIA. Para 

la correlación se utili zaron 96 muestras de orina obteniéndose una coeficiente de 

correlación de 0.964, la gráfica se presenta a continuación. 
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GRÁF fCA 5. CORRELACIÓN DEL MÉTODO TURB!D fMÉTRICO CON ÁC IDO 
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Se observa la correlación de 96 rnuestras de orina anali zadas por ambas metodologías. 
Mostrando un coefi ciente de correlación de 0.964. 

Conforme a l Teorema de Bayes se hicieron los cá lculos ele SENSIBILIDA D 

NOSOLÓGICA , ESPECIFICIDAD NOSOLÓG ICA, VALO R PREDI CTIVO 

POSITIVO, VALOR PREDICTIVO, que nos s irven para eva luar la capac idad 

del método de prueba para distinguir a los pac ientes que presentan la 

microalbuminuria de quienes no la presentan, por lo que no se cons ideraron para 

ta l e fecto los pac ientes con macroalbuminuria; es deci r concentrac iones 
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superiores de 20 rn g/dL por ambos métouos, ya que eslún en etapa ele nefr0patía 

clínica no reversible, los datos del teorema de Bayes se muestran en el cuad ro 8 y 

en el cuadro 9 se presentan los resultados de sensibilidad y especifi cidad 

noso lógica, VPP, VPN y efic ienci a. La edad promedio ele los pac ientes fue de 63 

años con una población femenina del 56.3% y 43.7 % masculina . 

CUADRO 8. CORRELACIÓN DEL MÉTODO TURBIDIMÉTRICO CON 

ÁCIDO SULFOSALICÍLICO CON EL MÉTODO NEFELOMÉTRICO 

Método ele referencia 

Enfermedad 

C<:I 
.o 

<l.) 

Resultado Presente Total ::i Ausente ..... 
o.. 
<l.) 

-a 
o Positivo 2 l 8 29 -a 
o 

,1:) 

~ Negativo 7 48 55 

Total 28 56 84 

Se presentan la correlación de los datos obtenidos en ambas metodologías en 84 muestras de 
pacientes con albuminuria inferior a o igual a 20 mg/dL 
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CUADRO 9. DATOS DE SENS113 1LIDAD Y ES PEC!FIC:OAD 

NOSOLOGICA, V PP, VPN Y EFICAC IA EN 84 MU ESTRAS CON 

RESULTADO EN AMBOS MÉTODOS DE ALBUM INURIA INFERIOR O 

IGUAL A 20 MG/ DL. 

Sensibilidad noso lógica(%) 75 .00 

Especifici dad nosológica(%) 85.71 

VPP (%) 72.4 1 

VPN (%) 87 .27 

Efi ciencia(%) 82 .1 4 
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CAPÍTULO V 

DISCUSIÓN DE RESU LTADOS 
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La cuantificación de mi croa lbuminuri a es de suma utilidad para e l diagnósti co 

de nefropatía di abética incipiente en el paciente con di abetes melli tus. ya que la 

proteinuria no es la enfermedad sino un marcador clínico que fa vorece el 

diagnóstico oportuno (50), corno lo mencionan diversos autores. Sin embargo. es 

importante contar con técnicas de laboratorio confiables, estandari zadas, 

va lidadas, que permitan su detección y así fac ili tar e l pronto tratamiento del 

paciente. En el presente estudio se ha realizado la estandarización y va lidac ión de 

una técnica turbidimétrica con ácido sulfosalicíl ico, con la fina li dad de aportar 

una alternativa de diagnóst ico para el laboratorio clínico. La utilidad de este 

procedimiento radica en que es un método sumamente senci llo y de fác il 

implementación para cualquier laboratorio de análi sis clín icos, que cuente con lo 

bás ico. 

Fundamentada inicialmente en la reacción de punto final cuando la al búmina 

precipita por acción del ácido su lfosa licílico, y en la propiedad de l bloqueo ele la 

luz cuando esta incide sobre las partículas del precipitado form ado, se produce 

una lectura en el espectro fotómetro (27 - 35). Siguiendo con el pri nc ipio de la 

ley de Lambert-Beer, se determinó la longitud de onda óptima. Durante la 

selección de longitud de onda óptima se encontraron dos posib les longitudes de 

onda en las cuales se podía leer la albúmina (Gráfica l), pero considerando que la 

orina no es un liquido transparente debido a que en e lla se pueden encontrar 

pigmentos que pueden absorber la luz y dar resultados erróneos. se procedió a 

realizar la interferencia de color de la orina, seleccionando 18 muestras de 
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diversas tonalidades dei co lor amarillo el análi sis se rea li zó s im ilar al el e la 

se lección de longitud de onda óptima en el campo UV y vis ibl e. Se encontró que 

la mejor longitud de onda es a 620 puesto que ninguna de las muestras ana l izadas 

mostraron absorción de luz sin embargo, a 450 nm se observó una li gera 

absorción de luz (Gráfica 2), por lo que se e li gió para el procedimiento la 

longitud de onda de 620 nm, con lo que se eliminó la interferencia produc ida por 

el color natura l de la muestra que es necesaria anali zar. 

Posteriormente se rea li zo la curva de calibración a partir de un patrón primario de 

albúmina (Cuadro 2), para determinar si hay linealidad confo rme a la ley de 

Lambert-Beer; comprobando esto por el coefici ente de correlac ión ele 0.998. lo 

que indica una buena linea lidad (Gráficos 3 y 4; Cuadro 3 ), y así ciar va lidez a la 

medición de las concentraciones de las muestras que se anali za ron. Con esta 

misma curva se determinó la sensibilidad analítica, el rango de med ic ión, y e l 

límite de detección del blanco (Cuadro 3 ). Los valores obten idos cl an una 

pos ibilidad de evaluar a los pacientes con inicio de daño rena l en fa se de 

microalbuminuria, puesto que los niveles de concentración encontrados van 

desde 4.68 mg/dL lo que permite que se detecte a tiempo el inicio de l daño renal 

el cual es aún un proceso reversible con el cuidado del paciente y un tratamiento 

adecuado. Aunque este método no da la posibilidad de detectar nive les in fe ri ores 

a 4 .68, si da la v iabilidad de dar al paciente un tratamiento que permita su 

recuperación. El rango de medición de 4.68 a 150 mg/dL es muy amplio, lo que 

permite en un momento dado verificar el grado de proteinuria con la ti ra reactiva 
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cuando haya l cruz o huellas, ya que ai ser la tira reacti va una técnica en la que 

se determina cualitativamente la proteinuria, se ve afectada por la percepc ión, 

experiencia y sagacidad del anali sta. Ya obtenidos los datos de la curva de 

calibración se procedió a reali zar la imprecisión para ver el grado de di scordancia 

de los valores ( 18) y la inexactitud analítica del procedimiento en 

concentraciones de 1 1 .O y 22.0 mg/clL, obteniendo va lores aceptables en la 

imprecisión analítica tanto intra como intercorrida (Cuadro 4 ), ya que se 

recomiendan valores de CV inferiores a 10% ( 41 , 42) . De igual manera la 

inexactitud del método se considera buena puesto que el va lor no se aleja 

demasiado del valor real (Cuadro 5). 

La curva estándar se realizó diariamente hasta e l final del anúli sis mostrando 

reproducibilidacl en los datos en cada determinac ión. Cabe señalar que al rea li zar 

la determinación nefelométrica del ca librador de albúmina bov ina este no fue 

reconocido por el anticuerpo empleado como reactivo en este eq uipo, por lo que 

se realizó la determinación intra e intercorrida de un control comercial el e 

albúmina humana proporcionado por la compañía Beckman (misma a la cua l 

pertenece el Nefelométro Array 360) como control de calidad, no así para los 

datos de estandarización y validación (cuadro 6). Cabe señalar que e l método no 

es específico para albúmina exclusivamente puesto que el ASS es capaz de 

precipitar otras proteínas diferentes que se encuentren en la orina s in embargo, en 

la nefropatía incipiente la primer proteína excretada en orina es la albúmina. 

debido a que su peso molecular es menor a las demás, pero a medida que el daño 
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en el riñón avanza no so lo se el imina la albúmina, sino otras mas y el daiio ) a nv 

es incipiente. En el índice de recuperación el grado de pérdida del ana lito es 

aceptable ya que no es tan grande aún a concentraciones bajas (Cuadrn7) . 

Cuando se evalúa un nuevo procedimiento es importante considerar los criterios 

de confiabilidad, tal corno se han realizado y ana li zado en es te trabajo para 

garantizar la calidad del resultado del análisis. Por tal motivo, es importante la 

correlación del método turbidimétrico con ácido su lfosa licílico con el método de 

Nefelometría representado en la gráfica 5 (donde el dato teórico de l coeficiente 

de correlación del método nefelométrico vs RIA es de 0.99) cuyos datos de 

sensibilidad y especificidad, VPP y VPN son aceptab les como prueba de 

tamizaje, la eficiencia expresada de 82. 14% indica el porcentaje de pac ientes que 

se clasificó correctamente. Esto hace que se garanti ce un buen res ultado para 

diferenciar a la poblaci ón con riesgo de desarrollar daño renal progresivo e 

irreversible y de la posibilidad de dar un tratamiento oportuno. También se 

realizó la determinación del va lor normal de excreción de albúmina en la orina 

por micción matinal con un grupo control de 34 personas sanas, ya que e l va lor 

normal de referencia que se tenía era de un grupo de personas de Cali fornia 

(EU), y no se contaba con datos en México (ver Anexo B). 

El método turbidimétrico con ASS presenta algunos fa lsos positivos s in embargo. 

para el diagnóstico como ya se ha mencionado anteriormente la ADA 

recomienda 2 de 3 muestras positivas en un lapso de 3-6 meses asegurando un 

diagnóstico correcto. 
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En e l caso de los fa lsos negativos, como es un procedimiento fá c il de 

implementar y de fácil ejecuc ión permite su rea li zac ión a gran esca la, por lo que 

quizás, a l ser e l pac iente diabético un indiv iduo que mensualmente sue le 

practicarse aná li sis de rutina en mediciones repetidas se obten ga el resultado 

correcto y se someta al tratam iento correctivo. 
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CAPÍTULO IV 

CONCLUSIONES 
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Este trabajo ha expresado la necesidad de coatar con una técnica cstandari zadz,, 

practicable, confiable y acces ible, en cualquier laboratorio de atención primaria 

de sa lud, que cuente con un espectrofotómetro bás icamente, el reactivo es muy 

económico; es así como se ha desarrollado este método. Al ser un método 

económico ($0.50 de reactivo) y fácil de procedimiento da la oportunidad de 

realizarse en prácticamente cualquier laboratorio ele análi s is clínicos. en aquellos 

que no cuenten con equipos automatizados como los inmunoquímicos que son 

métodos exactos, y precisos, pero inaccesibles y de gran costo 

Para e llo se han reali zado la evaluación de los parámetros de contl ab ilidad del 

método turbidimétrico con ácido su! fosalicí li co para cuan ti ficar 

microalbuminuria, los valores obtenidos son aceptables dado que los resultados 

lo demuestran, asimismo hay una buena correlación con el método de referencia 

(Nefelometría) lo que garant iza que los resultados obtenidos por el método 

turbidimétrico con ácido sulfosalicí lico sean confiables. 

Esta técnica permite detectar cantidades pequeñas ele albúmina en orina que no se 

detectan generalmente en la tira reactiva empleada en el examen general de orina 

(dada como proteinuria), permitiendo un diagnóstico precoz del daño renal 

incipiente pero progresivo. 

Como se ha venido mencionando a lo largo de este trabajo la cuantificación de 

microalbuminuria es un indicador temprano de daño renal, y de monitoreo del 

deterioro de la filtración glomerular, con el cual se hace pos ible la atención 

precoz del paciente. La finalidad de este proyecto se cumple al evaluar el método 
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de microalbuminuria, pues permite detectar a la mayo ría ele los ¡~ ac i cntes que 

debido a un padecimiento primario como diabetes melli tus, inician un daño renal 

incipiente, la intervención oportuna del médico tratante para modificar los 

hábitos alimenticios del pac iente, hacen posible preservar la función renal de los 

pacientes por mayor ti empo y con ello se abaten el número el e pac ientes que en 

etapas tempranas presentan daño renal. 

Los insumos requeridos, para la realización del método turbiclimétri co con ác ido 

sulfosalicílico son de fác il adquisición y comúnmente se encuentran en los 

laboratorios ele análisis clínicos del primer nivel de atenc ión médica, ele igual 

forma los calibradores como la albúmina sérica bovina también se utili zan en 

otros ensayos de rutina en los laboratorios clínicos (Baciloscopías por tinción 

ácido alcohol resistente, control en el grupo sanguíneo, medio proteico en las 

pruebas cruzadas) lo que verdaderamente hace a esta metodología un 

procedimiento fácil de implementar. La principal limitante en este estudio es la 

adquisición de la albúmina bovina cristalizada para la creación de la curva 

estándar y estandarización del método. 
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ANEXO A 

DESCRIPCIÓN DEL PROCEDIMIENTO ANA LÍTI CO. MÉTODO 

NEFELOMÉTRICO PARA LA DETERMINAC IÓN DE 

MICROALBUMINURIA. 

FUNDAMENTO: El método mide la velocidad de aumento de la luz di spersada 

producida por las partículas suspendidas en la solución de compl ej os fo rmados 

por la reacción antígeno-anticuerpo. 

MATERIAL BIOLÓGICO: Primera orina de la mafia na centri ru gada 

REACTIVOS : 

~ Anticuerpo de albúmina humana con azida sódica como conservador. 

~ Diluyente 

~ Control para proteínas en orina Beckman Coultcr. 

~ Calibrador Beckman Coulter para proteínas en orina UCAL. 

~ Calibrador 3 para exceso de antígeno. 

MATERIAL DE LABORA TORIO Y EQUIPO: 

~ Gradillas para tubos. 

~ Micropipetas de 250 mcL. 

~ Tubos de ensaye Microtube 

~ Nefelómetro Beckman Array 360 protein system, ele manfactura 

americana. 
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PREPARACIÓN DE SOLUC IÓN EN EXC ESO DE ANTÍGENO 

Se prepara una dilución 1 :216 del ca librador 3 en dos pasos: 

a) Solucíón 1 (di so lución 1 :36): 20 mcL del ca librador 3 con 700 mc L del 

diluyente B. Se mezcla perfectamente por in versión y se debe ev itar la 

formación de espuma. 

b) Solución 2 (dilución 1 :6): 100 mcL de so lución 1 con 500 mcL el e 

diluyente. Se mezcla perfectamente por inversión teni endo cui dado el e 

no formar espuma. 

REACTIVOS: 

MICROALB ÚMINA. El reactivo de microalbúrnina (anti cuerpo) para uso de los 

autoanali zadores de proteínas especificas Beckman conjunto con su ca li brador es 

utili zado para la determinac ión cuantitativa de mi cro ca ntidades de albúmina en 

orina. Se emplean reactivos ele un so lo lote. 

PROCEDIMIENTO ANALÍTICO 

Se toma una alícuota de la primera orina de la mañana, se centri ru ga a 3,000 prm 

por 5 minutos. Del sobrenadante se toman 250 mcL de la muestra. se le coloca en 

el pocillo de la bandeja de muestras y el anticuerpo de microa lbúmina en la 

bandeja de reactivos. 

CONTROL DE CALIDAD DEL PROCESO 

Se determinó en cada corrida la concentración de un control para proteínas en 

orina nivel l (0 .67-1.03) y se lee en el Nefelómetro Beckman Arra y 360 protein 

system. 
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PRECIS!ON 

Se determinó la concentrac ión por el método nefelométrico en una corrida ele 20 

muestras de un contro l comercia l ele albúmina humana a una concentrac ión ele 

0.85 mg/dL obteniéndose un CV intracorricla ele 2.32 % y 2.9 % intercorricl a. 
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ANEXO B 

El valor normal de excrec ión de albuminuria por nefelometría es inferior a 1.9 

mg/dL reportado para la población de Ca lifornia sin embargo. es conveniente 

determinar el valor normal en población Mexicana. 

Para ello se cuantificó albuminuria en 'una pobl ac ión vo luntari a y sana el e 34 

personas de 30 a 60 años , del personal que trabaja en la Unidad el e Medicina 

Familiar No. 4 del IMSS. Se les so li cito una muestra de orina ( la primera de la 

mañana, por micción media) , se incluyeron todas, excepto aquellas con elatos de 

infección en vías urinari as y ele muj eres menstruando. Las 34 muestras se 

determinaron por ambos métodos. 

El valor de referencia es definido como: 

VR= ~ 2DS ( X ) 

El valor normal de albúminuria obtenido por nefe lometría es inferior a 1.98 

mg/dL, en cuanto al método turbidimétrico con ác ido sul fosa li c ílico e l va lor 

obtenido en las muestras fue inferior a 4.68 mg/dL. Por lo que podemos re fe rir a 

estas personas como normoalbuminúricas. 

67 



GLOSARIO 

Albúmina.- Proteína globul ar sérica sintetizada en el hígado, más ab undante en el 

plasma, cargada negat ivamente, cumple con funciones de transporte y manti ene 

la pres ión oncótica del organismo. 

Barrido.- (selección de longitud óptima) Es aquel que se rea li za en el 

espectrofotómetro a diferentes longi tudes de onda con la sustancia que se 

pretende anali za r. En nuestro caso se utili zó la reg ión de l UV y el vis ible de l 

espectro (350-670 nm). 

Control de Calidad .- Es el procedimiento que permite monitorear la ejecución de 

un procedimiento de medici ón con el propósito de una acción correctiva. 

Longitud de onda óptima.- Aquella que presenta la absorción de luz máx ima s in 

interferencia de otras sustancias presentes en la misma muestra que absorban la 

luz a dicha longitud de onda. 

Macroalbuminuria. - (proteinuria) Es la excreción de albúmina en 

concentraciones elevadas (mayores a 20mg/dL) . 

Microalbuminuria- Excreción de albúmina en cantidades peq ueñas pero 

anormales (2-20mg/dL). 
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Ncfropatía. - Es el daño rena l ocasionado por di versas ca usas, la diabetes e:; de las 

principales. 

Normoalbuminuria. - Excrec ión de albúmina urinari a matutina en concentraciones 

inferiores de 2 mg/dL. 

Patrón pnmano.- Es aquel que se prepara con el analito puro y disolventes 

simples . 

Patrón secundario.- Solución con el analito puro en di so lvente s imple, con va lor 

as ignado para análisi s por medio de varios proced imientos el e medición 

ca librados por el estándar primario . 

Método de referencia.- Es aquel que tiene error sistemático muy bajo y alta 

precisión 
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