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Introduccidn y Obijetivos

O En higiene industrial, la interpretacion de los datos cuando se mide la & Desarrollar un método sencillo y rapido para la determinacion de la
concentracion de un biomarcador en orina hace necesario, en muchos creatinina urinaria mediante la técnica de cromatografia liquida de
casos, corregir los resultados debido al grado de dilucion de la orina.

" - . o alta resolucion (HPLC).
O Un método de correccion consiste en utilizar los valores de &  Aplicar el método para el andlisis de la concentracién de creatinina en
creatinina como base de calculo para medir otros compuestos

ok UE S orinas y comparar los resultados con los obtenidos mediante la
pr esente_s en este fluido b'°|°9'C°- . . utilizacion de un analizador automatico, basado en el método cinético
0 La creatinina es un metabolito urinario de depuracién renal que se de Jaffé
utiliza para estandarizar las orinas en relacion a los bioindicadores de @&  Analizar la estabilidad de las muestras almacenadas en refrigeracion
exposicion quimica laboral. (4°C) y congelacién (-18°C) para distintos periodos de tiempo.

Experimental

PREPARACION DE LAS MUESTRAS

AT A ST e T Ty
METODO CROMATOGRAFICO E
Columna : XDB-C18 (Agilent) (4,6 x 250 mm; 5 um)

Desarrollo del método: Disoluciones patron acuosas de creatinina y Fase mdvil : Disolucion tampén Ortofdsforico 0,1 % ‘ »f) "’NH
estandares de concentracién conocida / Metanol ( 90:10 ) o

Flujo : 1 ml/min en gradiente
Temperatura : 40° C
Volumen de inyeccion : 2 pl 4
Tiempo de andlisis : 35 min T

Deteccion: 225 nm

La muestras de orina, y BIORAD, se filtran (0.45 pm de tamafio de
poro) y se diluyen con fase movil (1/10)

MUESTRAS DE ORINA ANALIZADAS
Se han analizado 40 orinas mediante ambos métodos, el
cromatografico y otro basado en la reaccion cinética de Jaffé.

Cromatograma obtenido para un patrén de creatinina

DADL1 A, Sig=225,4 Ref=360,100 (CROCTO! 71019.D)

METODO CINETICO
La determinacion de creatinina se realizo en un
analizador automatico Cobas 6000
(Roche Diagnostic®).
Tipo de medicién: Cinética
Longitud de onda ( sub/princ.) : 570/505
Volumen de la muestra: 10uL.
Intervalo de medicion: ( 4.2- 622 ug/ml)
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ESTUDIO DE LAS CONDICIONES DE ALMACENAMIENTO 'lg'
Las orinas se guardaron en viales que se encapsularon y almacenaron en L J

refrigeracion y congelacion para ser analizadas mediante HPLC a los 8,
15, 60 y 90 dias.

Cromatograma obtenido para una muestra de orina.

Resultados y conclusiones

COMPARACION DE AMBOS METODOS

CR POSTER, DAD1 A
Area = 3.80752779*Amt +0.6313654 I I
Area |Rel. Res%(1): 1.691 | AREA = 3,8075 X (conc. CREATININA) + 0,6314 |
] 0,99998
800 — 3 - 300 pg/mi
] 1,9 ug/ml_/ 6,40 pg/mi
600 - (;I)
i MUESTRA conc. pg/mi cv % &
40 7 media (n = 6) (cono) I
- B estandar 10 pg/ml 10,11 23
4 estandar 30 pg/ml 30,03 4
] estandar 100 pg/ml 101,9 ,
o1 Correlation: 0.99998 biorad 75,53 -
Lo amounugmy muestra orina | 35,94 0 40 80 120 160 200 240
muestra orina 2 74,33 ¥ . .
muestra orina 3 233,39 METODO CINETICO
H ESTUDIO DE LAS CONDICIONES DE ALMACENAMIENTO
MUESTRA DE BAJA CONCENTRACION
”3 DIAS REFRIGERACION ~ CONGELACION  REFRIGERACION ~CONGELACION
ia _ . - i
Eg 3 49,57 9,79 178,83 181,98 Los meF?dqs se han rfomparado utilizando el analls.ls de
Eu 15 49,07 49,74 1787 183,75 regresion lineal considerando los resultados obtenidos
e 60 47,34 50,04 178,81 187,05 mediante el analizador automatico como variable
e 90 45,21 48,86 168,22 183,23 independiente. Los limites de confianza obtenidos para la
Concentracién media (n=6, pug/ml) obtenida para distintos periodos de tiempo pendiente y la ordenada en el origen (niveI de confianza
MUESTRA DE ALTA CONCENTRACION del 95%) indican que estos parametros no difieren en
Em Del analisis estadistico de los resultados (test ANOVA) se puede forma significativa de los valores “ideales” de 1 y 0 por lo
£ : . o
g — concluir que la forma mas adecuada de conservacion es el que no hay diferencias sisteméticas entre los dos métodos
g o s almacenamiento de las muestras en congelador (-18 °C). En utlilizados.
:}2 estas condiciones la creatinina permanece estable durante al e = R e hh G 15— s
N ¢ N © menos 90 dias. Coef. Correlacion = 0.99278 Sa = 2.20025 Sb = 0.0202769
oms




