INTERES CLINICO

El UMTEST GAL ha sido concebido para la cuantificacion de Galactosa total (Galactosa y Galactosa-
1-fosfato) en muestras de sangre de recién nacidos colectadas en papel de filtro.

Los errores congénitos en el metabolismo de la Galactosa se caracterizan por altos niveles
sanguineos de Galactosa y sus metabolitos, los cuales son téxicos al organismo (1). Estos se deben
a la deficiencia de una de las tres enzimas que participan en el metabolismo de la Galactosa:
Galactoquinasa (EC 2.7.1.6), Galactosa-1-fosfato Uridil Transferasa (EC 2.7.7.12) y UDP-Galactosa
4-Epimerasa (EC 5.1.3.2) (2). Producto de este defecto se acumula galactosa-1-fosfato, galactosa
libre y galactitol en sangre y tejidos, los que provocan alteraciones hepéaticas, renales y cerebrales. En
todos se presentan signos y sintomas clinicos durante los primeros dias de vida, tales como, vomito,
diarrea, ictericia, hepatomegalia, cataratas, sepsis y ocasionalmente la muerte (3), el diagnéstico
temprano y un rapido tratamiento, conduciran al desarrollo de una vida normal para un nifio con
posibilidad de padecer esta enfermedad.

La Galactosemia se transmite como un caracter autosémico recesivo, con una incidencia aproximada
de 1:60 000 en recién nacidos, para el defecto enzimatico méas frecuente (Galactosa-1-fosfato Uridil
Transferasa) (4). Se ha demostrado que la cuantificacién de galactosa total a partir de muestras de
sangre colectada sobre papel de filtro puede ser Util para la pesquisa neonatal de la Galactosemia (5).

FUNDAMENTO DEL ENSAYO

El UMTEST GAL es un ensayo enzimatico que mide la concentracion de Galactosa total presente en
la muestra, a través de la fluorescencia emitida por el Nicotinamida-adenin-dinucleétido en su forma
reducida (NADH+H producto de la accion de la enzima p-Galactosa Deshidrogenasa (EC 1.1.1.48).
La adicién de Fosfatasa Alcalina (EC 3.1.3.1), permite la transformacién de la Galactosa-1-fosfato a
Galactosa. Ambas reacciones enzimaticas ocurren en condiciones 6ptimas de pH y temperatura. La
intensidad de la fluorescencia emitida por el NADH+H es directamente proporcional a la
concentracion de Galactosa total presente en la muestra.

CONTENIDO DEL ESTUCHE Y PREPARACION DE LAS SOLUCIONES DE TRABAJO

Cdédigo UMT 1006 (288 pruebas)

Contenido:

Placa de 12 tiras x 8 pocillos 3

Tarjeta con Calibradores y Control en sangre seca 3 x 3 curvas
R1: Solucién Tampén 1x25mL
R2: Coenzima 4 x Liofilizado
R3: Reactivo Enzimatico A 1x1mL

R4: Reactivo Enziméatico B 1x0,5ml



Los Calibradores y el Control han sido preparados con sangre humana con un valor de hematocrito
del 55 %.

Los reactivos R1, R3, R4, los Calibradores y el Control en sangre seca contienen azida sédica (0,1
g/L) como agente preservante.

Los Calibradores y el Control, son negativos a las pruebas de deteccién de Anti-VIH 1+2, HBsAg,
Anti-VHC y Sifilis, no obstante, deben ser manipulados como materiales potencialmente infecciosos.

Preparacion de las Soluciones de Trabajo:

R1: Listo para el uso. Para 4 tiras de 8 posiciones, use 900 uL del reactivo.

R2: Reconstituya con 1,5 mL de R1. Permita su completa disolucion Para 4 tiras de 8 posiciones, use
500 pL del reactivo.

R3: Listo para el uso. Homogeneice antes de usar. Para 4 tiras de 8 posiciones, use 50 uL del
reactivo.

R4: Listo para el uso. Homogeneice antes de usar. Para 4 tiras de 8 posiciones, use 50 uL del
reactivo.

CONSERVACION Y ESTABILIDAD

- Todos los reactivos deben almacenarse de 2 a 8 °C. En estas condiciones, seran estables en el
envase original hasta la fecha de vencimiento.

- El reactivo R2: Coenzima, después de reconstituido puede ser dispensado en alicuotas, empleando
frascos de color &mbar, de esta forma es estable durante los préximos tres dias, si es almacenado de
2 a 8 °C, y durante siete dias, si es almacenado a - 20 °C. Deseche las alicuotas una vez utilizadas.
-Después de abrir, los componentes seran estables durante 3 meses si se mantienen las mismas
condiciones de almacenamiento y se evita la contaminacion. Las tarjetas con Calibradores y Control
no utilizadas deben mantenerse en la bolsa suministrada, con el desecante y herméticamente
cerradas.

MATERIALES NECESARIOS NO SUMINISTRADOS

-Agua destilada

-Metanol calidad reactivo

-Acetona calidad reactivo

-Hipoclorito de sodio

-Pipetas Multicanal con puntas desechables para 10 pL

-Pipetas de precision entre 10 y 5 000 pL

-Placas o tubos para realizar la elucion e incubacién con la mezcla de reactivos
-Agitador de placas

-Incubadora de 37+ 1°C

-Papel absorbente



PRECAUCIONES

-No incorpore remanentes de reactivos a los frascos originales.

-La mezcla Metanol-Acetona-Agua debe ser usada inmediatamente después de su preparacion. No
almacene la mezcla, ni reutilice.

-Antes de comenzar a trabajar, verifique que todos los reactivos se encuentren a temperatura
ambiente y que el Reactivo R2 una vez preparado segin las instrucciones, se encuentre
completamente disuelto.

-Evite la exposicién a la luz de los frascos que contienen la Coenzima.

-Utilice puntas nuevas para la reconstitucion y trabajo con las soluciones. Use puntas limpias o
nuevas para la transferencia de las muestras hacia la placa de ultramicroELISA.

-Las muestras de sangre seca colectadas sobre papel de filtro S&S 903 no deben permanecer a
temperatura ambiente por mas de una semana. Almacenadas de 2 a 8 °C son estables durante nueve
meses (6).

-Manipule los Calibradores, el Control, el componente R3, Reactivo Enziméatico A y las muestras
como potencialmente infecciosos. Utilice guantes desechables. Los materiales utilizados deben
colocarse en soluciones desinfectantes (Hipoclorito de sodio al 5 %) o esterilizarse en autoclave.
-Considere a los equipos y accesorios que han estado en contacto directo con la muestra como
contaminados. Realice los procedimientos de limpieza que se recomiendan en los manuales de
usuario correspondientes.

- Cuando se observe opacidad en las placas de microtitulacion, debido al uso reiterado de los
solventes orgéanicos utilizados en la extraccion, deseche las placas.

-Verifique que las tiras de reaccion estén fijadas correctamente en el soporte.

-Verifique periédicamente la exactitud y precision de las pipetas.

-Cumpla las normas de manipulacién de los equipos utilizados y verifique previamente su adecuado
funcionamiento, tenga especial cuidado en las operaciones de pipeteo.

-El juego de reactivos no debe emplearse después de la fecha de vencimiento.

-Los reactivos del UMTEST GAL de lotes diferentes no se deben intercambiar.

PROCEDIMIENTO TECNICO

1.-Preparacion de la Mezcla Metanol-Acetona-Agua destilada.

Tiras de 8 Cantidad de Metanol Cantidad de Acetona Cantidad de Agua
posiciones (mL) (mL) destilada (mL)
4 tiras 1,2 1,2 0,7
8 tiras 2,4 2,4 1,4
12 tiras 3,6 3,6 2,1

2.-Preparacion de los Calibradores, el Control y las muestras.

Corte con un perforador para papel, un disco de 3 mm en la mancha de sangre. Depositelo en un
recipiente apropiado (placa de microtitulaciéon o similar) y afiddale 70 pL de la mezcla Metanol-
Acetona-Agua destilada. Incube durante una hora a una temperatura entre 20y 25 °C con
agitacion (900 -1000 r.p.m) y sin tapar para facilitar la evaporacion. Los Calibradores, el Control del
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ensayo y las muestras deben ser agitados para garantizar una mejor elucion de los analitos a
determinar.

3.-Preparacion y adicion de la mezcla de reaccion.

Mezcle las soluciones de trabajo (R1+R2+R3+R4) preparadas previamente en una proporcion
(18:10:1:1). Afiada 30 pL de la mezcla de reaccion (R1+R2+R3+R4) a las muestras, Calibradores y
Control y agite momentaneamente (30 a 60 segundos) evitando la formacion de espuma.
4.-Incubacion.

Incube las muestras, Calibradores y Control durante una hora a 37 °C en camara hiumeda bien
cerrada previamente equilibrada a esa temperatura.

5.-Transferencia de las muestras, Calibradores y Control a las tiras de reaccion.

Transfiera 30 pL de la mezcla incubada a cada pocillo de las tiras de reaccion de las placas
ultramicroELISA. Se seguira el siguiente esquema de distribucién:

12 34 5 6 7 8 9 10 11 12
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Las concentraciones aproximadas de los Calibradores y Control son las siguientes:

Calibrador A (Mezcla de reactivos sin disco de papel): 0 mmol/L de Galactosa en sangre total
Calibrador B: 0,168 — 0,392 mmol/L de Galactosa en sangre total

Calibrador C: 0,448 — 0,672 mmol/L de Galactosa en sangre total

Calibrador D: 0,952 — 1,288 mmol/L de Galactosa en sangre total

Calibrador E: 2,072 — 2,408 mmol/L de Galactosa en sangre total

Calibrador F: 3,640 — 4,2 mmol/L de Galactosa en sangre total

Control CB: Control del ensayo

Las concentraciones de los Calibradores y el Control se especifican en cada lote.



Se recomienda evaluar las muestras por duplicado.

En ese caso, si utiliza el programa UMTEST GAL para la interpretacion automatica de los resultados,
debe colocar en las posiciones 1y 2 la primera muestra, en las posiciones 3 y 4 la segunda y asi
sucesivamente.

5.-Lectura.

Realice la lectura de la intensidad de la fluorescencia emitida en cada determinacion utilizando un
lector de la serie SUMA. La lectura puede efectuarse hasta 5 minutos después de transferida la
mezcla hacia la placa de Ultra Micro ELISA.

PROCEDIMIENTO DE CALCULO

A los valores de fluorescencia de los Calibradores, el Control del ensayo y las muestras de
concentracion desconocida se les sustrae el valor de fluorescencia del Calibrador A y se interpolan de
forma lineal en un gréfico de fluorescencia contra concentracion de Galactosa correspondiente a los
Calibradores de la curva. Los resultados se obtienen en mmol/L y en mg/dL de Galactosa en sangre
total.
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validacion, interpretacion e impresion de los resultados, son realizados automéaticamente por el
programa UMTEST GAL. Si no dispone del mismo, la interpretacion de los resultados se realiza
interpolando los valores de fluorescencia de las muestras sobre la curva de calibracion.



CONTROL DE CALIDAD

I.La curva de calibracién debe cumplir las siguientes condiciones:

La media de los dos valores de fluorescencia para cada Calibrador (A-F) debe proporcionar un
incremento en fluorescencia proporcional a su concentraciéon, siguiendo un patrén similar al
ejemplificado, los valores discordantes son eliminados automéaticamente por el programa.

II.EI valor de concentraciéon calculado para el Control debe encontrarse en el intervalo establecido
para el ensayo. Al usar el programa, asegUrese que se han introducido en su computadora, como
datos de referencia, los valores establecidos para los Calibradores y el Control de calidad
correspondientes al lote.

Ill. Al evaluarse las muestras por duplicado, se rechazan los resultados de las mismas cuando uno de
los valores es mayor y el otro menor que el nivel de corte; si se cumple que la diferencia entre ambos
es mayor o igual que un 30 % con respecto al valor promedio.

INTERPRETACION DE LOS RESULTADOS

Teniendo en cuenta los diferentes factores genéticos y ambientales que acttan sobre las poblaciones
de diferentes localizaciones geogréficas, la practica internacional recomienda que cada laboratorio
establezca sus propios valores de referencia.

Generalmente se acepta como nivel de corte de referencia 0,56 mmol/L (10 mg/dL) de Galactosa total
en sangre. Las muestras que presentan una concentracion superior son consideradas como
elevadas.

Factor de conversion:

0,056 mmol/L= 1mg/dL

CARACTERISTICAS ESPECIFICAS DEL ENSAYO
1. PRECISION.
La precision del ensayo se calculé evaluando muestras comprendidas en tres niveles de

concentraciones de Galactosa: alto, medio y bajo.

Precision del UMTEST GAL

Intraensayo Interensayo
Galactosa (n=20) (=20)
(mmol/L de sangre total) DE v ) DE oV %)
0,38 0,63 9,23 0,64 9,54
0.86 0,86 5,61 0,87 5,57
1,12 1,24 6,22 1,56 7,75

DE: Desviacion estandar CV: Coeficiente de variacion



2. EXACTITUD.
El porcentaje de recuperacion obtenido al afiadir diferentes cantidades de Galactosa a tres muestras

de sangre de concentracion conocida, antes de ser colectadas sobre papel de filtro, promedi6 100,4 +
2,6 %.

Recuperacion del UMTEST GAL

Valor Esperado Valor Obtenido Recuperacion
Muestras Galactosa Galactosa %)
(mmol/L de sangre total) (mmol/L de sangre total)
1 0,39 0,38 97,7
2 0,84 0,86 103
3 1,12 1,12 100,6

3. PARALELISMO.

Se realizaron diluciones seriadas a muestras de sangre con tres concentraciones diferentes de
Galactosa antes de que fueran depositadas sobre papel de filtro. Las concentraciones calculadas de
estas diluciones, a partir de las correspondientes manchas de sangre seca sobre papel de filtro,
después de la correcciéon con el factor de dilucion, difirieren en un + 4,8 % con respecto a la
concentracion original en la muestra pura.

Paralelismo del UMTEST GAL

Conc. estimada x factor de dilucion (mollL)
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4. DETECTABILIDAD.

La concentraciéon minima detectable fue de 0,050 mmol/L (0,9 mg/dL) de Galactosa en sangre total.
Se definié como la concentracion calculada para la fluorescencia equivalente al Calibrador A (mezcla
de reactivos sin disco de papel) + 2 DE.

5. ESPECIFICIDAD.
Se evalud la reactividad cruzada con andlogos estructurales de la Galactosa y con algunos
antibioticos en las condiciones normales del ensayo.

Sustancias Galactosa Basal  Cantidad afiadida Galactosa observada
(mmol/L) (mmol/L) (mmol/L)
Glucosa 0,47 11,2 0,41
Sacarosa 0,47 5,6 0,39
Ribosa 0,47 5,6 0,42
Glucosa 6P 0,47 11,2 0,39
Fructosa 0,47 5,6 0,42
Xilosa 0,47 5,6 3,12
Galactosa 1P 0,47 1,12 1,75
Maltosa 0,47 5,6 0,35
Glucosa 1P 0,47 11,2 0,41
Fructosa 6P 0,47 5,6 0,40
Acido Ascorbico 0,47 0,14 0,47
Penicilina 0,47 5,6 0,4
Oxacillin 0,47 5,6 0,54
Gentamicina 0,47 5,6 0,48
Sulfametoxazol 0,47 5,6 0,52
Cloranfenicol 0,47 5,6 0,47

Se evidencia que no existe interferencia en el ensayo con las sustancias evaluadas.
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