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Experiencia en diagnóstico 
confirmatorio de 

aminoácidos por HPLC
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Los aminoácidos no son sólo los bloques de construcción de las proteínas; además sirven como neurotransmisores (glicina, 
glutamato, ácido aminobutírico gamma), o como precursores de hormonas, coenzimas, pigmentos, purinas o pirimidinas.

IMPORTANCIA DE LA DETECCIÓN  Y CUANTIFICACION DE AA
Hasta el momento se han caracterizado cerca de 55 enfermedades distintas con prevalencias
que van desde 1:12000 para el caso de la fenilcetonuria clásica (PKU) hasta desórdenes de los que apenas se han descrito 
unos pocos casos

Dentro de las detectadas en nuestra experiencia son:
Homocisteinuria 
Fenilcetonuria
Enf. Orina con olor a jarabe de arce

ENFERMEDADES DEL METABOLISMO
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Extracción de 20 
µL de muestra en 
auto muestreador

Eliminación de 
amonio  de los 

eluyentes A, B, C, 
D, E, F en la pre-

columna

Mezcla de los 
eluyentes A, B, C, 

D, E, F con la 
muestra en 

válvula de 6 vías 

1
2 3

Inyección de la 
mezcla en la 

columna de Litio, 
separación 

cromatográfica

Elución de los 
aminoácidos por 

intercambio iónico, 
cada eluyente posee 
un pH particular que 

migra  los aminoácidos 
por orden de fuerza 

iónica

Reacción de la 
muestra separada 
de la columna con 
la ninhidrina en el 

reactor

4 5 6

Columna Li+

Fase móvil

Fuerza Iónica

Detección en 
fotómetros de 

560 y 470 nm  de 
la absorbancia  de 
los aminoácidos 

coloreados

7

METODOLOGÍA HPLC
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Plasma: EDTA mínimo 1ml congelado

Orina: mínimo 4 ml congelado

TIPO Y CONDICIONES DE MUESTRA
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Short Program 7 AA

Long Program 38 AA

AMINOÁCIDOS PROTEICOS

Compuesto Aminoácido Tiempos de Retención (min)
PPS 4,571
TAU 6,493

PEA 7,635

URE 10,104

ASP 23,180

THR 32,023
SER 35,045

ASN 39,920

GLU 41,953

SAR 48,855
AAA 51,051

GLY 56,256

ALA 58,420
CIT 60,659

ABU 62,968

VAL 68,064

CYS2 71,968

CYSTHA 74,512
MET 75,795

ILE 78,792
LEU 81,388
NLE 83,905

TYR 86,617

PHE 91,129

HCY2 99,424

BALA 103,055

BAIB 103,371
GABA 104,328

HIS 107,005
1MHIS 108,123

3MHIS 108,857
TRP 112,820
CAR 114,029
ANS 115,652

HYL 117,405

ORN 118,807

LYS 120,295

NH4 124,208

ETH 126,204

ARG 130,660

PRO 131,660

Compuesto 
Aminoácido

Tiempos de Retención 
(min)

VAL 17,5

MET 19,5

a-ILE 20,5

ILE 21,6

LEU 22,7

NLE 24,5

TYR 25,9

PHE 31,4
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REPORTES
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Hemos realizado la prueba de detección y cuantificación a mas de 400 pacientes hasta la 
fecha.

NUESTRA EXPERIENCIA

mujeres
48%

hombres
52%

DISTRIBUCION PACIENTES QUIKLAB.
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0 a  1  AÑOS; 39%

1 a 18 AÑOS; 90%

>18 AÑOS; 22%

Rango de edades en años

0 a  1  AÑOS

1 a 18 AÑOS

 >18 AÑOS

1%
12%

85%

2%

# PACIENTES VS MUESTRAS

LCR orina plasma sangre seca
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Revisión bibliográfica de valores de referencia 
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Revisión bibliográfica de valores de referencia 
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Molecular You [Link] 

IT AA
Valor de 

referencia 

Valor de 

referencia 

nmol/mL 

limite 

inferior 

valor de 

limite 

superiorr 

valor de 

Edad
Bio 

especimen 
Sexo Referencia (Página)

75.0 +/- 20.0 75.0 +/- 20.0 55 95 Newborn (0-30 days Blood Not 
86.0 +/- 10.0 86.0 +/- 10.0 76 96 Children (1-13 years Blood Male
89.0 +/- 11.0 89.0 +/- 11.0 78 100 Adult (>18 years old) Blood Male
83.0 +/- 14.0 83.0 +/- 14.0 69 97 Adult (>18 years old) Blood Female

143.1 +/- 27.3 143.1 +/- 115,8 170,4 Adult (>18 years old) Blood Both
32-107 uM 32-107 32 107 Newborn (0-30 days Blood Both
20-83 uM 20-83 20 83 Infant (1 - 3 months Blood Both

22-108 uM 22-108 22 108 Children (3 months - 6 Blood Both
35-106 uM 35-106 35 106 Children (6 - 18 years Blood Both

124 (104-150) 124 (104- 104 150 Newborn (0-30 days Blood Not 
90 +/- 9 uM 90 +/- 9 81 99 Adult (>18 years old) Blood Male
86 ± 9 Um 86 ± 9 77 95 Adult (>18 years old) Blood Female

106 (91.7-124) 106 (91.7- 91,7 124 Infant (0-1 year old) Blood Not 
32.226 uM 32.226 Children (1 - 13 years Blood Not 
90.233 uM 90.233 Children (1 - 13 years Blood Not 

128.904 uM 128.904 Children (1-13 years Blood Both
225.581 uM 225.581 Children (1 - 13 years Blood Not 
73.51(11.42) 73.51(11.42) Adult (>18 years old) Blood Both
122.459 +/- 122.459 +/- 109,569 135,349 Children (1 - 13 years Blood Male

128.904- 128.904- 128,904 354,485 Adult (>18 years old) Blood Not 
225.581- 225.581- 225,581 386,711 Adult (>18 years old) Blood Not 

30-138 uM 30-138 30 138 Infant (0-1 year old) Blood Not 
83 +/- 14 uM 83 +/- 14 69 97 Adult (>18 years old) Blood Female
40.00-120.0 40.00-120.0 40 120 Adult (>18 years old) Blood Both
50 - 110 uM 50 - 110 50 110 Children (1 - 13 years Blood Not 

515.615- 515.615- 515,615 560,731 Adult (>18 years old) Blood Not 
89.3 +/- 10.8 89.3 +/- 10.8 78,5 100,1 Adult (>18 years old) Blood Both

77.342-238.472 77.342- 77,342 238,472 Adult (>18 years old) Blood Not 
96.678-225.581 96.678- 96,678 225,581 Adult (>18 years old) Blood Not 

89 +/- 11 uM 89 +/- 11 78 100 Adult (>18 years old) Blood Male
83.4(70.1-97.4) 83.4(70.1- 70,1 97,4 Children (1-13 uears Blood Both
82.0 (72.0-92.0) 82.0 (72.0- 72 92 Adult (>18 years old) Blood Both

84 +/- 14 uM 84 +/- 14 70 98 Children (1 - 13 years Blood Not 
131.2 +/- 37.3 131.2 +/- 93,9 168,5 Adult (>18 years old) Blood Both

AMINOACIDOS ESENCIALES 

1 L-Histidine 
http://www.hmdb.ca/me

tabolites/HMDB0000177
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CONTROL DE CALIDAD INTERNO

CONTROL INTERNO POR CORRIDA
AMINOÁCIDO

Valor media 

inserto 
MEDIA CV

FENILALANINA N1 341,00 385,6 7%

FENILALANINA N2 681,00 812,2 7%

ISOLEUCINA N1 52,10 58,8 7%

ISOLEUCINA N2 398,00 449,0 7%

LEUCINA N1 26,80 28,4 8%

LEUCINA N2 890,00 1032,5 6%

LYSINA N1 271,00 234,5 8%

LYSINA N2 534,00 473,2 7%

METIONINA N1 79,90 73,8 4%

METIONINA N2 241,00 240,5 1%

THEONINA N1 205,00 218,6 8%

THEONINA N2 408,00 426,7 10%

THYPTOFANO N1 116,00 128,4 9%

THYPTOFANO N2 292,00 353,0 11%

VALINA N1 416,00 422,3 10%

VALINA N2 823,00 897,2 10%

ARGININA N1 16,59 16,1 3%

ARGININA N2 519,00 534,5 7%

HISTIDINA N1 203,00 230,428 1%

HISTIDINA N2 398,00 455,218 9%

240,71 243,36

4,55 7,24

1,89 2,98

Datos estadísticos 

acumulados Norleucina
MES ACUMULADO

MEDIA

DE

CV

240+-20 200+-10 240+-10

Plasma Sangre Seca Orina

245,54 197,97 239,08

246,794 203,75 235,74

237,65 190,35 242,18

245,31 245,58

235,59 239,51

235,6 247,03

242,8 243,55

235,5 248,65

245,57 234,01

245,23 246,89

239,71 245,16

245,74 238,7

249,66 251,09

245,75 246,22

238,42 243,04

234,83 246,05

237,87 251,68

239,7

237,79

247,21

236,32

231,87

248,47

229,3

Resultados Control Norleucina en 

Pacientes (nmol/ml)

Rango Esperado
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n= 122

240,71 243,36

4,55 7,24

1,89 2,98

Datos estadísticos 

acumulados Norleucina
MES ACUMULADO

MEDIA

DE

CV

Grafica Levey Jennins Norleucina 
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VERIFICACIÓN CON MUESTRA DE PACIENTE CON DIAGNOSTICO  DE 
HOMOCISTEINURIA

CORRIDA 1 CORRIDA 2 CORRIDA 3 CORRIDA 4 CORRIDA 5 CORRIDA 6 CORRIDA 7 CORRIDA 8 CORRIDA 9 CORRIDA 10 MEDIA DE CV

1  TAU  46,222 47,867 44,484 42,906 41,981 44,422 42,486 46,221 43,441 43,200 44,323 1,906 4%

4  ASN  84,749 88,723 83,111 87,378 86,325 88,723 83,111 86,325 84,749 83,111 85,631 2,205 3%

6  GLY  436,152 450,240 407,033 404,002 395,964 450,240 407,033 395,964 436,152 407,033 418,981 21,746 5%

7  ALA  505,419 545,762 495,572 503,610 482,681 545,762 495,572 482,681 505,419 495,572 505,805 22,563 4%

9  VAL  134,750 169,449 131,334 146,725 139,152 169,449 131,334 139,152 134,750 131,334 142,743 14,856 10%

11  MET  899,629 825,429 810,552 840,706 839,016 993,429 810,552 839,016 999,629 810,552 866,851 73,170 8%

13  LEU  120,154 121,183 117,481 122,744 122,454 121,183 117,481 122,454 120,154 117,481 120,277 2,126 2%

14  TYR  47,265 48,455 40,863 42,428 43,397 48,455 40,863 43,397 47,265 40,863 44,325 3,209 7%

16  HCY2  9,862 9,792 9,642 9,281 8,970 9,792 9,642 8,970 9,862 9,642 9,546 0,347 4%

VERIFICACIÓN MUESTRA PATOLÓGICA

AMINOÁCIDO

CORRIDA 1 CORRIDA 2 CORRIDA 3 CORRIDA 4 CORRIDA 5 CORRIDA 6 CORRIDA 7 CORRIDA 8 CORRIDA 9 CORRIDA 10 MEDIA DE CV

1  TAU  206,63 206,30 190,13 209,75 205,32 206,30 206,63 209,75 190,13 209,75 204,07 7,53 4%

2  ASN  108,36 92,23 96,72 80,54 104,89 92,23 108,36 80,54 96,72 80,54 94,11 11,03 12%

3  GLY  382,84 384,95 372,81 400,51 402,80 384,95 382,84 400,51 372,81 400,51 388,55 11,64 3%

4  ALA  589,49 590,12 557,72 590,54 607,88 590,12 589,49 590,54 557,72 590,54 585,42 15,62 3%

5  VAL  402,77 399,98 415,38 365,71 360,66 399,98 402,77 365,71 415,38 365,71 389,41 22,21 6%

6  MET  46,06 49,73 45,15 40,83 50,87 49,73 46,06 40,83 45,15 40,83 45,52 3,81 8%

7  LEU  260,16 239,87 261,26 231,12 238,21 239,87 260,16 231,12 261,26 231,12 245,42 13,59 6%

8  TYR  136,30 135,95 139,21 136,26 137,86 135,95 136,30 136,26 139,21 136,26 136,96 1,31 1%

9  HCY2  6,46 6,59 6,21 6,01 6,10 6,59 6,46 6,01 6,21 6,01 6,27 0,24 4%

VERIFICACIÓN MUESTRA NO PATOLÓGICA

AMINOÁCIDO
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1. Fenilcetonuria (PKU)

2. enfermedad de la orina con olor a jarabe 
de arce(MSUD)

3. Tirosinemia

4. Deficiencia de ornitina transcarbamilasa 
(OTC) - (Desorden del ciclo de la Urea)

5. Deficiencia de carbamil fosfato sintetasa I 
(CPSI) - - (Desorden del ciclo de la Urea)

6. Deficiencia Arginasa(ARG) - - (Desorden 
del ciclo de la Urea)

7. Deficiencia de argininosuccinato liasa 
(ASL) - (Desorden del ciclo de la Urea)

8. Deficiencia de argininosuccinato 
sintetasa(Citrullinemia, ASS) - (Desorden 
del ciclo de la Urea)

9. Homocistinuria

10. Hiperglicemia no cetosica(NKH) (plasma 
and CSF)

11. Acidemia Propionica

12. Aciduria metilmalonica

13. Hiperglicemia

14. Histidemia

15. Aciduria alfa-Aminoadipica 

16. Aciduria beta-Aminoisobutirica 

17. Trastorno de Hartnup (orina)

18. Cistinuria (orina)

19. Cistinosis (orina)

APOYO EN DIAGNOSTICO
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Seguimiento  Programa Corto 

1. Fenilcetonuria (PKU)

fenilalanina (Phe) incremento, 

Tirosina (Tyr) decremento

2. Enfermedad de la orina con olor a jarabe de arce (MSUD)

Leucina (Leu), Isoleucina (Ile, Valina (Val) valores muy altos

APOYO DIAGNOSTICO
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NORMAL

PATOLÓGICO

COMPARACIÓN AMINOGRAMAS
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NORMAL

PATOLÓGICO

COMPARACIÓN AMINOGRAMAS
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NORMAL

PATOLÓGICO

COMPARACIÓN AMINOGRAMAS
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Datos relevantes:
• Edad
• Consumo de 

medicamentos
• Cirugías recientes
• Donación reciente
• Enfermedad
• Dieta
• Embarazo
• Enfermedad 

hereditaria

INVESTIGACIÓN VALORES DE REFERENCIA EN SANGRE SECA
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Phenylalanine

• METODOLOGÍA
• 42 muestras, procesadas por duplicado, en plasma y sangre seca.
• Mas de 3 mil datos adquiridos.
• Pacientes de 22 a 42 años
• 19 mujeres
• 24 hombres
• se tomaron en ayunas. 
• toda muestra hemolizada fue rechazada
• fueron impregnadas en papel filtro 
• se preservaron bajo condiciones idóneas (lugar seco, protegida de luz y ambiente estéril)

INVESTIGACIÓN VALORES DE REFERENCIA EN SANGRE SECA

ISOLEUCIINA

homocisteína
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Se realizo un tratamiento estadístico para asegurar la
confiablidad de los datos obtenidos, se utilizaron dos filtros
estadísticos para eliminar datos aberrantes:

1-se eliminaron datos que tenían una diferencia de mas del
10% con su duplicado
2- se utilizo la prueba de Dixon para eliminar datos
aberrantes.

International Federation of Clinical Chemistry, on the theory of reference values. Part 5. Stistical
treatment of collected reference values. Determination of reference limits. J Clin Chem Clin 
Biochem ;25:645-656. 

Se siguieron las recomendaciones de la IFCC para la 
determinación de valores de referencia: 

Tratamiento estadístico de los resultados
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R² = 0,9977
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Valores de Referencia Parciales
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2

@quik.quality @Quik_Quality QuikSAS

Calle 63C No. 35 – 13
(+57 1) 222 91 51 – 318 271 16 49

Línea nacional: 018000 413 613
contact.center@quik.com.co


