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INTRODUCCION

Actualmente las técnicas de andlisis de fluidos bioldgicos son técnicas Invasivas, que
necesitan de alguna preparacion especial, de algunos reactivos, o de algun procesamiento
que puede tardar dias en analizar.
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INTRODUCCION

ﬂ La identificacion del agente etiologico responsable de una gastroenteritis, puede llevar tiempo [1].
p . Actualmente las técnicas para la identificacion de los agentes patdgenos especificos a la gastroenteritis son
\\ \ diversos, como la ampliacion de ADN y la Inmunoelectroforesis, prueba de identificacion bioguimica,
\

seroldgica y de susceptibilidad a los antimicrobianos [2].
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INTRODUCCION

Se ha demostrado que las técnicas espectroscopicas, son técnicas confiables para identificar o
cuantificar analitos o componentes como la glucosa o urea [3]. Actualmente |la espectroscopia
NIR se utiliza para la determinacion de multitud de pardmetros de un gran niumero de materiales
bioldgicos. La espectroscopia Raman es una técnica fotdonica de alta resolucidon que proporciona
en pocos segundos informacion quimica y estructural de casi cualquier material o compuesto
orgdanico y/o inorgdnico.
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8 INTRODUCCION

Se han desarrollado técnicas de espectroscopia de apoyo para el diagndstico en diferentes
aplicaciones bioldgicas con excelentes resultados [4-5], una ventaja es que no necesitan de
una preparacion especial de la muestra o reactivo.
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Figura 1. Algunas aplicaciones de las técnicas de espectroscopia para andlisis de fluidos bioldgicos
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INSTRUMENTACION RAMAN:
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Figura 2 . Instrumentacién Raman.




EQUIPO RAMAN UTILIZADO

gura . Arreglo experimental del equipo Raman
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ANTECEDENTES

Figura 4.Medicion de concentracion de glucosa
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ANTECEDENTES

Absorcion (u.arb)

AT =120 min

<>

Concentracion (mg/dL)
AC=~100

900 1000 1100 1200 1300 1400 1500 1600

Tiempo (min) Longitud de Onda (nm)

- 0.06 TABLE 4. Predicted glucose concentration values for patient 6 using
RMSEP = 5.04 mg/dL model 2.
Actual Glucose Concentration Predicted Glucose Concentration
(ng/dL) (ng/dL)

100 112.3

107 101.4

84 83.7

86 93.0

88 89.5

98 102.8

Predicted Glucose Concentration (mg/dL)

95 100 105 110 115 120 125 130 135 140

Actual Glucose Concentration (mg/dL)

Figura 6. Resultados de mediciones NIR para glucosa

C.Araujo-Andrade, Facundo-Ruiz, ]J.R. Martinez-Mendoza, H.Terrones. “Deteccion y

prediccion de concentraciones de glucosa en un medio turbio (intralipidos) utilizando espectroscopia
. : . : o . : .

de absorcion en el cercano infrarrojo”. Enviado para su revision a la Revista Mexicana de Fisica

(2005).



ANTECEDENTES

Yema: r2=0.98 RMSEP= 4.8 mg/dL
Falange: r* = 0. 86 RMSEP= 15.1mg/dL

Palma: 1?>=0.76 RMSEP= 17.4mg/dL

Vena: 2= 0.68 RMSEP= 22.7mg/dL

*Se demostré la factibilidad de la técnica no invasiva para la
deteccion y cuantificacion de la glucosa, obteniendo resultados
aceptables comparados con los reportados en la literatura, pero
aun no puede ser aplicada clinicamente.

*Se demostré que la mejor zona de mediciéon en la mano.
*Factores como la zona de medicion, la temperatura corporal y

ambiental, configuraciéon experimental, pueden llevarnos a una
pobre calibracion del modelo de prediccion.




OBJETIVOS

OBJETIVOS:

v'ldentificar cambios espectrales del intralipido, debido a
cambios en concentraciones de glucosa.

v'Determinar cambios espectrales en el intralipido debido a
cambios en temperatura unicamente.

v'Evaluar el error en la prediccion de la concentracion de glucosa
debido al incremento de la temperatura.



METODOILOGIA:

Para el desarrollo de las diferentes etapas, se utilizo
una solucion de intralipido, que puede usarse como
medio dispersor de luz en NIR, ya que tiene las

propiedades opticas muy similares a las del tejido
humano[18].
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Figura 7. Espectros NIR de piel e intralipido.
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http://www.labbehrens.net/productos/nutricion/lipofundin.htm
http://www.labbehrens.net/productos/nutricion/lipofundin.htm

METODOILOGIA

PRIMERA ETAPA:

_Utilizando un intralipido sin glucosa, se le fue variando la temperatura desde
24.5°C a 40°C, despues con PLS y PCA se analizaron sus espectros, para
verificar que los cambios espectrales estan relacionados con la temperatura.

(_-PLS (Partial Least Square) regresion de minimos cuadrados parciales, es una
técnica de analisis multivariable, capaz de relacionar concentraciones de
elementos directamente con espectros medidos en NIR

_.PCA ( Principal Component Analysis ) es una técnica estadistica de sintesis de
la informacioén o reduccion de la dimension de las variables originales, se utiliza si
existen altas correlaciones entre las variables, y poder determinar agrupamientos,
patrones, similitudes, o diferencias entre muestras.



SEGUNDA ETAPA:

Utilizando un intralipido como solucion base, se le fue cambiando la
concentracion de glucosa de 0 mg/dL a 5000mg/dL, en intervalos de
500mg/dL, a una temperatura de 30°C, después se analizaron los espectros
obtenidos con PLS y PCA para verificar que los cambios espectrales estan
relacionados solamente con el cambio de la glucosa.

Figura 8. Medicion
del intralipido con
°© o Espectroscopia NIR.



TERCERA ETAPA

Se construyo un modelo de prediccion de concentracion de glucosa, para
concentraciones desde 0 a 5000mg/dL, en intervalos de 500mg/dL, a una
temperatura constante (30°C).

MODELO DE CALIBRACION:

MODELO DE PREDICCION
ESPECTROS A DE CONCENTRACIONES
DIFERENTES PLS W= ATEMPERATURA
CONCENTRACIONES CONSTANTE



TERCERA ETAPA

MODELO DE PREDICCION:

MODELO CALIBRADO PREDICCION DE LA
PARA DIFERENTES CONCENTRACION
CONCENTRACIONES DE GLUCOSA

A una concentracion de 5000mg/dL se le fue incrementando la
temperatura hasta alcanzar los 48°C, en intervalos de 2°C.

Este ultimo procedimiento se repite 5 veces, para después estimar el
error en la prediccion de glucosa, utilizando el modelo de prediccion
calibrado para una temperatura constante.



RESULTADOS DE LA PRIMERA ETAPA:

Se utilizo una solucion base de intralipido, a la que se le fue variando la
concentracion, como se aprecia en la figura 9.
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Figura 9. Cambios debido al incremento de la concentracion de glucosa



RESULTADOS DE LA PRIMERA ETAPA

Un modelo de regresion PLS es construido con los espectros NIR para la
prediccion en la concentracion de glucosa, obteniendo un coeficiente de
correlacion r? de 0.9, como se aprecia en la figura 10.

Prediccidnen {mg/dL)

Referencia en{mg/dL)

Figura 10. Relacion entre la referencia y la
prediccion de la concentracion de glucosa.



RESULTADOS DE LA PRIMERA ETAPA

Graficando los scores de PC1 contra PC2, observamos que PC1 explica el 100%

de la varianza total asociada al incremento de la concentracion de glucosa, como
se aprecia en la figura 11.
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Figura 11. PC1 contra PC2 para diferentes concentraciones de glucosa



RESULTADOS

RESULTADOS DE LA SEGUNDA ETAPA:

Se incremento la temperatura de un intralipido desde 30°C a 50°C, en intervalos
de 2°C, como se aprecia en la figura 12, observamos que los cambios espectrales
estan relacionados con la temperatura.

Variaciones espectrales debido
Unicamente al cambio de temperg
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Figura 12.Espectros de absorcion NIR de una solucién de intralipido para
diferentes temperaturas.



RESULTADOS DE LA SEGUNDA ETAPA

Relacion de PC1 contra PC2, observamos que existe un cambio debido
unicamente al cambio de temperatura, como muestra la figura 12.

S 40°C

»42 Cc

38°C

> » P
34°C 36°C

P 44°C
»46°C
| JEN

Incremento en Temperatura

-10 0

PC1(91%)

Figura 12. PC1 contra PC2 para cambios en temperatura



RESULTADOS DE LA SEGUNDA ETAPA

Espectros NIR, para identificar aquellas regiones en donde existe una
Importante variacion de los espectros, debido al cambios en la concentracion,
como se aprecia en la figura 13.
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Figura 13. Espectros NIR y banda centrada en 1455nm para diferentes
concentraciones de glucosa.



RESULTADOS DE LA SEGUNDA ETAPA

Existe una relacion lineal entre la intensidad de absorbancia y la
concentracion de glucosa en el rango de 1455nm, como se aprecia en la
figura 14.
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Figura 14. Relacionentre’la’concentracton de glucosa
y la intensidad de absorbancia.



RESULTADOS DE LA TERCERA ETAPA

A la concentracion de 3500mg/dL, se le fue incrementando la temperatura
hasta alcanzar los 50°C, en intervalos de 2°C, este procedimiento se realizo 4
veces, después la concentracion de glucosa fue estimada para cada espectro,
utilizando un modelo de prediccion calibrado para una temperatura
constante.

La prediccion de la concentracion de glucosa fue estimada utilizando el
modelo de prediccion calibrado para diferentes concentraciones con
temperatura constante.

Obtenemos después los resultados de la prediccion de la concentracion de
glucosa para diferentes temperaturas como se muestra en tabla 1.



RESULTADOS DE LA TERCERA ETAPA

Tabla 1 Resultados de la prediccion de concentracion de glucosa

to

Temperatura Prediccion

A promedio
(°C)

30
32
34
36
38
Z0)

42 5825.75
44 5867.25
46 5585.75
48 5985

50 6007.5




RESULTADOS DE LA TERCERA ETAPA

Con los resultados obtenidos, de las predicciones de la concentracion de
glucosa para diferentes temperaturas, en base al modelo de prediccion
calibrado para una temperatura constante, proponemos las siguientes
ecuaciones para determinar el error en la prediccion de la concentracion de
glucosa.

AT =T4 - T,

Donde T, es la temperatura original, T, es la temperatura final de la i-esima
medicion, X, es el valor de la prediccion de la concentracion de glucosa en T,
Xi es el valor de prediccion para la temperatura en Tg,, Y “n” es el nUmero
de predicciones.



RESULTADOS DE LA TERCERA ETAPA

Una vez obtenidos los valores de la prediccion, calculamos el ” error” de
prediccion en la concentracion de glucosa, debido a un incremento de la
temperatura proponiendo la siguiente ecuacion:

Donde TErr .. es el error de prediccion inducido por 1°C en la concentracion
de glucosa, y N el numero de experimentos realizados.

Con los resultados de los calculos realizados, encontramos que hay un error
TErr,.. de 80.5mg/dL, por 1°C en la prediccion de la concentracion de

glucosa.



CONCLUSIONES PARA EL ERROR INDUCIDO EN
CONCENTRACION DE GLUCOSA DEBIDO A
CAMBIOS EN TEMPERATURA

.Con los resultados de los cambios espectrales debido a cambios en la
temperatura, encontramos un r? de 0.99, por lo que podemos decir que estan
fuertemente relacionados solamente con los cambios en la temperatura.

.De forma similar, con los resultados obtenidos para los cambios en la
concentracion de glucosa, encontramos un r? de 0.90, lo cual nos indica que los
cambios espectrales si estan fuertemente relacionados uUnicamente a los
cambios en la concentracion de glucosa.

.Se identifica que los resultados de los cambios en la concentracion y los de
temperatura, se daban con mayor intensidad en la banda centrada en los
1455nm.

_.Encontramos también que el error en la prediccion de la concentracion de
glucosa debido al incremento de la temperatura de 1°C es de 80.5mg/dL, por
lo que podemos decir que la espectroscopia NIR es sensible a cambios en la
temperatura.



ANALISIS DE BIOFILM
PRODUCIDO POR
I A BACTERIA E. Faecalis —
UTILIZANDO
ESPECTROSCOPIA RAMAN




OBJETIVOS

Objetivos:

v'Determinar la factibilidad de la espectroscopia
Raman para la deteccion del Biofilm formado por la
bacteria Enterococcus faecalis.

v'Encontrar los grupos funcionales producidos por el
Biofilm utilizando Espectroscopia Raman.



INTRODUCCION DEL BIOFILM:
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Figura 15. Enfermedades causadas por Biofilm



INTRODUCCION DEL BIOFILM:

El biofilm es una poblacién de células que crecen unidas a una superficie
envueltas en una matriz de exopolisacaridos que las protege del ataque
de antibioticos, mas del 60% de todas las infecciones microbianas son

causadas por biofilms.




INTRODUCCION DEL BIOFIM:

b)

Figura 17. Formacion del biofilm y sus problemas, a) Muestra de encia, b) Formacion de
biofilm, ¢) Gingivitis , d) Periodontitis.



INTRODUCCION PARA BIOFILM:
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| ‘ Figura 18 a) Caso de periodontitis y b) Esctructura del biofi
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INTRODUCCION PARA BIOFILM:;

Figura 19. E. faecalis.

El habitad natural de este microorganismo es
el tracto gastrointestinal, puede ocasionar
absceso abdominal, infeccion urinaria,
endocarditis. También ha sido implicada en
infecciones endodonticas, reportandose su
presencia en un alto porcentaje en
radiculares obturados, exhibiendo sintomas
de periodontitis apical cronica, en
endodoncia, la E. faecalis ha demostrado
tener la habilidad de invadir tubulos
dentinarios.



METODOILOGIA
PARA BIOFIILM:

Sistema de flujo continuo por
goteo incubado en una camara
de anaerobiosis para simular el
sistema de conductos, 'y
observar el comportamiento de
la bacteria sobre la dentina en
condiciones in vitro.

Figura 20. Arreglo de sistema de
flujo sobre los discos de dentina.




METODOLOGIA
PARA BIOFILM:

Figura 22. Medicion del Biofilm con Raman

S

Figura 21. Biofilm de E. Faecalis




RESULTADOS DE BIOFILM:

BIOFILM
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Figura 23. Espectro Raman del Biofilm de E.faecalis



RESULTADQOS DE BIOFILM:

Tabla 2 Asignaciones Raman para Biofilm

FRECUENCI
AS RAMAN
cm_1
422, 492, 541

590,744

642, 675,897,
976

ASIGNACIONES

C-C-O, C-C-C

En 540cm-1 esta
C2- C(1)- O1

Grupo NHy NH,

Movimiento CH o
(hidrocarbonos)

Movimiento CH
aromaticos,
citosina, uracilo

C-0,C-C-H,C-C,

especifico a la

banda de fructosa

REFERENCIAS

Oliveira Luis, FT-
Raman
spectroscopy
Oliveira Luis, FT-
Raman
spectroscopy
Colthup,
Infroduction to IR
and Raman
Colthup,
Infroduction to IR
and Raman
Colthup,
Infroduction to IR
and Raman
Oliveira Luis, FT-
Raman
spectroscopy




RESULTADOS

DE
BIOFILM:

FRECUENCI
AS RAMAN
cm_1

1132,1194

1311,1340,138
4, 1433

1596, 1619

ASIGNACIONES

P-O-grupo alquilo

C(6)-OH Y C(1)-OH

Grupos CH,

C=C, C=N,
guaninas

REFERENCIAS

Colthup,
Introduction fo IR
and Raman

Colthup,
Intfroduction to IR
and Raman
Colthup,
Infroduction to IR
and Raman

Oliveira, FT- Raman
spectroscopy of
honey
Oliveira, FT- Raman
spectroscopy of
honey

Colthup,
Intfroduction to IR
and Raman
Colthup,
Intfroduction to IR
and Raman




RESULTADOS DE BIOFILM:

v'El espectro Raman del polisacarico de E. faecalis, presento en
422cmt y 5l14cmt contribuciones de C-C-O y C-C-C[18],
correspondientes a sefiales de carbohidratos.

v'En 744cm? y 778cm™ corresponde a movimientos aromaticos,
gue corresponderian en conjunto a la presencia de ADN y RNA
propio de la bacteria[19].

v'924cm?! C-C-H, C-C, C-C-O banda caracteristica a fructosa
cristalina[18].

v'En 1274cm! corresponde a una banda de glucosa[27].
v'En 1735cm-! se le asigna un grupo C=0, especifico de las aldosas

como la glucosa, y en 1791cm™, componentes carbonilos
especificos de las hexosas[28].



RESULTADOS DEL BIOFILM DE E. faecalis

Se observa la superficie dentinaria cubierta en su totalidad por el biofilm
con presencia de formas celulares listas para migrar y colonizar nuevas
superficies. De igual manera se ve una estructura tridimensional a manera

de cristales que semejan las estructuras cristalinas observadas en el
mlcroscoplo estereoscoplco
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Fig. 24. MEB del Biofilm formado en superficie dentinari




CONCLUSIONES:

_-Podemos decir que la espectroscopia Raman es una tecnica alternativa
para la deteccion de la bacteria E. coli, y con el analisis de PCA se
identificaron diferencias entre las cepas, asi como la identificacion de los
grupos funcionales de el biofilm formado por la bacteria E. faecalis.

_.Los resultados nos indican que la mayor intensidad se da en los
desplazamientos que corresponden grupos aromaticos, amidas y C=C y
movimientos CH,, para las diferentes cepas de E. coli.

(_-Las asignaciones encontradas para la matriz del Biofilm formado por la
bacteria E. faecalis corresponden a los grupos funcionales de los azucares
como se esperaba, en especial en 1274cm-1 correspondiente al grupo
funcional de la glucosa, asi como la presencia de citocina y uracil en 778cm-
1 indicadores de la presencia de ADN propio de la bacteria, y en 924cm-1
C-C-, CH, C-C-O, caracteristico de la fructosa.
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APLICACION DEL ANTICUERPO DE
| TOXOPLASMA GONDII:

La toxoplasmosis es una parasitosis transmitida
principalmente por los gatos, es asintomatica,
sin embargo, en las mujeres embarazadas
pueden provocar aborto, o que el bebe tenga
malformaciones congetintas, ceguera,
hidrocefalia, o dafio cerebral. Sin embargo,
nuestro organismo cuenta con anticuerpos
(Acs) cuya funcion es identificar sustancias
extralas Yy microorganismos que invaden
nuestro cuerpo, asi contamos con 5 clases de
inmunoglobulinas( 1gs): IgM, IgD, IgA, 1gG e
IgE. Actualmente para detectar estos
anticuerpos existen pruebas serologicas, sin
embargo existen técnicas como la
f: espectroscopia Raman que se utiliza para
caracterizar tumores, proteinas y anticuerpos
h en soluciones acuosas|[6].
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Figura 25. Consecuencias de la toxoplasmosis
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METODOLOGIA

Se tomaron como voluntarias 182 mujeres embarazadas del Hospital materno Infantil y del
hospital Regional del area de Ginecologia de la Cd. De Ledn Gto. México

Se realizaron pruebas de ELISA y de Raman de las mismas muestras de suero Sanguineo.
De los 182 espectros, 107 espectros fueron muestras negativas y 75 resultaron positivas al
toxoplasma Gondii.

No existen pruebas clinicas que detecten el
parasito en sangre, existen sin embargo,
pruebas capaces de detectar los anticuerpos
gue nuestro organismo genera para combatir el
parasito, en la figura 5 se muestra el equipo
utilizado para la prueba serologica ELISA,
para detectar anticuerpos 1gG e IgM.
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RESULTADOS :

Los siguientes espectros que se muestran en las figuras 27a y 27b fueron tomados para
las muestras de suero sanguineo, donde la primer grafica representa los datos
originales y la segunda los mismos datos, pero después de haberles aplicado la 12

derivada.

130 1100

Fig. 27a Espectros Originales Fig. 27b Primera Derivada de los espectros originales



RESULTADOS

‘ La diferencia mas importante entre las muestras positivas y negativas se relaciona con los
cambios en la intensidad Raman, ya que no hay bandas adicionales o desplazamientos diferentes

entre muestras positivas y negativas. En las figura 28 y 29 se muestra el promedio de los
espectros Raman, y las desviaciones estandar de las muestras positivas y negativas,

respectivamente.
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Figura 28. ES




RESULTADOS

f00 800 9S00 1000 1100 1200 1300 1400 1500 1600 1700 1800

Figura 29. Espectro promedio de los resultados negativos al Toxoplasma Gondii



RESULTADOS

En la figura 30 se muestran los resultados de la segunda derivada para PC1 &PC2, y
PC1&PC3, y se muestra la discriminacion entre muestras.

(a) Negativas  Positivas * Negativi;\s Positivas

(3]
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Figura 30. Analisis de componentes principales de los espectros de suero
Con la presencia y ausencia del anticuerpo al T. Gondii.



RESULTADOS

Los resultados de sensibilidad y especificidad obtenidos del analisis de componentes
principales se muestra en la tabla 3.

Tabla 3. Valores experimentales de sensitividad y especificidad de los PC’s

Sensmwdad(% Espemflc:ldad(%

PC1&PC2

PC1&PC3
PC1&PC4 78 98
PC1&PC5 85 99




RESULTADOS:

' Tabla 4. Asignacion de desplazamientos
A | Desplazamiento Asignacion

| | \ Raman (cm-)

| En la siguiente tabulacion se muestran

algunos desplazamientos Raman que 851(789-861) | Proteinas de
estan  relacionados con  grupos dcidos nucleicos

P\ funcionales, como pirimida, y amidas. 1037 (100-1300)
1154(1140-1300) | P=0

Typ, Phe, Acidos

\ 1174 (1162-1184) amino
aromaticos, C- C
\ 1445 (1250-1500) CH2, CH3,
| Betacaroteno,
| “ Pirimidina,
| Fosfolipidos

1548 (1500-1690)
1660 (1656-1690) | Amidal







INTRODUCCION

Displasia: Alteracion en volumen y forma de las células epitelilales escamosas del cuello uterino.

Neoplasia Interpitelial Cervical (NIC) se agrupa en tres categorias:
NIC I. Displasia leve

NIC II: Displasia moderada acentuada

NIC llI: Displasia severa a carcinoma

Cancer

Cancer Cervicouterino

Figura 31. Citologia cervical



\ INTRODUCCION

En el 2018, mds de 72,000 mujeres fueron diagnosticadas de cancer cervicouterino y casi
34, 000 fallecieron por esta enfermedad .

Las tasas de mortalidad son 3 veces mds altas en América Latina y el Caribe que en
Norteamérica, evidenciando la desigualdad en salud. ( OPS y OMS).

Figura 32. Proceso de la prueba de Papanicolaou



METODOILOGIA

Las muestiras fueron colectadas de 50 pacientes que acuden a la prueba de Papanicolaou
Del Hospital Central “Dr. Ignacio Morones Prieto” de SLP.
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Figura 33.- Arreglo experimental de la medicidn con Raman
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RESULTADQOS

Tabla 5. Asignacion de desplazamientos Raman.

Figura 34. Espectro Raman de las muestras con

Displasia.

C-0O (1300-1000cm-")

P-O (1100-830cm-")

(1291-1324cm-)
Proteinas, lipidos,

Acidos nucleicos

(1325-1424cm-
1)Proteinas, lipidos

(900-500cm-1)OH,
NH y NH2

Norman B.Colthup,
Introduction to Infrared
and Raman
spectroscopy,
Academic Press, Inc.
Tercera Edicién.

Norman B.Colthup,

Kurt W.Short, Susan
Carpenter, Raman
spectroscopy detects
biochemical changes,
due to proliferation in
mammalian cell
cultures, Biophysical
journal volume 88,
2005 4274-4288.

Kurt W.Short, Susan
Carpenter,

Norman B.Colthup,
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ANTECEDENTES

En Meéxico, como en el resto del mundo una de las prioridades en materia de salud publica es la
prevencion, diagnostico oportuno y tratamiento para disminuir la tasa de morbilidad y mortalidad de la
etapa prenatal, incluyendo la etapa neonatal [7]. En Meéxico, desde Septiembre de 1988 se cred un
ordenamiento bajo la Norma Oficial Mexicana NOM-034-SSA2-2013, para prevencion y control de los
defectos de nacimiento, que lo hace obligatorio en la Republica Mexicana [8].

En México, para el 2017 se registraron 2,234,039 Nacimientos

segun datos del INEGI.
De los cuales 49,165 son nacimientos en el Estado de SLP.

En el la cd. de Matehuala 1265 anuales [9].
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TAMIZ NEONATAL

La prueba de Tamiz neonatal consiste en obtener
gotas de sangre, usualmente del taldn o corddn
umbilical, las cuales son colectadas en un papel
filtro lamado tarjeta de Guthrie

El Tamiz Neonatal bdsico es una prueba que nos
permite detectar algunas de las enfermedades

\ de gran importancia en el desarrollo del infante como:
v Fenilcetonuria.

v Galactosemia.

Besioicensoral v Problemas con la gldndula Tiroides.
Cataratas

Ictericia

Higado agrandado

Fenilcetonuria:
Problemas neuroldgicos.
Retraso en el desarrollo.
Microcefalia

r} N /.= > Lesion renal

Figura 36. Manifestaciones clinicas
de la galactosemia
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ANTECEDENTES

Tabla é. Frecuencia de las enfermedades congénitas | ‘
Hipotiroidismo congénito 1:2,500

Fenilcetonuria 1:18, 000

Galactosemia 1:53,261

Homocistinuria 1: 40,000 a 1:83,000
Tirosinemia 1:100,00 a 1:120,000
Orina de Jarabe de maple < 1:100,000

Figura 37. Recién nacido con hipotiroidismo

Sinfomas de Hipotiroidismo:
Piel reseca, Hipotermia, constipacion,
letargiaq, llanto ronco.

Hiperplasia suprarrenal 1:10,000 a 1:25,000
congénita
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ANTECEDENTES

Las hormonas Tiroideas regulan el metabolismo y actividades del cuerpo

Conftrolan la velocidad de los latidos de corazdn
Conftrolan la velocidad con la que se queman calorias

Controla el movimiento del fubo digestivo

‘* Hipotalamo

Hipofisis

>TSH

-

T3 & T4
inhibition

-

Tiroides

-

- e

- -
L

———---
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TAMIZ NEONATAL

Objetivo:

Determinar la factibilidad de utilizar la Espectroscopia Raman como una técnica alterna
Para la deteccion de TSH en las pruebas del Tamiz Neonatal.

Objetivos Especificos:
1. Recolectar muestras de sangre en fubos capilares del faldbn de neonatos con un rango de
enfre 3y 5 dias de nacido, en el Hospital General de Matehuala.

2.- Obtener los Espectros Raman de la TSH de referencia y de las muestras de suero sanguineo,
determinando si hay cambios espectrales.

3. Validar los resultados obtenidos con Espectroscopia Raman con el estandar de Oro.
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METODOLOGIA

Este proyecto se realizd en el laboratorio de Quimica de la COARA, en colaboracion con el
Hospital General de Matehuala, en el mdédulo de salud reproductiva, previa la aprobacion del
comité de bioética del Hospital.

Figura 38. Hospital General de Matehuala

Figura 39. Edificio principal dond

Laboratorio del CA Tecnolo y Salud.
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=™ METODOLOGIA

nacido
CASO NEGATIVO
PROBABLE. CONTROL DE NINO
SANO.

Localizacion Méx. 5 a 7 dias

Termino 37 semanas de Pre-termino <37 Gravemente Transfundido
enfermo para confirmaciéon del

diagnostico.

semanas de
gestacion con <2kg

de peso
Tami Tamizar alos 7

Emfor y/o 20 dias

asta .

Se tamiza hasta posteriores a la

alcanzarla edad pres.enlfor transfusion.

. mejoria.
gestacional y el peso

gestacion o mds con 2

Kg de peso
Pruebas

No . .
. confirmatorias.
confirmados.

padres. CASO Caso
descartado.

CONFIRMADO.

Se tamiza con
sangre de talon
del 3er al 5to dia.

de vida

~ Envio al laboratorio requerido (37 semanas
estatal se salud de gestacion; 2 kg).

publica sin pasar 10
dias a partirde la

fecha d nacim --“'-‘

Proceso de muestras para
Defuncion Elaboracién

Cambio de
domicilio o
domicilio falso
emigracion.

Inicia
tfratamiento.

cuantificacién de TSH,
fenilalanina y galactosa total,
reporte de resultados en un lapso de actade Seguimiento por el
de mdaximo 5 dias. hechos. Dpto. de infancia y
RESULTADO :
adolescencia.
NEGATIVO
CASO CONTROL DE NINO
SANO.

PROBABLE.

Figura 40. diagrama de proceso del tamizaje
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METODOLOGIA

DISENO DE ESTUDIO

Experimental bdsico Descriptivo, porque es un
ensayo controlado y aleatorizado en el que se
utilizan pacientes como sujetos de estudio.

Un estudio anadlitico descripfivo, ya que se
recolectaron datos tal como es, en este caso la
condicion de ninos nacidos en el Hospital
General de Matehuala.

Es observacional, ya gue no hay intfervencion del
Investigador, se limita a medir las variaciones
que se definen en el estudio.

_ ; COORDINACION
~—\ | ACADEMICA
El analisis de sangre del - o REGION ALTIPLANO

talén del bebé realizado

uno o dos dias después
del nacimiento i ¥ A CARTA DE CONSENTIMIENTO INFORMADO

ird en:

Figura 41. Carta de
consentimiento informado

aaaaa

Nombre del responsable del Proyecto
Dra. Raquel Avila Rodriguez.

Tabla 5. Criterios de Inclusidon y exclusion

Inclusion No inclusion Exclusion

Ninos nacidos con No se incluiran al
mas de 72 horas de | estudio nifos nacidos
vida. con mds de 96 horas
de vida.

Todos aquellos
que tienen retiro
voluntario

Ninos de ambos No se aplicara el
Sexos. estudio a ninos
nacidos en otros
hospitales.

Los ninos deben Ninos que no tengan
nacer en el Hospital firmada la carta de
General de consentimiento
Matehuala. informada.

Se aplicara el Ninos con defectos de
estudio solo alos | patologias congénitas.
ninos que tengan

firmado el
consentimiento
informado de sus
padres.
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METODOLOGIA

Universo de Estudio

Muestreo aleatorio, ya que todos los neonatos tenian la misma probabilidad de ser elegidos.
Muestreo por conglomerado, se eligio solamente el Hospital General de Matehuala.

Muestreo por conveniencia, solo se obtuvieron muestras del Hospital General de Matehuala, de
Donde sabemos nacen un promedio de 120 ninos al mes.

Tamano de muestra: , basandonos en determinar el tamano de muestra con la formula (1) con
Un coeficiente de confiabilidad de un 95%.

_ 22() (V)
"TNET+ 22(p)(Q)

(1)

. es el nivel de confianza (1.96).

p es la variabilidad positiva (0.5).

g es la variabilidad negativa (0.5).

N es el famano de la poblacion (120).
E es la precision o el error (3%).

n es el tamano de la muestra (108).

X Congreso Nacional de Tecnologia Aplicada a Ciencias de la Salud 2019



METODOLOGIA

 Lanceta para
tamizaje.

* Pinchazo en el talén
del recién nacido.

» Recoleccion de muestars en
targetas Guthrie.

* Tarjeta Guthrie
completa.
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METODOLOGIA

Centrifuga Thermo Fisher
Scientific

Capilar dentro de un tubo
para centrifugadora.

Figura 43. Proceso de preparacion para la
Medicidn con Espectroscopia Raman



METODOLOGIA

Figura 44. Arreglo experimental para la medicion con Espectroscopia Raman



RESULTADOS

En la figura 45 se muestra el espectro Raoman de la TSH, donde se observan algunos picos con
Intensidades altas.

Intensidad

e——

T

200 400 600 800
Frecuencia Raman en ¢ m™

200 400 600 800 1000 1200 1400 1600

1000 1200 1400 1600 1800 2000
Frecuencia Raman en ¢ m’

Figura 45. Espectro Raman de la TSH grado reactivo y la muestra NUmero 66



RESULTADOS

En la figura 46 se muestran los resultados de los 108 Espectros Raman de suero sanguineo y €l
de referencia TSH.

o
©
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@
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[
=
=

1200 1400

Frecuencia Raman en cm’’

Figura 46 Espectros Raman de todas las muestras, incluyendo el TSH.



RESULTAD

O

S Tabla 6. Grupos funcionales

Frecuencia Raman Grupo funcional Referencia.

228 c-Cc-0 105
365, 395, c-C-C,C-C-0
(350-398)

483, 497,532,565,582, Cistina
(470-580)
(653-673)
(773)
(986-1008)
(1040-1100)
&N
1197 . cH
(1238)
(1308-1347)
(1400-1470)
(1400-1470)

(1550-1900)

=)
1]
T
w
c
2
£

200 400 600 800 1000 1200 1400 1600 1800 2000

Frecuencia Raman en cm™

1570 Guanina, Adenina
Fig. 47 Espectro Raman de la 2
hormona de referencia TSH. (1530-1573) —
. 12 | = c0o
194 | v



RESULTADOS

Tabla 7 de grupos funcionales de TSH y muestra 66

Frecuencia Raman de la muestra 66 en cm™1 Frecuencia Raman de la TSH en cm™1

231
370
398
485
594
684
760
822

r=0.9998053 -

1002
1144
1169
1226
1265
1324
1363
1409
1456
1495
1599
1652
. ., 1716
Figura 48. Relacion etre TSH y muestra 66 1777
1809
1893
1934
1974




RESULTAD

| Xdoadings
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~,.ﬁ121154 168 gg
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Figura 49 Andilisis de PCA de los Especiros Raman de fodas las muesiras, incluyendo el TSH.



CONCLUSIONES

Tabla 8. Resultfados con Raman y técnicas estadndar

METODO TRADICIONAL O ESPECTROSCOPIA METODO TRADICIONAL ESPECTROSCOPIA
ESTANDAR OPTICAS O ESTANDAR OPTICAS

Para Toxoplasma Gondii Para Toxoplasma Gondii Glucometro, andlisis Espectroscopia NIR,

Prueba de ELISA se encuentra sensibilidad quimico, con r2 de r2= 0.9 determinacidn
Para pruebas de del 94% y una 0.65 del error en la
anticuerpos especificidad de 97%, prediccion de
97.5% de sensibilidad y ademas la identificacion concentracién de

98.5% para especificidad de los grupos funcionales

| : L.
de los anticuerpos. glucosa 80.5mg/d

Microscopia Especiroscopia
. ) . ) Electronica de Barrido | Raman, identificando
Prueba de Papaniolau: Prueba de Papaniolau: | Biofil I ¢ . I
Resultados de Patologia Con Espectroscopia se para ver el biofliim Os grupos tuncionales

que forman la matriz
de exopolisacaridos

validaron los resultados
encontrando cambios en
intensidad.

Prueba de Tamiz neonatal Prueba de Tamiz neonatal

Prueba de ELISA Especiroscopia Raman, se
Para pruebas de encuentra un andlisis de
anticuerpos componentes principales
de 84.4%
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CONCLUSIONES

v Para la determinacion de anticuerpos especificos en suero sanguineo, Raman y
el andlisis de PCA fue factible determinar la presencia o ausencia de
Toxoplasma Gondii, asi como la identificacion de los grupos funcionales del

Biofilm.

v Los espectros Raman analizadas del las muesiras de cuello uterino mostraron
cambios en la intensidad Raman, indicando cambios con el crecimiento celular,
validando con los resultados de patologia.

v Los resultados del Tamiz neonatal, nos muestran que la Espectroscopia Raman
es una técnica factible para la determinacién de TSH, como una herramienta

de apoyo a diagnéstico.
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