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Cilculo de la actividad hemolitica del complemento sérico mediante un programa
en “Basic”: Comparacion con el método grifico manual

Dr. Bruno Lomonte*, Dr. Abel Robles*, Dra. Eugenia Mata*, y Dr. Luis Cerdas*

Introduccion

La cuantificacion de la actividad del complemento sérico posee importancia en
una serie de situaciones patologicas (2,3). Dicha determinacion se realiza cuantifi-
cando la hemolisis debida al complemento del suero en estudio, al mezclarlo con u-
na suspension estandarizada de eritrocitos recubiertos de anticuerpos (5). Los re-
sultados de este andlisis se expresan en unidades arbitrarias, denominadas “unidades
hemoliticas 50%”. Una unidad hemolitica 50% se define por convencién como a-
quella cantidad de suero capaz de lisar la mitad de los eritrocitos de una suspension
estandarizada, bajo ciertas condiciones definidas. Estas condiciones, asi como la es-
tandarizacion de la suspensiéon de eritrocitos, pueden variar ligeramente entre los
distintos métodos; no obstante,el principio tedrico mencionado es comiin a todos.

Recientemente, hemos descrito una técnica simple y confiable para la cuantifi-

cacion del complemento sérico humano con la cual hemos determinado los niveles

de referencia para la poblacion adulta normal. En dicho método, al igual que en o-

tros, el resultado final de la prueba se obtiene a partirde un graficologaritmico, que

. relaciona la cantidad de suero empleado, con el grado de hemolisis. La hemolisis es
expresada en la forma y/l-y, en donde “y” representa el porcentaje de hemdlisis di-

vidido por cien. Este tipo de grifico se basa en la ecuacidn de von Krogh (5), y de-

bido a que proporciona una linea recta, presenta una serie de ventajas sobre los gra-

ficos lineales simples: (a) requiere de pocos puntos para su trazado; (b) da menor

error de interpolacién; y, (c) permite estimar la precisién del trabajo técnico.

Con el fin de agilizar la prueba y reducir el tiempo que requiere la elaboracion
del grdfico. diseiamos un programa simple en lenguaje “BASIC”, que puede ser u-
sado en calculadoras de bolsillo programables, asi como en microcomputadoras, y
que proporciona el resultado final de la prueba partiendo Gnicamente de las lecturas
espectrofométricas. En el presente trabajo se describe el programa para el cdlcu-
lo de la actividad hemolitica del complemento sérico, y se muestran los resultados
de un estudio comparativo entre el método grafico manual y el método matemadtico
empleando dicho programa.

* Instituto Cloromiro Picado, Facultad de Microbiologia, Universidad de Costa Rica, San José-
Costa Rica.
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Material y métodos

El programa para obtener el valor de CH50, directamente en unidades por mi-
lilitro (U/ml), se elaboré en lenguaje “BASIC”, adaptado para su utilizacién en una
calculadora de bolsillo programable Casio FX—71@ P. El programa se basa en una
féormula de regresion matematica para calcular la linea de mejor ajuste, y procesa las
lecturas de los tubos de hemdlisis obtenidas en el espectrofotémetro (porcentajes de
transmitancia), segin el esquema de trabajo de la técnica descrita por Mata & Lo-
monte (4).

Con dicho programa, se analizé retrospectivamente los resultados de 86 mues-
tras para la determinacién de complemento sérico (61 correspondientes a muestras
de donadores de sangre y 25 correspondientes a alicuotas del suero empleado en el
control de calidad), que habian sido procesadas mediante el método grafico manual.
Ambos tipos de resultados se compararon haciendo un andlisis de correlacion lineal
simple (1).

Resultados

El Cuadro 1 muestra el programa utilizado. Elgréfico de correlacion obtenido
con la totalidad de las muestras (n=86) se presenta en el grifico 1. En dicho andlisis
global, se obtuvo un coeficiente de correlacion de 0,9863, mientras que al analizar
por separado las muestras del suero control y de los donadores se obtuvo coeficien-
tes de 0,9920 y 0,9823, respectivamente.

Los valores del promedio y la desviacion estandar en el conjunto de individuos
estudiados (n=61) fueron calculados por ambos métodos, obteniéndose 91,57 +
14,01 por el método manual, y 91,80+ 13,92 por el método automdtico.

Discusion

Los resultados obtenidos en el presenie estudio indican que el cilculo del valor
CHS0O empleando el programa descrito correlaciona muy bien (r=0,9863) con el
método grifico manual. Esto era de esperar, dado que la técnica de cuantificacién
empleada proporciona una alta linealidad, y pocas veces requiere del trazado de una
linea mejor de ajuste. En aquellos casos en que las lecturas de hemélisis no propor-
cionan una linealidad perfecta, el uso del programa resulta en un valor mas objetivo
y exacto que el calculado mediante el trazo “visual” de una linea de mejor ajuste.
Por otra parte, los coeficientes de correlacién obtenidos al analizar por separado las
muestras del suero control de los donadores fueron muy similares, con una correla-
cion ligeramente mayor en el grupo del suero control. Lo anterior puede deberse a
la menor variabilidad de valores de complemento en dicho suero.
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Cuadro 1

Programa para el cédlculo del valor CHS0 en U/ml. adaptado para una
calculadora programable Casio FX—710—P.

10

ca

30

%]

Se

60

70

B2

90

100
110
120
130
140
150
160
170
180
1390
200
210
220
230
240
250
260
278
280
29e
300
310
320
330
340

PRINT “COMPLEMENTO”
SET N

FOR N=1 T0 7

PRINT 7”XT”:N;»=";
INPUT BC(ND
B(NJX=2-L0G B(N)
PRINT “A”;N;"=";
SET F3

PRINT B(NDJ

SET N

NEXT N

FOR N=1 TID 5
B(NX=B(NJ)-B(B6)
PRINT "A’7;N;7=";
SET F3

PRINT BCN)

SET N

NEXT N

FOR N=1 TOD 6
B(N>)=B(N>/B(7)
PRINT “Y”;N;”=";
SET Fe2

PRINT BC(N)D

SET N

NEXT N

IF B(6J>®.05 THEN PRINT "AUTOLISIS!”
FOR N=1 TO 5
B(NJI=B(N)/(1-B(NJ)
PRINT ”Y/1-Y”";N;”=";
SET Fe

PRINT BCN>

SET N

NEXT N

FOR N=1 TO 5

Continua
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Continuacion del Cuadro |

350 BUNJ=L0UG B(NJ

360 NEXT N

370 U=0:2=0:W=0:U=0:P=0:5=0:0=0:X=0:R=0:U=0
380 FOR L=1 TO S

398 READ A

42® IF BlL.s<-1 THEMN GOT0O 490
410 IF B(L»>1 THEN GOTO 490
4e@ P=p+1

430 R=L0OG A

442 Q=04+A

450 Z=2+ATe

462 W=wWw+B(L)

470 U=U+B(L)J)*A

180 A=0

430 NEXT L

SPB S=(P*U-Q*W)/(P*2Z2-Q1e)
510 0O=(W-Q*S)/P

5¢® X=-(0)/S

530 B=101TX

542 U=10VB2/R

550 SET F1

Sb@ PRINT U:”U/ml”

570 SET N

580 DATA 5. 7.5, 108, 15, 20
530 END

Nota: si se desca obtener el resultado directamente, se puede omitir los pasos 70,
90, 140, 160, 210, 230, 290, y 310. Sise incluyen dichos pasos en el programa es
posible copiar los cdlculos para archivo o para una corroboracion mediante grifico.
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Grafico 1: Correlacion lineal simple entre los valores de complemento sérico

calculados por el método grifico manual y los valores calculados
empleando el programa.

Cada punto representa una determinacion. n: numero de muestras
analizadas: r: coeficiente de correlacion; m: pendiente; b: interseccion
eneleje Y.
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El uso del programa permite un ahorro sustancial de tiempo, ya que no sélo se
evita la elaboracion del gréfico, sino también todo el procesamiento de los datos pre-
vio a la gratificacion, el cual incluye: conversién de las lecturas de porcentaje de
trasmitancia a absorbancia, correccion de las absorbancias (por hemolisis del tubo
de control), cdlculo del porcentaje de hemolisis en cada tubo, cdlculo de los valores
“y”, y calculo de los valores “y/1-y”. Ademds, otras caracteristicas ventajosas del
programa son: (a) la deteccidn de situaciones en las que hay una hemdlisis mayor del
5% en el tubo de control de reactivos, causada por errores en la isotonicidad del a-
mortiguador o por fragilidad excesiva de los eritrocitos. En este caso aparece antes
de los resultados una sefial de alerta (“autochemolisis™) indicando que hay que descar-
tar la prueba: y (b) el programa elimina automdticamente los valores de los tubos
en los que “y/1—y” es mayor de 10 6 menor de 0,1. Esto se realiza debido a que se
ha demostrado que en valores de hemolisis muy extremos ocurren desviaciones (2).

El programa descrito ha sido adaptado y utilizado por nosotros en otras com-
putadoras, como la Sinclair ZX-81 y la Commodore 64, con iguales resultados. En
tales casos solamente se requiere adaptar el programa a las caracteristicas particula-
res de cada mdquina. En resumen,consideramos que este programa puede sustituir
el calculo manual del valor CH50 en la determinacion de la actividad hemolitica del
complemento sérico.

Resumen

Se describe un programa en lenguaje “BASIC” para calcular la actividad hemo-
litica del complemento sérico, en U/ml, segiin el método descrito por Mata & Lo-
monte. Se demuestra, mediante un andlisis retrospectivo de 86 muestras, que hay
una alta correlacion (r=0,9863) entre los valores de CHSO obtenidos mediante el
uso del programa, y los valores obtenidos por el método grafico convencional. Se
analiza algunas caracteristicas ventajosas del programa, y se sugiere que el mismo
puede sustituir al método convencional grafico.
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