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Abreviaturas

1. ABREVIATURAS.

DCCT: Ensayo de control y complicaciones de la diabetes.
ENEC: Encuesta Nacional de Enfermedades Cronicas.
ENSA: Encuesta Nacional de Salud.

HAD: Hormona antidiurética.

HbA: Hemoglobina A.

HbAL: Hemoglobina glucosilada.

IFG. Velocidad de filtracion glomerular

Pre Alc: Enlace cetoamida.

TINIA: Inmunoensayo de inhibicion turbidimétrico.
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Introduccién

3. INTRODUCCION

Durante mi formacidn universitaria realice mi servicio social dentro del Instituto de Seguridad Social
del Estado de México y Municipios (ISSEMYM), especificamente en laboratorio clinico, dentro del
cual pude adquirir experiencia que me ha servido de gran ayuda para poder seguir mi desarrollo
profesional.

El laboratorio clinico representa un area muy importante del sector salud y siempre esta en cambio
continuo debido a los avances en tecnologia, los nuevos tratamientos y la economia externa. En los
altimos afios, muchas técnicas nuevas se han introducido al mercado como resultado de la
investigacion en la patogénesis de las enfermedades, estas a su vez desempefian un papel muy
importante, el de poder consolidar esos cambios tecnoldgicos con el manejo del paciente y asegurar
que las pruebas de laboratorio clinico realmente proporcionar un valor al diagndstico, tratamiento y

seguimiento del paciente.

El profesional del laboratorio clinico debe combinar sus conocimientos en el &rea de diagndstico con
su experiencia analitica para aconsejar a sus colegas clinicos acerca de las propiedades de los
examenes, como seleccionar el examen idoneo y cédmo dar una interpretacion adecuada ck los

resultados.

En el sector salud, los dos principales motivos de demanda de atencion lo constituyen la hipertension
arterial y la diabetes mellitus. Esta Gltima considerada una pandemia en aumento ya que para 1996 en
América se calculd que vivian aproximadamente 30 millones de personas con diabetes, mas de la
cuarta parte del total de los casos mundiales. El problema se magnifica al constatar que al menos un
tercio de las personas con diabetes mellitus en América Latina desconoce su condicién de enfermo,
lo cual desafia al programa de deteccion y complica la implantacion de las estrategias de atencién,
control y prevencion. La situacion en Mexico es parecida al resto de los paises en desarrollo en
cuanto a la magnitud del problema, aunque las cifras varian de acuerdo con la fuente, el nivel de

atencidn, la poblacién de referencia, el tipo de diagnostico, los criterios de clasificacion, etcétera.



Introduccién

En la Encuesta Nacional de Enfermedades Crdnicas (ENEC-1993) se informd una prevalencia
general de 8.2y 21 % en los adultos de 60 a 69 afios. La Encuesta Nacional de Salud 11 (ENSA-II,
1994) indic6 una prevalencia de diabetes mellitus del 9 % para la poblacién mayor de 60 afios, y una
tasa de morbilidad percibida de diabetes de dos por cada 1000 habitantes, para ubicarse entre los
principales problemas de salud reportados, ya que 2 % de las personas la identific6 como un
problema de salud en los ultimos quince dias previos a la encuesta. Por otro lado, la Encuesta
Nacional de Salud (ENSA-2000) registré una prevalencia general de diabetes mellitus de 7.5 % en la

poblacion mayor de 20 afios.

Conforme a los criterios aceptados por la Organizacién Mundial para la Salud hasta el afio 1997, los
niveles de corte establecidos para la glucosa basal en ayuno (< 140 mg/dl) y de glucosa posprandial
(< 200 mg/dl) no destacaban la importancia de reducir las complicaciones de los problemas crénico-
degenerativos de la diabetes mellitus que condicionan un envejecimiento prematuro secundario a la
hiperlipidemia y a la glucosilacion de las proteinas, lo que ha provocado complicaciones que generan
costos catastroficos al sistema de salud. De acuerdo a nuevos criterios internacionales, incluyendo la
NOM-015-SSA para la Prevencion, Tratamiento y Control de la Diabetes Mellitus, la curva de
tolerancia a la glucosa oral es practicamente una prueba obsoleta para fines diagnésticos, siendo

reemplazada por pruebas de glicemia basal (< 126 mg/dl) y posprandial (< 200 mg/dl).®

Existe evidencia solida de que los nuevos criterios aumentaran la sensibilidad diagnostica, por lo que
aumentara el numero de pacientes catalogados como diabéticos. Como es de esperarse, el aumento
en la sensibilidad se encuentra asociado con una pérdida proporcional de la especificidad, lo cual
incrementard el nimero de falsos positivos. Dadas las implicaciones médicas, psicoldgicas,
econdmicas, laborales y sociales, sobre el paciente y el sistema de salud, resulta indispensable mejorar
la confiabilidad diagnostica, para lo cual se ha demostrado que la determinacién de la hemoglobina

glucosilada, es definitivamente la mejor opcion, en términos de confiabilidad, costo y beneficio.



Objetivos

4. OBJETIVOS:

- Analizar los niveles de glucosa urinaria y sanguinea en pacientes diabéticos, comparandolos con los
niveles de hemoglobina glucosilada para establecer la importancia de este estudio como analisis
alternativo en el control de Diabetes mellitus tipo I1.

- Estudiar las condiciones de la toma de muestras, determinando con esto la importancia y
repercusion de un mal manejo de las mismas.

- Establecer la importancia de la Hb. Glucosilada como un andlisis alternativo, para el diagnostico de
Diabetes mellitus tipo I1.

10



Marco tedrico

5. MARCO TEORICO

5.1. ANATOMIA DEL RINON.!

5.1.1. Anatomia macroscépica. Los rifiones son 6rganos pares situados en la pared posterior del

abdomen a ambos lados de la columna vertebral. Debajo de la cpsula de tejido fibroso que incluye

los rifiones se ubica la corteza, que contiene los glomérulos. La porcion interna del rifién, la médula,

contiene los tubulos colectores. La pelvis renal disminuye rapidamente su calibre y se une dentro del

uréter. Cada uréter desciende al abdomen al costado de la columna vertebral para unirse en la vejiga.

La vejiga provee un almacenamiento temporal de orina, que es eventualmente vertida a través de la

uretra al exterior. (fig. 1)

VEMAS
REMALES

ARTERIAS

RIMNOMNES
REMALE S
VERMA ARTERIA
CAVA ACRTA
IMNFERIOR z
LURE TERE 5
VETISA
URIMARIA

URETRA — T

FIG. 1 SISTEMA RENAL. El sistema renal esta constituido por un par de rifiones los cuales contienen los tibulos
colectores. La pelvis renal se une dentro del uréter y estas a su vez descienden para unirse con la vejiga la cual almacena

temporalmente la orina que se vierte a través de la uretra.
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Marco teorico

5.1.2. Anatomia microscépica. Cada rifion esta constituido por aproximadamente 1 millon de
unidades funcionales o nefronas. La nefrona comienza con el glomérulo, que es un penacho de
capilares que se forman desde la arteriola aferente (entrada) y son drenados por la arteriola eferente
de menor tamafio (salida). El glomérulo esta rodeado por lacapsula de Bowman, la cual esta formada
por la porcion final dilatada ciega del tbulo renal. El tdbulo contorneado proximal recorre un curso
tortuoso a través de la corteza, entrando en la médula y formando primero la rama descendente del
asa de Henle y luego la rama ascendente del asa de Henle. La seccidn gruesa de la rama ascendente
del asa de Henle vuelve a entrar en la corteza, formando el tibulo contorneado distal. La salida de
dos 0 mas tabulos distales marca el comienzo de un tdbulo colector. Como los tubulos colectores

descienden a través de la corteza y médula, reciben el efluente de una docena o mas tubulos

distales.? (fig. 2)

Tuabulo Capsula renal
c:un'tur_neadu Tibulo
pro=irral

contorneado
Capsula de B ovnanan

CORTEZM Arteriola
eferente
Arteriola
aterente

= ==l

Union cortico-
rmedular

MEDULA

Glomérulo

nsade Henle

FIG. 2 ANATOMIA MICROSCOPICA DEL RINON. El rifién esta constituido por un millén de nefronas. La nefrona
comienza en el glomérulo el cual esta rodeado por la capsula de Bowman. El tlbulo contorneado proximal entra en la
médula y forma la rama descendente y ascendente del asa de Henle, esta a su vez el tubo contorneado distal. La salida de
dos 0 més tubulos marca el comienzo del tibulo colector, estos aumentan de tamafio formando un tubulo central
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Marco teorico

Los tubulos colectores se unen y aumentan su tamafio asi como pasan hacia abajo en la médula. Los
tubulos de cada piramide se unen para formar un tabulo central, el cual vacia a través de la paila en

unos céalices menores, eventualmente evacuando en la pelvis renal.

Fisiologia renal. El rifién es el principal regulador de todos los fluidos corporales y es primariamente

responsable de mantener la homeostasis, o equilibrio entre fluido y electrolitos en el organismo.
El rifidn tiene seis funciones principales:

1. Formacion de la orina

2. Regulacion del equilibrio hidroeléctrico.

3. Regulacion del equilibrio &cido-base

4. Excrecion de los productos de desecho del metabolismo proteico.
5. Funcion hormonal.

6. Conservacion proteica

El rifion es capaz de efectuar estas funciones porque aproximadamente el 25% del volumen de
sangre bombeada por el corazon en la circulacidn sistémica circula a través de los rifiones; por lo

tanto los rifiones, que constituyen cerca del 0.5% del peso total del cuerpo, reciben un cuarto de la

. . 3
salida cardiaca.

5.1.3. Formacion de la orina. La funcion principal de los rifiones es la remocion de productos
potencialmente toxicos y es realizada mediante la formacion de la orina. Los procesos basicos
involucrados en la formacion de la orina son filtracion, reabsorcion y secrecion.

Los rifiones filtran grandes volumenes de plasma, reabsorben la mayoria de lo que es filtrado, y
queda para la eliminacion una solucion concentrada de desechos metabdlicos llamada orina. En

individuos sanos, altamente sensibles a fluctuaciones de la dieta e ingesta de fluido y electrolito, los

o . . . . . . 2
rifilones compensan cualquier cambio variando el volumen y la consistencia de la orina.

13



Marco teorico

Filtracion glomerular. Por los rifiones pasan entre 1000 y 1500 ml de sangre por minuto. El glomérulo
tiene una membrana basal semipermeable que permite el libre pasaje de agua y electrolitos pero es
relativamente impermeable a moléculas grandes. En los capilares glomerulares lapresion hidrostatica
es aproximadamente tres veces mayor que la presion en otros capilares. Como resultado de esta gran
presion, las sustancias son filtradas a través de la membrana semipermeable en la capsula de Bowman
a una velocidad aproximada de 130 ml/min.; esto es conocido como la velocidad de filtracion
glomerular (IFG). Las células y proteinas plasmaticas de gran peso molecular son incapaces de pasar
a través de la membrana semipermeable. Por lo tanto el filtrado glomerular es esencialmente plasma
sin proteinas. La IFG es un parametro extremadamente importante en el estudio de lafisiologia renal
y en la evaluacién clinica de la funcién renal. En una persona promedio sana, se forman por dia mas
de 187,000 ml de filtrado. La excrecion normal de orina es alrededor de 1500 ml por dia, lo cual es

solamente cerca del 1% de la cantidad de filtrado formado; por lo tanto el otro 99% debe ser

reabsorbido.3

Tubulo proximal. Las células del tabulo proximal desempefian una variedad de funciones fisioldgicas.
Aproximadamente un 80% de la sal y el agua son reabsorbidos desde el filtrado glomerular en el
tubulo proximal. Toda la glucosa filtrada y la mayoria de los aminoacidos filtrados son normalmente
reabsorbidas aqui. Las proteinas de bajo peso molecular, urea, &cido Urico, bicarbonato, fosfato,
cloruro, potasio, magnesio, y calcio son reabsorbidos en diferente grado. Una variedad de acidos
organicos y bases, asi como también iones hidrogeno y amoniaco, se secretan en el fluido tubular por
las células tubulares.

En condiciones normales, la glucosa no es excretada en la orina; todo lo que filtra se reabsorbe.
Cuando la concentracion plasmatica de glucosa estd aumentada por encima de un nivel critico,
llamado el umbral plasmatico renal, el maximo tubular para la glucosa es excedido y la glucosa
aparece en la orina. Cuanto mayor es la concentracion de glucosa plasmatica, mayor es la cantidad
excretada por la orina. También existen umbrales renales plasmaticos para los iones fosfato y
bicarbonato.

14
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La mayoria de la energia metabdlica consumida por el rifién es usada para promover la reabsorcion
activa. La reabsorcion activa puede producir el movimiento neto de una sustancia contra un
gradiente de concentracidn y por lo tanto requiere gasto de energia para el transporte de células. La
reabsorcion activa de glucosa, aminoacidos, proteinas de bajo peso molecular, acido drico, sodio,
potasio, magnesio, calcio, cloruro y bicarbonato esté regulada por el rifion de acuerdo a los niveles de
estas sustancias en la sangre y la necesidad del organismo. La reabsorcion pasiva ocurre cuando una
sustancia se mueve por difusién simple como el resultado del gradiente de concentracién quimico o
eléctrico y no se involucra energia celular en el proceso. El agua, urea y cloruro son reabsorbidos de
esta forma.

La secrecion tubular, que transporta sustancias al lumen tubular (que es, en la direccion opuesta a la
reabsorcién tubular), también puede ser un proceso activo o0 pasivo. Las sustancias que son

transportadas desde la sangre a los tibulos y excretadas en la orina incluyen potasio, iones hidrdgeno,
amoniaco, acido Urico y ciertos farmacos, como la penicilina.

Asa de Henle. Larama descendente del asa de Henle es altamente permeable al agua. En la médula, el
asa de Henle desciende en un medio progresivamente hiperténico a medida que se aproxima a la
papila. Hay una reabsorcion pasiva de agua en respuesta a este gradiente osmotico, dejando la
presunta orina altamente concentrada en el fondo del asa. La rama ascendente es relativamente
impermeable al pasaje de agua pero reabsorbe activamente sodio y cloruro. Este segmento de la
nefrona es a menudo llamado el segmento dilutorio porque la remocion de la sal con pequefio pasaje
de agua desde el contenido tubular disminuye la sal y la concentracion osmotica, diluyendo en efecto
el fluido tubular. La rama gruesa ascendente del asa de Henle transfiere cloruro de sodio activamente
desde su luz hacia el fluido intersticial. El fluido tubular en su luz se vuelve hipotonico y el fluido
intersticial hipertonico, este fendmeno es conocido como el mecanismo de contracorriente. Una serie
de mecanismos sucesivos producen el atrapamiento de cloruro de sodio en el liquido intersticial
medular.

15



Marco teorico

A medida que el fluido isotdnico en la rama descendente alcanza el area en la cual la rama

ascendente esta bombeando sodio, se vuelve ligeramente hiperténico debido al movimiento de agua
al intersticio hipertonico.

El primer paso se repite y nuevamente, a medida que se agrega mas cloruro de sodio al intersticio por
la rama ascendente, se produce una mayor salida de agua de la rama descendente.

Tubulo contorneado distal. Una pequefia fraccién de sodio, agua filtrada y cloruro es reabsorbida en el
tubulo distal. El tabulo distal responde a la hormona antidiurética (HAD) y por lo tanto su
permeabilidad al agua es alta en presencia de la hormona y baja en su ausencia. El potasio puede ser
reabsorbido o segregado en el tubulo distal. La aldosterona estimula la reabsorcion de sodio y la
secrecion de potasio en el tubulo distal. También ocurre la secrecion de hidrdégeno, amoniaco y acido
drico y la reabsorcion de bicarbonato, pero hay un pequefio transporte de sustancias organicas. Este
segmento de la nefrona tiene una baja permeabilidad a la urea.

Tubulo colector. La HAD controla la permeabilidad del agua del tibulo colector a lo largo de su
longitud. En presencia de la hormona, el fluido tubular hipoténico entra al tdbulo perdiendo agua. El
sodio y cloruro son reabsorbidos por el tubulo colector, con el transporte de sodio estimulado por la
aldosterona. El potasio, hidrogeno y amonio son también reabsorbidos por el tabulo colector.
Cuando la HAD esta presente, la velocidad de reabsorcion de agua excede la velocidad de
reabsorcion de soluto y la concentracion de sodio y cloruro aumenta en orina. El tdbulo colector es
relativamente impermeable a la urea.

16
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5.2.- ANATOMIA DEL PANCREAS®

El pancreas es un drgano alargado, conico, localizado transversalmente detras del estdmago. El lado
derecho del 6rgano (llamado cabeza) es la parte mas ancha y se encuentra en la curvatura del
duodeno, que es la primera porcion del intestino delgado. La parte conica izquierda (llamada cuerpo
del pancreas), se extiende ligeramente hacia arriba y su final termina cerca del bazo.

El pancreas esta formado por dos tipos de tejidos:

1.- El tejido exocrino, el cual secreta enzimas digestivas. Estas enzimas son secretadas a una red de
conductos que se unen para formar el conducto pancreético principal, que atraviesa todo el pancreas.

Estdmago

Intesting delgado

FIG.3. ANATOMIA PANCREATICA. El pancreas, es una gran glandula localizada inmediatamente por debajo del
estomago.Vierte cerca de 1 200 ml de secreciones cada da en la parte superior del intestino delgado, a unos cuantos
centimetros mas alla del piloro
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2.- El tejido endocrino, el cual estd formado por los islotes de Langerhans, que secretan hormonas
en el torrente sanguineo.

5.2.1.-Funciones del pancreas:
El pancreas tiene funciones digestivas y hormonales:

A) Las enzimas secretadas en el pancreas por el tejido exocrino, ayudan a la degradacion de
carbohidratos, grasas, proteinas y acidos en el duodeno. Estas enzimas son transportadas por el
conducto pancreatico hasta el conducto biliar en forma inactiva. Cuando entran al duodeno, se
vuelven activas. El tejido exocrino también secreta bicarbonato para neutralizar los acidos del
estdbmago en el duodeno (la primera porcion del intestino delgado).

B) Las hormonas secretadas en el pancreas por el tejido endocrino son la insulina y el glucagon (que
regulan el nivel de glucosa en la sangre) y somatostatina (que previene la liberacion de las otras dos
hormonas). Hay grupos de células endocrinas, denominados islotes de langerhans, distribuidos por
todo el tejido que secretan insulina'y glucagon. La insulina actta sobre el metabolismo de los hidratos
de carbono, proteinas y grasas, aumentando la tasa de utilizacion de la glucosa y favoreciendo la
formacion de proteinas y el almacenamiento de grasas.

El glucagon aumenta de forma transitoria los niveles de azUcar en la sangre mediante la liberacion de
glucosa procedente del higado

En las células de los islotes pancreaticos se encontro que existian dos tipos principales de células, alfa
y beta que constituyen los islotes pancreaticos. Estas masas de tejido estan distribuidas entre las
células acinares pancreaticas que secretan el jugo digestivo pancreatico.

Cada tipo de célula procede de las hormonas secretadas por los islotes. La hormona insulina es la
producida por las células beta; una proteina cuya formula quimica es conocida y que ejerce tres
efectos basicos en el metabolismo de los carbohidratos:
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Aumenta el metabolismo de la glucosa

Disminuye la cantidad de glucosa en la sangre
Aumenta la cantidad de glucogeno almacenado en el tejido.

Aungue es cierto que la glucosa puede ser metabolizada y el gluc6geno almacenado sin insulina, estos

procesos son gravemente alterados por la deficiencia de insulina.

5.3. DIABETES MELLITUS.

En 1650 Tomas Willis descubri6 que la orina de diabéticos contenia azucar. En 1857 Claude Bernard
demostro que el azucar no se formaba en el rifion, sino que era extraida del cuerpo se eliminaba en

la orina, hizo notar por primera vez la existencia de la hiperglucemia al encontrar valores elevados de

4
glucosa en sangre.

La diabetes mellitus es un sindrome debido a desérdenes metabolicos de la energia, causados por la

secrecion o accion insuficiente de la insulina a nivel celular y da como resultado una alteracion en la

homeostasis afectando el metabolismo de los carbohidratos, proteinas 'y grasas.5

La anomalia primaria de la diabetes es insuficiencia para utilizar cantidades suficientes de glucosa
para obtener energia y por tanto empleo de cantidades excesivas de grasa con esta finalidad. Esto
hace que se incremente la concentracidn sanguinea de glucosa, a veces hasta tres veces lo normal y
en casos raros hasta 10 veces. Se pierden grandes cantidades de glucosa por k orina porque los
tubulos renales no pueden resorber toda la que les llega en el filtrado glomerular cada minuto.

El exceso de glucosa tubular también crea una presién osmatica enorme en los tubulos, lo que
disminuye la resorcién de agua. Como resultado, la persona diabética pierde grandes cantidades de
agua lo mismo que de glucosa por la orina. En casos extremos, la excrecion excesiva de orina
produce deshidratacion extracelular, que en si misma es dafiina.
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La incapacidad del diabético para utilizar la glucosa con objeto de obtener energia lo priva de una
parte importante de la energia de sus alimentos. Pierde peso y se debilita al consumir excesivamente
sus reservas de grasas y proteinas. Como resultado de la deficiencia de nutrientes de la diabetes, la

persona diabética suele estar muy hambrienta, de modo que a menudo come vorazmente aunque la

parte de carbohidratos de los alimentos contribuya poco a su nutricion.®

5.3.1. Clasificacion de la diabetes mellitus.

La diabetes mellitus tipo | estéa caracteriza por insulopenia severa y depende de la insulina inyectada

para prevenir cetoacidosis y preservar la vida, por lo cual se le llama insulino-dependiente.

Esta casi siempre se presenta en la juventud, pero no esta restringida solo para nifios, puede ocurrir a
cualquier edad. Por lo tanto los términos de diabetes juvenil, diabetes propensa a cetoacidosis y

diabetes fragil se han abandonado por el término diabetes tipo 1o diabetes mellitus insulino

dependiente.7

Los pacientes con diabetes tipo Il suelen ser de edad mayor (mayor a 40 afios), relatan antecedentes
familiares de diabetes y son obesos, aunque entre 10 y 20 % no lo son. La diabetes tipo Il se
caracteriza por la resistencia periférica a la accion insulinica y una secrecion reducida de insulina a
pesar de la presencia de una glucemia alta. Estos defectos reducen la captacion periférica de glucosa
hepdtica, lo que ocasiona hiperglucemia posprandial y de ayuno, respectivamente.

Puesto que el paciente con diabetes tipo 11 conserva la capacidad de secretar insulina enddgena, los
que la reciben en forma exdgena no suelen desarrollar cetoacidosis diabética cuando no toman el
medicamento. Por consiguiente, se considera que no son insulinodependientes. Ademas, muchas

veces Nno necesitan medicamentos antidiabéticos orales ni insulina cuando bajan de peso o se

o : ] 8
encuentran hospitalizados y no consumen alimentos por via oral.
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5.3.2. Hemoglobina glucosilada.

El origen de los eritrocitos es la médula 0sea, su vida media es de aproximadamente 120 dias. La
cantidad de eritrocitos que se producen diariamente es aproximadamente igual a la de eritrocitos que
se retiran de circulacion por parte del higado y el bazo, por lo que la cantidad de eritrocitos en una

persona en cualquier momento es casi siempre la misma.

La funcion principal de la hemoglobina es transportar los gases de la respiracion, mientras que los
eritrocitos a su vez tienen como funcién transportar a la hemoglobina. La hemoglobina tiene como
peso molecular 68,000 daltons; comprende cuatro cadenas de amino acidos, cada una unida a un
componente hemo.

La estructura primaria de la hemoglobina consiste en una secuencia lineal de aminoécidos, unida por
uniones covalentes, componiendo asi las cadenas polipeptidicas. Las cadenas polipeptidicas forman
una hélice (estructura secundaria) que se mantiene por puentes de hidrogeno entre grupos carbonilo
(C=0) y amida (N-H) de ciertos péptidos.

HEMOGLOBINA,

?|Db1r‘tﬂ

grupo hemo proteina)l

FIG. 4 ESTRUCTURA TERCIARIA DE LA HEMOGLOBINA. La hemoglobina esta constituida por cuatro cadenas

de aminoacidos, cada una unida a un componente hemo. La estructura terciaria es un monémero formado por un grupo
hemo y una cadena globina y en su forma funcional es un tetramero consistente de dos pares de esferas hemoglobina.
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La hélice se dobla en una forma compacta, rugosa y esférica (estructura terciaria), la cual se mantiene
gracias a las fuerzas de Van der Waals, puentes de hidrdgeno y puentes de sales. La estructura
terciaria es un mondmero consistente en una cadena globina y un grupo hemo. En esta estructura los
aminoacidos polarizados se encuentran en la cara exterior, mientras que los no polares se encuentran
en el interior. Esta carga eléctrica en la superficie es una caracteristica importante para la
identificacion de diferentes tipos de hemoglobinas.

La estructura terciaria puede sufrir agregaciones (estructura cuaternaria): dos cadenas forman un
dimero y cuatro cadenas forman un tetrdmero. La hemoglobina en su forma funcional es un
tetramero consistente de dos pares de esferas hemo — globina.

A la hemoglobina glucosilada se le denomina de diferentes formas: se le conoce como HbAL, como

componentes menores de la hemoglobina, como hemoglobina rapida o como fraccion menor de la

hemoglobina.9

La hemoglobina glucosilada fue observada por primera vez por Allen y colaboradores en 1958,
cuando buscaban los componentes heterogéneos de la oxihemoglobina por cromatografia
intercambiadora de cationes con hemolizados de células rojas. Utilizaron desarrolladores a base de
sodio, cianuro de potasio, fosfato de sodio y fosfato acido de sodio, observaron que existia un
componente menor que ocupaba cerca del 10 % de la hemoglobina total, al cromatografiar

nuevamente la zona Al, vieron otras tres zonas, las cuales denominaron por sus orden de elusién

como HbA1la, HbAlb y HbAlc que se encontraban en proporciones 1:1:4.1°

Para la formacion de la hemoglobina glucosilada se lleva a cabo una reaccion dentro del eritrocito,
que consiste en la unién no enzimatica de la glucosa con la hemoglobina. Durante la reaccién, la
glucosa se condensa con el grupo N-aminoterminal de la cadena beta de la hemoglobina,
especificamente al aminoécido valina formando una cetoamina poco estable llamada base de Schiff,
ésta se forma continua y lentamente, es un enlace débil y muy disociable. Esta hemoglobina

glucosilada es una modificacion de la hemoglobina A en donde no intervienen enzimas.
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Posteriormente el enlace cetoamina también llamado Pre-Alc da lugar a una modificacion llamada
rearreglo e Amadori, para formar un enlace cetoamina que es mas estable dando origen a la
hemoglobina glucosilada.

Debido a que este enlace es irreversible, la hemoglobina glucosilada se empieza a acumular dentro de
la célula roja lenta y continuamente durante el lapso de vida de ésta, que es en promedio de 120 dias.”
(fig 5)

La HbA1c es una glucoproteina formada en cantidades mas elevadas en diabéticos que en personas

normales, aunque se ha observado que sus niveles se encuentran normales en hiperglicemia

: - _ , 11
asintomatica y aumentados en insulino dependientes.

La reaccion quimica entre la glucosa y la hemoglobina es un proceso llamado “glucosilacion no
enzimatica”. Esta proteina HbA modificada postsintéticamente se une con la glucosa. Como el
eritrocito es libremente permeable a la glucosa, se forma la hemoglobina glucosilada continuamente,

la cantidad de HbA1 tiene una taza dependiente de la concentracion de glucosa en el ambiente

12
celular.

Cada célula roja empieza su vida sin hemoglobina glucosilada. El proceso de adicién de la glucosa a
la hemoglobina, comienza cuando la glucosa traspasa la membrana celular del eritrocito y la glucosa
por un choque fisico se une a los tetrameros de la hemoglobina, la formacion de la hemoglobina
glucosilada como tal ocurre en dos pasos:

1.- El azucar circulante en la sangre pasa a través de la pared celular del eritrocito y reacciona con la
hemoglobina. En este primer paso la unién del azucar a la hemoglobina ocurre rapidamente y esta
unién azdcar-hemoglobina es reversible, por lo que si la concentracion de azucar decrece la union
reversible se rompe féacilmente. El producto del primer paso es un intermediario conocido por los

nombres: base de Schiff, fraccion labil, pre-Alc o Aldimina.

El paso nimero uno es dependiente de la @ntidad de glucosa. Si la concentracion de glucosa

disminuye la unién reversible de la base de Schiff se rompera formando hemoglobina y azucar. Si en

o . . o e 13
los siguientes minutos la concentracion de glucosa aumenta se formara mas base de Schiff.
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2.- La base de Schiff lentamente se arreglara molecularmente para formar una union irreversible, este
producto es la hemoglobina glucosilada. Si las altas concentraciones de glucosa persisten, la doble
union de la aldimina, que es sumamente inestable, se arregla a traves de una reaccion de
transposicion lenta (rearreglo de Amadori) formandose un complejo glucosa-proteina de tipo

cetoamina estable que ya no se descompone y que subsiste durante la vida de la proteina y sélo

desaparece por degradacién.14 (fig.5)

La informacion de la estructura y biosintesis de la HbAlc indican que puede proveer una medicion
integral de la glucosa de los pacientes diabéticos en los 60 a 90 dias precedentes.14

La hemoglobina glucosilada, viene a sustituir con gran eficacia a la determinacion de glucosa en
ayunas, debido a que esta Gltima no refleja con precision el control metabolico del paciente con
diabetes, cuyos niveles de glucosa son muy variables, ademas solo reflejan la glucosa presente en el
momento de la toma de muestra, en cambio la hemoglobina glucosilada, refleja los 90 dias

15
precedentes a la prueba

ENH:+ HC =0

I—IC[ OH

I—IIC“i OH HL‘% OH
I—IC] OH HCr OH
HC OH HCr OH

CH:OH CH:OH
Ripids Lenn
Hemoglobmat Glucosa s— FPre ALC —_—
Aldunina
Ease de Schiff

FIG. 5 GLUCOSILACION DE LA HEMOGLOBINA. La glucosa se condensa con el grupo N-aminoterminal
de la cadena b de la hemoglobina, formando una cetoamina inestable (Base de Schiff), posteriormente el enlace
cetoamida (Pre-Alc) da lugar al rearreglo de Amadori formando un enlace cetoamina estable, que da origen a la HbAlc.
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La hemoglobina glucosilada puede servir también para confirmar diabetes si se sospecha que existe,

ya que no requiere de la cooperacion del paciente para determinarse y da una imagen mas real del

71 . 15
control metabdlico del paciente.

5.3.3. METODOS DE CUANTIFICACION DE HEMOGLOBINA GLUCOSILADA.
Los métodos més comunes de cuantificacion de hemoglobina glucosilada en el laboratorio clinico se
han clasificado en tres grupos principales:
- Métodos de afinidad.
1. Captura ionica
2. Columna de cromatografia por afinidad.
a) Cromatografia de alta resolucion por afinidad.
b) Mini 0 micro columnas.
Para este tipo de metodos
- Métodos de inmuno ensayo.
a) Método de inmunoaglutinacién b) Método de inmuno ensayo enzimatico.
- Métodos por separacién de carga.
1. Electroforesis.
2. Cromatografia de columna de intercambio ionico.
2.1. Cromatografia liquida de alta resolucion por intercambio idnico.
2.2. Mini 0 micro columnas de intercambio iénico.
2.2.1. Mini 0 micro columnas de intercambio ionico Alc.

2.2.2. Mini o micro columnas de intercambio iénico Al.

Todos estos métodos tienen como objetivo cuantificar la hemoglobina glucosilada presente en una

muestra, sélo que cada uno de ellos detecta o cuantifica de forma diferente las fracciones o grupos

.. . : 16
especificos de la hemoglobina que es capaz de unirse a la glucosa.
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6. FUNDAMENTO DE LA PRUEBAS GENERALES PARA LA DETERMINACION DE
GLUCOSA.

L 17
6.1. Determinacién de glucosa en suero.

El método de glucosa empleado por el sistema de quimica clinica es una adaptacion del método de la
deshidrogenasa de hexoquinasa-glucosa-6-fosfato presentado como un método de laboratorio de

clinica general por Kunst y otros. Esta técnica es mas especifica que los métodos generales de

- : o : : . 17
reduccion y proporciona resultados inferiores que los obtenidos por dichos métodos.

Principio del procedimiento: La hexoquinasa (HK) cataliza la fosforilacion de la glucosa por la adenosina-
5-trifosfato (ATP) a glucosa-6-fosfato, que se oxida entonces a 6-fosfogluconolactona por la glucosa-
6-fosfato-deshidrogenasa (G-6-PDH) con reduccién simultanea del fosfato de di nucle6tido de
nicotinamida y adenina (NADP). Un mol de NADP se reduce a un mol de NADPH por cada mol de

glucosa presente. La absorbancia debida a la NADPH (y la consiguiente concentracion de glucosa) es

medida utilizando una técnica dicromatica del punto final (340 y 383 nm).17
HK
Glucosa + ATP ».Glucosa-6-fosfato + ADP
Mg++
G-6-PDH

Glucosa-6-fosfato + NADP —, 6-fosfogluconolactona + NADPH

Intervalos de referencia
Suero: 70 — 110 mg/dl
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6.2. Determinacion de glucosa urinaria.

Las tiras reactivas para uroanalisis son bases plasticas en las que hay adheridas diversas areas reactivas

para determinar glucosa, bilirrubina, cetona, densidad, sangre, pH, proteinas, urobilinégeno, nitritos y
leucocitos.

Los resultados obtenidos por las tiras reactivas proporcionan informacion referente al metabolismo
de carbohidratos, funcion hepética y renal, balance acido-base e infecciones del tracto urinario. Las
tiras reactivas estan listas para utilizarse y son desechables. Estas pueden ser leidas visualmente
aungue existen presentaciones que pueden ser leidas instrumentalmente empleando autoanalizadores.

Las instrucciones deben seguirse correctamente, considerando los tiempos de espera para cada

parametro asi como los procedimientos de almacenaje y utilizacion. Los valores minimos detectables

. . 6
para la mayoria de las tiras se resumen en la tabla 1.

TABLA 1. Parametros minimos detectables en las tiras reactivas y su sensibilidad.

Area Reactiva Tiempo de Lectura Sensibilidad
Glucosa 30" 75-125 mg/dL
Bilirrubina 30" 0.4-0.8 mg/dL
Cetona 40" 5-10 mg/dL (Acido acetoacético)
Sangre 60" 0.015-0.062 mg/dL (Hemoglobina)
Proteina 60" 15-30 mg/dL (Albumina)
Nitritos 60" 0.06-0.1 mg/dL (lon nitrito)
Leucocitos 2' 5-15 células /dL
pH 60" 5.0-8.5
Densidad 45" 1.000-1.030

La glucosa y bilirrubina, presentan un tiempo de lectura menor (30”) mientras que el tiempo méaximo de lectura es de 2’
para los leucocitos. Los cambios de color que solo aparecen en los bordes de las zonas reactivas o después de
transcurridos méas de 2 minutos, carecen de importancia diagnostica.
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Es posible no encontrar una concordancia exacta entre el resultado determinado de manera visual

sobre las tiras y el resultado obtenido por algin método instrumental, esto puede deberse a las
diferencias inherentes entre la percepcion del ojo humano y el sistema dptico del instrumento.

Principio. La determinacion de glucosa se basa en la reaccién especifica de la glucosa-
oxidasa/peroxidasa (método GOD/POD). El ensayo no depende del pH ni del peso especifico de la
orina ni se ve afectado por la presencia de cuerpos ceténicos.

La glucosa oxidasa, cataliza la oxidacion de R-B-glucosa por oxigeno molecular formando acido
glucénico y peroxido de hidrégeno. En una segunda reaccion la enzima peroxidasa cataliza la
oxidacion de un aceptor incoloro de oxigeno (cromdégeno reducido) por el H,O, producido,

formando un producto coloreado (cromodgeno oxidado). La cantidad de producto coloreado que se

. e 6
forma es proporcional a la glucosa presente inicialmente.

GOD
Glucosa + O, — 3 ac. Gluconico + H,0,

POD
H,O, + cromdgeno reducido incoloro — 3. Cromdgeno oxidado coloreado + H,O
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6.3. Determinacién de Hemoglobina Glucosilada®’

El ensayo HAlc utilizado en el sistema de quimica clinica es un ensayo de diagnéstico in vitro para la
determinacion cuantitativa del porcentaje de hemoglobina Alc (HbAlc) en sangre total
anticoagulada. Las mediciones del porcentaje de hemoglobina Alc son Utiles en la monitorizacion a

largo plazo del control de glucosa en pacientes con diabetes mellitus.

La HbA1c es el producto de una reaccion no enzimatica entre la glucosa y la hemoglobina Al. El
eritrocito humano es libremente permeable a la glucosa, que puede combinarse no enzimaticamente
con la hemoglobina para formar HbAlc. Esta reaccion no enzimatica entre el grupo alfa-amino N-
terminal de la valina de la cadena beta de la hemoglobina y la glucosa origina primariamente una
aldimina inestable o base intermedia de Schiff (fraccion Iabil). Esta reaccion es lenta y reversible,

produciéndose a una velocidad proporcional a la concentracion de glucosa en sangre.

La aldimina intermedia experimenta posteriormente una reestructuracion de Amadori no reversible
para formar la cetoamina Xglucofrutovalina estable. Dado que la reaccion esta dirigida por la
concentracién de reactantes, el grado de glucosilacion (informado como porcentaje de HbALc) es
proporcional a la concentracion media de glucosa en sangre durante el periodo de vida circulante de
la hemoglobina en el glébulo rojo (aproximadamente 120 dias).

La utilidad de las mediciones del porcentaje de HbAlc se ha demostrado en el ensayo de control y
complicaciones de la diabetes (DCCT). Un hallazgo significativo de este estudio fue la correlacién
directa entre el control glucémico y la evolucién del paciente con respecto a las complicaciones a
largo plazo.

Los pacientes con mejor control glucémico (es decir, menor HbAlc) mostraron un prondstico
significativamente mejor con respecto a las complicaciones microvasculares, incluyendo neuropatia,
retinopatia y nefropatia.

El ensayo HA1c mide tanto la hemoglobina como la HbAlc. La medicion de HbAlc se basa en un

principio de inmunoensayo de inhibicion turbidimétrico (TINIA) y la medicién de la hemoglobina

total se basa en una modificacion de la reaccion de hematina alcalina.
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Utilizando los valores obtenidos para cada uno de estos analitos (en g/dL), el porcentaje de
hemoglobina total que se ha glucosilado se calcula e informa como porcentaje (%) de HbAlc.
El resultado final de % de HbAlc se ha estandarizado con los resultados obtenidos en el ensayo de

control y complicaciones de la diabetes (DCCT).

No es necesario el pretratamiento para eliminar la fraccién labil, ya que sélo se detecta la forma
reestructurada de Amadori de HbAlc. Este ensayo mide todas las variantes de hemoglobina

glucosilada en el N terminal de la cadena beta que se presentan epitopos idénticos al de la HbAlc.

Principio del procedimiento. Se afiade una muestra de sangre total a la primera cubeta que contiene
reactivo hemolizante. Este reactivo hemoliza los glébulos rojos y simultaneamente convierte la
hemoglobina libre en un derivado que presenta un espectro de absorbancia caracteristico.

Una alicuota de la sangre total hemolizada se transfiere de la primera cubeta a una segunda, donde se

mide, a 405 y 700 nm, la concentracién de hemoglobina total.*’

Sangre total + hemolizante_____y.Hemoglobina libore_—_y,  derivado de hemoglobina
(medida a 450 nm)

La misma alicuota de sangre total hemolizada que se ha transferido de la primera a la segunda cubeta
para la medicion de Hb también se utiliza para la medicion de HbAlc. La segunda cubeta contiene
un anticuerpo antiHbAlc en un reactivo tamponado. La HbAlc de la muestra reacciona con el
anticuerpo antiHbAlc para formar un complejo antigeno-anticuerpo soluble.

A continuacion se afiade a la cubeta un reactivo polihapteno que contiene multiples epitopos de
HbAlc. El polihapteno reacciona con el exceso de anticuerpos antiHbAlc (libres) para formar un
complejo  anticuerpo-polihapteno insoluble. La velocidad de esta reaccion se mide
turbidimétricamente a 340 nm con blanco a 700 nm y es inversamente proporcional a la

concentracion de HbAlc en la muestra.
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Hemoglobina Alc + anticuerpo anti-HbAlc 3 Complejo HbAlc- anticuerpo anti -HbAlc

Anticuerpo anti-HbAlc (exceso) + polihapteno 5, Complejo Ab/polihapteno
(absorbe a 340 nm)

Sensibilidad: La sensibilidad del método es de 0.2 g/dL. Esta sensibilidad se define como la
concentracién a dos desviaciones estandar por encima de una muestra desprovista de HbAlc como

el nivel 1 del calibrador de HbA1c (suero salino normal de 0.00g/dl) n=20.

Intervalos de referencia
Los valores esperados para individuos metabdlicamente sanos estan entre:
4.8 - 6.0 % HbAlc
Para los pacientes diabéticos se considera:
Bien controlado 6 -9 %
No controlada 9 -12%
En zona de peligro 12 — 14%

Inferior a 2.5 % exceso de tratamiento.
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7. EXAMEN GENERAL DE ORINA

El examen general de orina es una prueba muy importante en los individuos que ingresan al hospital
y muchas veces forma parte del estudio integral del paciente. Es uno de los indicadores més utiles de

salud o enfermedad.*®

Este analisis tiene dos propositos. El primero es detectar anormalidades en las que el rifion funciona
normalmente pero excreta cantidades anormales de productos metabdlicos especificos para
determinada enfermedad. El segundo proposito es detectar alteraciones que modifican el
funcionamiento de los rifiones o del aparato urinario. Los rifiones enfermos no funcionan
normalmente para regular el volumen y la composicion de los liquidos del organismo ni para

mantener la homeostasis.*®

El examen general de orina es muy Util para diagnosticar nefrosis (degeneracion del rifién sin
inflamacién); nefritis (inflamacion del rifidn), pielonefritis (infeccion bacteriana) o glomerulonefritis

(sin infeccion) y cistitis (inflamacién vesical).

En general la glucosa en orina suele aparecer cuando el nivel en sangre es superior a 180 o 200
mg/dL. El nivel en sangre, el flujo sanguineo glomerular, el indice de reabsorcion tubular y el flujo

urinario influyen en su aparicion. *°

Aunque la hiperglucemia sola no es necesariamente indicativa de diabetes mellitus, la aparicion de
glucosa en la orina se considera signo de alarma que exige someter al paciente a un estudio
diagndstico de esta afeccion. El paciente diagnosticado de diabetes mellitus presenta hiperglucemia

que comporta glucosuria cuando se supera el umbral renal para la glucosa.*®
Para los diabéticos, la ventaja de una prueba urinaria sobre la prueba hematica para la glucosa es que

es indolora y barata. Sin embargo las tiras reactivas son dificiles de interpretara niveles de
1g/dL (1%) y 2 g/dL (2%) de glucosa.*®
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Las pruebas de glucosa en orina, son generalmente Utiles para el paciente que no precisa realizar
ajustes de la dosis de insulina. En la diabetes insulinodependientes una prueba de orina negativa
puede corresponder a un amplio margen de niveles de glucosa en sangre, esto se atribuye a la gran
variacion del umbral renal para la glucosa en los diabéticos. En los diabéticos inestables, por lo tanto,

las pruebas de orina pueden ser engafiosas y se aconseja vigilar la glucosa en sangre.®

8. TOMA DE MUESTRAS
La obtencion de una muestra constituye el primer paso de toda determinacion analitica, asi como las
técnicas empleadas para la manipulacion de las muestras, desde el instante en que se ha obtenido,
hasta que se comienza el analisis en si, siguen y seguiran siendo absolutamente fundamentales, sea

cual sea la utilidad analitica.

Para que la muestra sea Gtil desde el punto de vista biologico, es necesario que sea a la vez
representativa y homogénea. Esto quiere decir que al organizar las técnicas para la toma de muestra,
conservacion de la misma y transporte desde la cabecera del lecho del paciente hasta el laboratorio,
hay que tener presentes todos los problemas relacionados con la preparacion del enfermo para los
estudios que se quieran llevar a cabo, la estabilidad de los metabolitos que se van a analizar, las
interferencias que pueden producirse en la determinacidn consecutivas a una técnica defectuosa en la
extraccion y conservacion de las muestras y las interrelaciones de todos estos aspectos con el

transporte de la muestra ya extraida hasta el laboratorio. %

8.1. Preparacion del paciente.

Los factores relacionados con el paciente que pueden afectar los resultados se pueden dividir en
aquellos que no se pueden modificar y los que pueden controlarse por medio del paciente, el
personal del laboratorio o el médico. EIl primer tipo de factores incluye la edad, el sexo, el origen
étnico, el embarazo, la fase del ciclo menstrual y su documentacion correcta al tomar la muestra para
incluirlos en la interpretacion.?*

El segundo tipo de factores sin embargo, a menudo requiere de una intervencion activa y control

para que los resultados tengan sentido.
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La tension mental (stress) o fisica puede afectar los niveles de muchos constituyentes de los liquidos

corporales.

Muchos otros metabolitos como la glucosa y el colesterol, asi como las proteinas transportadoras “la
transferrina”, junto con los factores de coagulacion y las células sanguineas pueden ser afectados por
periodos largos de tension.

Evitar el ejercicio o trabajo muscular vigoroso durante tres dias previos a la toma de una muestra. El
ejercicio méas suave, incluyendo la flexion excesiva del antebrazo antes de una puncién venosa,
provoca cambios en iones potasio, glucosa y algunas enzimas y también debe evitarse

inmediatamente antes de la toma de una muestra.?*

La situacion dietética del paciente puede ser revelante para la medicion que se vaya a efectuar. La
concentracién plasmatica de muchos de los compuestos que se miden comdnmente varia
dependiendo del tiempo transcurrido desde la Gltima comida y se requiere de un ayuno de 12 horas
para obtener una medicion e interpretacion correcta. Las variaciones en la concentracion de lipidos

después de una comida grasosa han sido especialmente bien documentados.?*

El suero sanguineo muestra una apariencia lechosa debido a la presencia de triglicéridos y
quilomicrones. Estos sueros hiperlipidémicos influyen en las mediciones y, aunque no siempre sea
factible, es recomendable tomar muestras después de un periodo de ayuno, usualmente de toda la

noche, para cualquier investigacion. !

La ingestion de etanol induce cambios en la composicion de los liquidos corporales que dependen
del tipo de bebedor que sea el paciente, ya sea que se abuse 0 que sea un bebedor fortuito, y del
lapso de tiempo que haya pasado después de la ingestion de alcohol. De particular interés son las
enzimas hepaticas, por ejemplo, fosfatasa alcalina, aspartato transaminasa, gama glutamil transferasa,

aungue, también se modifican otros componentes como glucosa, triglicéridos, urato y lactato.?

34



Marco teorico

8.2. Muestreo.

La muestra debe tomarse correctamente y bajo las condiciones mas favorables para evitar errores de
interpretacion. Por ejemplo la toma de muestras de sangre puede causar mucha ansiedad a los
pacientes, y por tanto, deben cuidarse el ambiente, la accesibilidad del material y reconfortar al
paciente durante el procedimiento.

La identificacion correcta del paciente es esencial, sin embargo, no es raro que se cometan errores.
Es importante etiquetar cada muestra inmediatamente en presencia del paciente con informacién
suficiente para evitar confusion con otras muestras.

El tipo de muestra para una investigacion debe recogerse con cuidado. Una muestra de sangre puede
ser de sangre arterial, venosa o capilar; los resultados de algunas cantidades difieren dependiendo del

tipo de muestra tomada.?*

Como muchas de las situaciones mencionadas varian dependiendo de la caracteristica a observar, se
debe verificar que el paciente haya seguido las instrucciones adecuadamente antes de tomar la

muestra. Cualquier comportamiento distinto debe quedar registrado en la solicitud.?*

8.3. Sangre

La sangre es el fluido corporal mas utilizado con fines analiticos. Los tres procedimientos habituales
para obtener sangre son: 1) puncién cuténea; 2) puncion venosay 3) puncion arterial.

La técnica utilizada para la obtencion de muestras de sangre es fundamental para mantener su
integridad. En cualquier caso, la sangre arterial y venosa se diferencia en algunos aspectos que deben
ser tomados en cuenta.

La sangre, oxigenada por el pulmon, es bombeada por el corazon hacia todos los érganos y tejidos
para cubrir las necesidades metabdlicas.

Esta sangre arterial tiene una composicion practicamente uniforme en todo el organismo. Por el
contrario, la composicion de la sangre venosa varia segun la actividad metabdlica del 6rgano o tejido
perfundido, por lo que el punto en que se extrae la muestra puede influir en la composicion de la
sangre venosa. La sangre venosa tiene menos oxigeno que la arterial, pero también se diferencia de

ésta por su pH, su concentracion de dioxido de carbono y su hematocrito.
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A veces varfan también las concentraciones de glucosa, 4cido lactico, cloro y amonio.*®

La sangre obtenida por puncion de la piel, que a veces se denomina incorrectamente sangre capilar,
es una mezcla de sangre procedente de arteriolas, vénulas y capilares y, por tanto, es en parte
arterial y en parte venosa. El aumento de presion en las arteriolas hace que la muestra sea mas rica en

sangre arterial. La sangre de puncion cutanea también contiene liquido intersticial e intracelular.

8.4. Puncidn venosa

La relativa facilidad con que se obtiene la sangre venosa hace de esta técnica el principal método de
obtencion de sangre en los laboratorios de analisis clinicos. Otra ventaja importante es que la mayoria
de las sustancias analizadas se encuentran presentes en forma soluble o dispersas de forma
homogénea. Sin embargo, hay que considerar varias fuentes de posibles errores que se presentan

durante la preparacion del sujeto para la venopuncién.®

La venopuncién se realiza con agujas conectadas a tubos de ensayo de vidrio con un vacio
determinado. Los tapones tienen un cdédigo de colores que permite distinguir si el tubo contiene un
determinado anticoagulante (heparina, oxalato, citrato o sales del acido etilendiaminotetracético

EDTA). Los tubos también pueden ser estériles 0 no y hallarse cubiertos o no de silicona.

A partir de la sangre sin anticoagulante se obtiene suero; si la sangre contiene anticoagulante, se

obtiene plasma. Del plasma forma parte el fibrindgeno, sustancia de la que carece el suero.

La heparina, en forma de sal de litio, es un anticoagulante eficaz en pequefias cantidades. No tiene
efectos significativos en muchas determinaciones y es el anticoagulante universal ideal para la sangre.
Para las determinaciones de glucosa se puede afadir fluoruros a la heparina. Estas sales inhiben la
glucolisis de los hematies, que de otro modo podrian destruir la glucosa a una velocidad aproximada

de un 5% por hora.*®
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Cuando existe contaminacion bacteriana de las muestras de sangre, la inhibicién de la glucélisis por
fluoruro no resulta eficaz para conservar la concentracion de glucosa. Por otra parte, la separacién
inmediata del plasma o del suero de las células es importante para obtener una muestra adecuada en

la mayoria de las determinaciones quimicas.

Existen tubos separadores de suero que se emplean para obtener suero a partir de la sangre total.

Un tubo de vidrio al vacio sirve como sistema cerrado tanto para la recogida como para el
procesamiento de la muestra de sangre. Durante el centrifugado, la sangre se hace pasar por un filtro
de gel de silice localizado en la base del tubo, que modifica temporalmente su viscosidad. El peso
especifico del gel es intermedio entre el de los hematies y el del suero, de forma que el gel va
subiendo y se sitla entre los hematies alojados en el fondo y la capa superior de suero. Finalmente se

endurece y forma una barrera inerte.*®

Las ventajas de los tubos separadores de suero son: 1) su facil manejo; 2) un tiempo de
procesamiento mas corto por la actividad del coagulo; 3) obtencién de una mayor cantidad de suero;
4) posibilidad de proceder a la centrifugacion en una sola fase; 5) la utilizacion del mismo tubo en el

que se ha extraido la muestra, 6) un facil etiquetado.

8.4.1. Técnica de la puncién venosa.®
1.- Se verifica que las etiquetas coincidan con las solicitudes de laboratorio.

2.- Se identifica al paciente. Si el paciente esta consciente, hay que preguntarle su nombre completoy
su fecha de nacimiento. Si se encuentra inconsciente, debe verificarse a través de una enfermera, un
familiar o un acompanfante.

En los casos urgentes hay que identificar al paciente en el momento de la extraccion de la sangre. Si
se desconoce su identidad, debe asignarsele una identificacion temporal. No hay que extraer muestra

alguna sin identificar adecuadamente al paciente.
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3.- Si se solicita una muestra en ayunas, debe comprobarse que efectivamente el paciente no ha

ingerido alimentos.

4.- Hay que dirigirse al paciente e informarle sobre el procedimiento a que va a ser sometido. Se debe

tranquilizar, eliminando en lo posible su tension.

5.- Se ha de colocar adecuadamente al paciente, segun éste se encuentre sentado o en decubito

prono, para tener acceso facil y cdmodo a la fosa ante cubital.

6.- Hay que preparar todo el material incluidos los tubos para recogida de la muestra, el torniquete,
los objetos que se emplean para limpiar la piel, las jeringas, cuando sea necesario, la aguja estéril para

extraccion de sangre y el dispositivo utilizado para fijar la aguja al tubo de extraccién al vacio .

7.- Se solicita al paciente que cierre el pufio para que las venas resulten mas palpables.

8.- Se selecciona una vena adecuada para la puncion. Se prefieren las venas de la fosa ante cubital, en
particular la cubital internay la cefalica. También pueden utilizarse las venas de la mufieca, el tobillo y
la mano. Si existiera ya un catéter intravenoso en un brazo, se utilizard el otro para la extraccion de la

muestra.

9.- Se limpia la zona de la venopuncién con una torunda mojada en solucion de alcohol etilico al
70% o yodoporidona al 1%. Se comienza en el punto de la puncién y se prosigue la limpieza hacia
fuera siguiendo un movimiento en espiral. Se deja que la zona se seque y no se toca con ningun

objeto que no haya sido esterilizado previamente.

10.- Se aplica un torniquete varios centimetros por encima de la zona de puncién. No hay que dejar

nunca el torniquete mas de un minuto.
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11.- Se fija firmemente la vena tanto por encima como por debajo del lugar de puncion con ayuda de

los dedos pulgar y medio o indice y pulgar.

12.- Se realiza la venopuncion.

a) Se penetra a través de la piel con la aguja (calibre 21G x 38 mm 6 0.8 x 38 mm) formando un
angulo de aproximadamente 15 grados con el brazo y con el bisel hacia arriba. Se sigue la direccion
de la vena con la aguja.

b) Se introduce la aguja con suavidad pero con la suficiente rapidez para reducir las molestias del
paciente. No hay que “enterrar” la aguja.

¢) Si se utiliza una jeringa, se tira hacia atras del émbolo, con tensién lenta y uniforme a medida que
la sangre va fluyendo en su interior: No debe realizarse este movimiento con excesiva rapidez, ya que
podria hemolizarse la sangre o colapsarse la vena.

d) Si se utiliza un tubo al vacio, en cuanto la aguja haya penetrado en la vena, se dirigira el tubo todo
lo posible hacia delante en el dispositivo de sujecion. Al mismo tiempo se sujeta tenuemente la aguja
en su lugar. Una vez que se haya llenado el tubo, se retira, cogiéndolo por su extremo y tirando
suavemente de él.

13.- Cuando la sangre tiende a fluir, se suelta el torniquete.

14.- Una vez que se haya extraido toda la muestra, hay que indicar al paciente que relaje el pufio y que
no bombee con la mano.
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Toma de una muestra de sangre

FIG.6. PUNCION VENOSA. La muestra sanguinea se obtiene aplicando un torniquete varios centimetros por encima
de la puncién, se selecciona la vena y se procede a puncionar, cuando la sangre fluye el torniquete es retirado.

15.- Se coloca suavemente sobre el punto de la puncion una bola de algodon estéril. Se extrae la aguja

y a continuacidn se ejerce presion sobre la zona.

16.- Se venda el brazo. En general es suficiente una tira de tela adhesiva sobre la bola de algoddn

para detener la hemorragia.
17.- Se mezclan los tubos con anticoagulante. Si la muestra ha sido extraida con jeringa, se transferira
la sangre a los tubos correspondientes tomando las debidas precauciones para evitar la hemdlisis de

las muestras. Se seguiran las instrucciones especiales de manejo si las hubiere.

18.- Se comprobara el estado del paciente; se verificara, por ejemplo si se ha mareado y si la

hemorragia esta controlada.

19.- Se elimina el material contaminado; agujas, jeringas, algodones, etc.
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20.- Se marcan las etiquetas y se registra la hora en que se extrajeron las muestras.

21.- Se envian los tubos de sangre para su analisis a los correspondientes departamentos del
laboratorio. Si es preciso se hace constar la hora en el impreso de solicitud.

8.5. Orina.

La obtencion y conservacion de orina con fines analiticos debe efectuarse mediante un
procedimiento cuidadosamente preestablecido para que los resultados sean validos. Las pruebas
analiticas de orina se diferencian generalmente en tres categorias: quimicas, bacteriologicas y de

examen microscopico.

Es posible obtener la muestra para el examen general de orina clasico en cualquier momento, pero la
primera muestra de la mafiana, la de ayuno o las programadas deben recolectarse en momentos
especificos del dia. La preparacion del paciente varia con el tipo de muestra requerida y la capacidad
del paciente para cooperar con la recoleccion.

Para obtener buenos resultados, es muy importante dar instrucciones claras al paciente y valorar si ha
comprendido. Ademas, es necesario investigar los patrones habituales de miccidn del paciente y

alentarlo para que ingiera liquidos, a menos que exista una contraindicacion.

Determine si existen factores que interfieran: que el paciente no pueda seguir las instrucciones para
la recoleccion, que no haya ingerido suficientes liquidos, que tome ciertos medicamentos o que utilice
farmacos o drogas. Los alimentos contraindicados y en algin caso cualquier tipo de alimento, alteran

resultados de la prueba.®
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8.5.1. Tipo de muestra.

-Muestra aleatoria de orina.®

La mayoria de las pruebas se realizan en una sola muestra aleatoria de orina reciente. Debido a que la
composicion de la orina cambia a lo largo del dia, el momento en que la muestra se recolecta influye
sobre los resultados. La orina de la mafiana es esencialmente util, ya que suele ser mas concentrada y,

por lo tanto, es mas probable que revele anormalidades y la presencia de sustancias.

También esta relativamente libre de las influencias de la dieta y de los cambios que se producen por
la actividad fisica, ya que se recolecta después de un periodo de ayuno y reposo. Debido a que en el
examen general de orina se mide la concentracidn de las sustancias, los resultados varian con la hora

del dia en que se recolecta la muestra.

-Muestra de largo plazo o de 24 hrs.'8

En algunas enfermedades se necesita una muestra de orina programada o de 24 h para estudiar en
forma precisa el funcionamiento de los rifiones. El rifidn no excreta las sustancias a la misma
velocidad ni en las mismas cantidades durante las diferentes horas del dia y la noche; por lo tanto una
muestra de orina tomada al azar no siempre proporciona un cuadro preciso del proceso que se lleva a
cabo durante las 24 h.

Para esto, la orina debe colocarse en un recipiente adecuado afiadiéndole conservador,

manteniéndola refrigerada, 0 ambas cosas.

8.5.2. Técnicas habituales de recoleccion.®

Existen ciertas consideraciones importantes que hay que recordar al recoger una muestra de orina
para su estudio. Si se siguen las normas indicadas, es menos probable que se produzcan errores en la
interpretacion de los resultados. Hay que darle al paciente instrucciones escritas para la recoleccion

de todas las muestras de orina.
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8.5.3. Obtenciéon de una muestra limpia a mitad de la miccién.*®

8.5.3.1. Varon.

1.- En el varon debe exponerse adecuadamente el glande. Limpiarse completamente con una
solucién antiséptica suave y secarlo. En el vardn incircunciso se retrae el prepucio para evitar la

contaminacion con restos que hayan quedado debajo, y se limpia completamente toda la zona.

2.- Se recoge la orina de la fase media de la emision en un frasco estéril, una vez desechado el flujo

inicial.

8.5.3.2. Mujer.
1.- Si se trata de una mujer, se le pide que se acuclille o arrodille sobre un orinal 0 que se mantenga
en pie sobre éste. Aunque la paciente puede recoger su propia orina en buenas condiciones, si recibe

ayuda las probabilidades de contaminacion seran menores.

2.- Ella o la enfermera separaran, usando guantes estériles, los labios menores (a fin de exponer el

orificio uretral) y los mantendran separados durante toda la operacién.

3.- Se limpiara cada lado del meato urinario con torundas jabonosas, enjuagando después con

torundas estériles empapadas en agua.

4.-Se debe instruir a la paciente para que emita la miccion con fuerza, desechando el chorro inicial y

manteniendo siempre separados los labios.

5.- Se recoge entonces el chorro miccional en un frasco estéril, sin permitir que este entre en
contacto con el periné. Es preciso recoger unos 30 a 100 ml de orina. Después se permite la
aproximacion de los labios y la continuacion de la miccion.

6. — Si existe la posibilidad de que la muestra esté contaminada con secrecion o flujo menstrual, se
debe tomar otra muestra limpia. Puede ser necesario taponar la vagina o emplear un tampén en

ciertos casos, es especial si el estudio del sedimento urinario resulta critico.
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8.5.3.3. Lactantes y nifios.
Las muestras de lactantes y nifios pequerios se recolectan en una bolsa adherible, que se coloca al
rededor del area perinatal o del pene y asi el nifio orina directamente en la bolsa: posteriormente se

retira con cuidado y la orina se transfiere a un recipiente adecuado.

8.5.3.4. Pacientes con sonda
Si se toma una muestra a través de una sonda de permanencia, ésta se debe pinzar durante 15 min. La
salida de la sonda se limpia con una solucion antiséptica antes de aspirar la muestra de orina con

agujay jeringa.

8.5.4. Recolecci6n de orina de 24 h.8
1.- Al principio de la recoleccién programada, se pide al paciente que orine. Esta primera muestra se

descarta y se anota la hora.

2.- En el recipiente se coloca una etiqueta con la hora en al que comienza la pruebay la hora en que
debe terminar. Como recordatorio, en ocasiones es Util poner una sefial en el inodoro “recoleccion

de 24 h”, con la hora de inicio y terminacion.

3.- Toda la orina excretada en las siguientes 24 h se debe recolectar en algun recipiente grande
(generalmente de vidrio o polietileno) que se rotula con el nombre del paciente, el horario de

recoleccion, la prueba ordenada y demas datos pertinentes.

4.- Para concluir la recoleccion, el paciente debe orinar 24 h después de su primera miccion. La orina

de esta Gltima miccién se afiade a la muestra.
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9. CONSERVACION DE LAS MUESTRAS.*®

Las muestras de orina deben ser recogidas en un recipiente limpio y seco, y examinarse recién
evacuada, dentro de las dos primeras horas. Si el analisis ha de retrasarse, las muestras de orina
pueden ser refrigeradas o conservadas. En la orina que ha permanecido durante varias horas a la
temperatura ambiente, los eritrocitos, leucocitos y cilindros de descomponen. En las orinas
hipotonicas y alcalinas desaparecen rapidamente.

Empleando buenas técnicas de recoleccidn, Kierkegaard (1980) demostré una perdida del 35% de los
neutrofilos al efectuar los recuentos, como promedio, 1.4 h después de la emision y de nuevo a las
4.5 h de ésta. La bilirrubina y el urobilindgeno disminuyen, sobre todo si existe exposicion a la luz.
Las células y las bacterias presentes utilizan la glucosa; por su parte, las cetonas son también
utilizadas o se volatilizan. Otro problema es la contaminacién bacteriana, que da lugar a una
alcalinizacion de la orina como resultado de la degradacion de la urea en amoniaco por las especies
de Proteus. Con la perdida de CO, el pH se eleva.

Se produce una turbidez secundaria a la multiplicacion bacteriana y a la precipitacion alcalina. El
color cambia (en general se hace mas oscuro) y el olor termina por hacerse hediondo. Sin embargo si
hay una elevada cantidad de glucosa, las bacterias y las levaduras la convertiran en alcohol y &cidosy
el pH descendera.

Deben estudiarse muestras recientes de orina, escogidas al azar, dentro de las dos primeras horas

después de la miccion o bien refrigerarse la orina y estudiarla tan pronto como sea posible.

Si la muestra no se refrigera dentro de la primera hora después de la recoleccion, se producen los
cambios siguientes en la composicion.
a. Las bacterias en la orina “rompen” la urea, convirtiéndola en amoniaco, con lo que se
alcaliniza la orina.
b. Los cilindros urinarios suelen descomponerse después de varias horas.
c. Los eritrocitos son lisados por la orina hipotdnica.

Un pH demasiado alto o demasiado bajo altera los componentes celulares.
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Tanto la materia fecal como las secreciones vaginales y la sangre menstrual contaminan la muestrade

orina. Es necesario obtener una muestra limpia.

9.1. MUESTRA URINARIA.*

9.1.1. Refrigeracion.

Si se prevé retraso, el laboratorio debe insistir en que las muestras sean refrigeradas (4° C) antes de
ser enviadas. Incluso a las temperaturas de refrigeracion se pierden algunas células.

En general, muchas de las sustancias para determinacion quimica cualitativa o cuantitativa, asi como
las células y cilindros, se conservan mejor cuando la refrigeracion va acompafiada de un pH &cido

(alrededor de 6) sin empleo de conservadores.

Las determinaciones cuantitativas de creatinina y proteinas se realizan en muestras de 24 horas
mantenidas en refrigeracion durante la recogida y sin afiadir conservadores. Pueden obtenerse

resultados fiables cuando una muestra fresca ha sido apropiadamente refrigerada hasta 48 horas.

Las temperaturas que se suelen emplear son 4° C (nevera), -5 a -20° C (congelador), -70° C (hielo
seco) y -142° C (nitrégeno liquido).

9.1.2. Congelacion.

Es util para tratar alicuotas de la orina que se van a usar para pruebas quimicas cuantitativas. La
congelacion (5° C o menos) puede ayudar a retrasar la pérdida de sustancias labiles como el
urobilindgeno, la bilirrubina y el porfobilindégeno, aunque no de forma total.

Los pigmentos fotosensibles se conservan en recipientes de color oscuro. Las partes congeladas para
pruebas quimicas pueden ser enviadas en recipientes especiales y hielo seco. Al descongelarlas,
presentan a veces una cierta turbidez que no desaparece (posiblemente proteinas coloidales) y puede
dar lugar a problemas en los analisis. La congelacion-desecacion no es un método de conservacion
tan recomendable como la congelacion, cuando se trata de analizar hormonas y otros componentes

de la orina.
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9.1.3. Conservadores quimicos.

Los conservadores que se utilizan para las muestras de orina dependen de la sustancia que va a ser
analizada y del método que se ha de utilizar. En general, los conservadores actian como agentes
antibacterianos y antimicéticos.

Los acidos minerales y el acido ascorbico hacen que descienda el pH. El acido bérico inhibe la
multiplicacién bacteriana. El acido benzoico, los fenoles, el timol, el tolueno, el cloroformo, el
formol y los compuestos de mercurio se han empleado para evitar el crecimiento bacteriano o

conservar las células.

9.1.3.1. Fluoruro sédico. La glucosa de las muestras de orina de 24 h se conserva, tradicionalmente,
afiadiendo fluoruro sodico para inhibir la glucdlisis originada por las células y bacterias. El fluoruro
sodico no afecta las levaduras (C. albicans), por lo que la glucosa puede ser convertida en alcohol. Se
utilizan alrededor de 0.5 g de fluoruro sédico para cada envase de 3a4 |I.

Este compuesto inhibe el reactivo que se utiliza en las tiras para analisis de glucosa (si se emplean
estas para deteccidn), pero a niveles bajos no interfieren con la prueba de la hexocinasa u otras
pruebas cuantitativas. No inhibe la prueba cualitativa de la reduccion de cobre, que puede utilizarse
como prueba preliminar para ver si son necesarias diluciones. La xilosa urinaria puede conservarse

también mediante la adicién de fluoruro sédico.

9.1.3.2. Tabletas conservadoras. Las tabletas conservadoras que se utilizan para el transporte de
orina destinada a analisis habituales, conservan la glucosa y otros componentes mediante liberacién
de formol; también contienen benzoato y mercurio, y tienen una reaccion acida.

Se utiliza una tableta de 95 mg por cada 20 ml de orina. A esta concentracién, el formol no reacciona
en la prueba de reduccion del cobre y el conservador, utilizado de forma adecuada, no interfiere con

los reactivos habituales de las pruebas de tira. El peso especifico puede aumentar ligeramente (0.002)

9.1.3.3. Acido bodrico. El acido borico, 1 g/dL,; es util para muchas hormonas y otras sustancias; con

él pueden enviarse muchas alicuotas de orina a laboratorios de referencia.
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El estriol y los estrogenos se conservan durante 7 dias. También es posible afiadir cido bérico al
envase de recogida de la muestra.

En el transporte de orina para cultivo, se utiliza una solucién de 0.5 ml de acido glicocerobérico con
un tampon de formato sédico que tiene la finalidad de estabilizar la poblacion bacteriana durante 24

h sin refrigeracion en tubos estériles de 5 ml en vacio.

9.1.3.4. Ajuste del pH. Un pH muy bajo (<3) evita el crecimiento bacteriano y estabiliza sustancias
como las catecolaminas, VMA o 5-HIAA. Para conseguir un pH de 1 a 2 se afiaden 30ml de HCI 6N
(HCI concentrado y agua a partes iguales) en un envase de plastico o vidrio de 3 a 4 | y se etiqueta

adecuadamente.

No es recomendable utilizar acido acético. Para analisis de aminoacidos es deseable que el pH sea de
3, lo que se consigue con HCI. Antes de transportar o enviar alicuotas de muestra de orina
acidificadas, debe utilizarse, para comprobar el pH, un papel indicador de pH de escaso margen. Para
la determinacion de porfirinas, porfobilinégeno y 4acido  d-aminolevulinico en orina de 24
horas, se ajusta si es necesario, a un pH de 6 a 7 con acido acético o carbonato sédico. Son
preferibles los envases oscuros. La orina ha de ser refrigerada a medida que se recogen las muestras.

Partes alicuotas pueden refrigerarse o congelarse.

9.1.4. Conservadores citolégicos.
La orina para evaluacion de células tumorales suele recogerse en un volumen igual de alcohol al 50%.
Alternativamente, puede mezclarse en volimenes iguales de fijador Saccomanno o Mucolexx. La

orina no fijada debe ser inmediatamente refrigerada en cuanto se evacua.
9.2. MUESTRA SANGUINEA #

Sangre entera. La sangre no centrifugada que se deja a temperatura ambiente hasta que coagula

muestra un promedio de disminucion de glucosa sérica de 7% en una hora. Un estudio mas reciente
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mostrd disminuciones medias de los valores de glucosa plasmatica de muestras de sangre
heparinizada dejadas a temperatura ambiente durante periodos variables antes de la separacion del
plasma, de 6 % aproximadamente (5 minutos), 9% (30 minutos), 12 % (1 hora), 16% (2 horas) y 40%
(4 horas).

9.2.1. Separacion rapida de sangre entera.

Como el suero y el plasma no contienen actividad glucolitica, la sangre se separa no mas de 30
minutos después de obtener la muestra. Se acepta generalmente que los valores de glucosa obtenidos
del analisis de muestras de suero o plasma en adultos tienen un promedio solo 10% menor que la
concentracién original. El nivel de glucosa no cambia en plasma o suero no hemolizado libre de
células durante varias horas por lo menos a temperatura ambiente y 24 horas después de ser

refrigerado. >

A diferencia de la adicion de sales, este procedimiento no limita los tipos de analisis que pueden
hacerse en la muestra, pero es incomodo y su éxito depende de que una persona experta en la

materia se asegure de que la muestra se entregue rapidamente al laboratorio.

9.2.2. Adicidn de fluoruro de sodio (NaF).

El requerimiento de separacion del material celular dentro de un plazo de 30 minutos puede evitarse
si NaF (2.5 mg/ml de sangre) se mezcla con la sangre cuando se toma la muestra. Impide la
coagulacion e inhibe la glucdlisis de células sanguineas. A consecuencia de este Gltimo efecto, el valor
plasmatico de glucosa no cambia aunque la sangre se deje 24 horas a temperatura ambiente antes de

la separacion.??
A pesar de la comodidad y lo que es mas importante la prevencion de errores que permite el uso de

NaF, este procedimiento también tiene sus inconvenientes:

1) Aumento del contenido de sodio.
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2) Pérdida de calcio por precipitacion de CaF,.
3) Introduccién de un inhibidor potencial de la ureasa (lon fluoruro)
En general se requiere una muestra de sangre por separado solo para el anélisis de la glucosa si se usa

NaF como preservativo.??

9.2.3. Enfriamiento de la muestra.

Disminuyendo la temperatura de la muestra sanguinea entre 0-4° C se reduce drésticamente el indice
de glucolisis por las células. Tedricamente el indice se reduce a la mitad con cada 10° C de
disminucion por debajo de 37° C. El enfriamiento sobre hielo disminuye el consumo de glucosa6 a9
veces en muestras sanguineas de adultos y recién nacidos y estabiliza adecuadamente la glucosa
sanguinea para 4 horas de conservacion.??

Se han publicado conceptos contradictorios con respecto a la efectividad del enfriamiento para la
preservacion de glucosa en sangre excretada. El enfriamiento estabilizo la glucosa plasmatica durante
4 horas en muestras de adultos y recién nacidos. Las concentraciones de sodio, calcio, ureay cloruro

no cambiaron mayormente después de 4 horas de enfriamiento.??
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10. MATERIAL Y METODOS.
Material
Agujas. (Calibre 21G x 38 mm 6 0.8 x 38 mm)
Algodon esteril.
Alcohol etilico al 70%
Tubos vacutainer para quimica sanguinea (tapon rojo).
Tubos vacutainer para biometria hematica (tapon lila).
Pipetas Pasteur.
Tubos de vidrio de 13 X 100 mm.
Gradilla.
Cartuchos de reactivo para determinacién de glucosa sérica.

Cartuchos de reactivo para determinacion de hemoglobina glucosilada.

Equipo

Analizador de quimica Dimension AR

Tiras de ensayo para orina COMBURTEST M
Centrifuga (HERMLE Z400)
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10.1.- METODOLOGIA

10.1.1.- Determinacion de glucosa sérica.

Se tomaron muestras sanguineas de pacientes por puncion venosa en un tubo de quimica sanguinea
(tapdn rojo), se dejo que la muestra coagulara. Enseguida se centrifugd la muestra a 3000 rpm
durante cinco minutos. Posteriormente se colocaron 500 ml de suero en una de las copillas
previamente identificadas.

Se realiz0 la programacion de la muestra, paciente y estudio (glucosa sérica) en el equipo
DIMENSION AR; el equipo antes de comenzar la rutina de trabajo debié de ser calibrado (VER
ANEXO). Se colocd la copilla que contiene el suero del paciente programado en la posicion asignada
por el equipo.

Automaticamente el equipo realizé mezcla y dilucién para la medicién de la prueba. EI método
utilizado por el equipo es el de Hexoquinasa y glucosa -6-fosfato.

La absorbancia fue medida por la técnica bicromica del punto final, entre 340 y 383 nm.

El equipo realizo la impresion del resultado y reportado en mg/dL.
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Previo ocho horas de ayuno, los pacientes se
presentaron para la realizacion de los examenes de
laboratorio indicados por su medico tratante.

Se tomd una muestra sanguinea por puncién venosa al
paciente, en tubo de quimica sanguinea (tapdn rojo)

La muestra fue centrifugada a 3000 rpm durante cinco
minutos. Se colocé a 500m de suero en una de las
copillas.

Se realizé la programacién del paciente y estudio a
realizar (glucosa) en el equipo DIMENSION AR

Se ooloco la copilla con suero del paciente en la
posicion asignada por el equipo.

El equipo realizd la mezcla y dilucion automética
para la medicion de la prueba mediante el método
de hexoquinasa y glucosa-6- fosfato.

La absorbancia fue medida mediante la técnica
bicromica del punto final entre 340 y 383 nm.

El resultado fue impreso y reportado en mg/dL.

Fig. 7. Procedimiento para determinacion de Glucosa sérica
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10.1.2.- Determinacion de hemoglobina glucosilada
Se tomoO la muestra sanguinea por puncion venosa, el tubo utilizado fue el de biometria hematica
(tapon lila). Se realizé la programacion del paciente y estudio a realizar (Hb. glucosilada), en el equipo
DIMENSION AR, previa calibracion. (VER ANEXO). Homogenizamos la muestra y adicionamos
500 m de esta en la copilla previamente identificada. La copilla fue colocada en la posicion asignada.
El equipo realizo la determinacion de la siguiente forma:
a) Afade una muestra de sangre total a la primera cubeta, la cual contiene reactivo
hemolizante.
b) Hemoliza los gl6bulos rojos, convirtiendo la hemoglobina libre en un derivado el cual tiene una
absorbancia caracteristica.
¢) Una alicuota de sangre hemolizada es transferida de la primera a la segunda cubeta.
d) Mide la hemoglobina total a 405y 700 nm.
e) En esa misma cubeta (segunda) se realiza la medicion de la hemoglobina glucosilada, debido a
gue contiene un anticuerpo antiHbAlc.
f) La Hemoglobina glucosilada reacciona con el anticuerpo antiHbAlc formando un complejo
antigeno-anticuerpo soluble.
g) Anade a la cubeta reactivo polihapteno que reacciona con el exceso de anticuerpo antiHbAlc
libre, formando un complejo anticuerpo-polihapteno insoluble.
h) Mide la velocidad de reaccion turbidimétricamente a 340 nm con blanco a 700 nm.

i) Imprime el resultado reportado en porcentaje (%).
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Se tomd una muestra sanguinea por puncion venosa al paciente, en tubo de biometria
hematica (tapon lila)

Realizamos la programacion del paciente y estudio (Hb. gluc) en el equipo DIMENSION AR

Se homogenizé la muestra y se adicionaron 500pl a la copilla, esta es colocada en la posicion
asignada por el equipo.

El equipo realiz6 la determinacion como sigue:

Se afade una muestra de sangre total a la primera cubeta, que contiene reactivo hemolizante.

Se hemolizan los gl6ébulos rojos convirtiendo la Hb libre en un derivado con absorbancia
caracteristica.

Una alicuota de sangre hemolizada se transfiere de la primera a la segunda cubeta.

Se mide la Hb total a 405 y 700 nm.

En esa misma cubeta se realiza la medicion de Hb glucosilada ya que contiene un anticuerpo
antiHbAlc.

La Hb glucosilada reacciona con el anticuerpo antiHbA1c formando un complejo antigeno-
anticuerpo soluble

Afade a la cubeta reactivo polihapteno que reacciona con el exceso de anticuerpo anti HbA1c
libres, formando un complejo anticuerpo-polihapteno insoluble.

Se mide la velocidad de reaccion turbidimétricamente a 340 nm con blanco a 700 nm.

El resultado esimpreso y reportado en porcentaje (%)

Fig.8 Procedimiento para determinacion de Hb glucosilada
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10.1.3.- Determinacion de glucosa urinaria.

Previa indicacién, se pidio al paciente que recolecte la orina de la mafiana. Si la muestra no es
procesada inmediatamente, se deberdn tomar en cuenta las condiciones para su conservacion.
Homogenizamos la muestra y se procedié a tomar una muestra de orina y colocarla en un tubo
debidamente identificado. Se determiné la glucosa urinaria, introduciendo la tira reactiva al tubo de
ensayo, evitando que esta permaneciera por mas de un segundo dentro del tubo. Se realizé la lectura
de la tira, transcurridos 30 segundos. Se compard la tira con la tabla de color marcada en el empaque.
Se report0 la presencia de glucosa por cruces:

0-50mg/dl  NEGATIVO

50 - 100 mg/dl (+)

100 — 300 mg/Zdl  (++)

300 - 1000 mg/dl  (+++)
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Se pidio al paciente que recolecte la primera orina de la
mariana.

Homogenizamos y tomamos una fraccion de la muestra
que se coloca en un tubo de ensayo.

Se determind la glucosa urinaria, introduciendo la tira reactiva al
tubo de ensayo.
Evitar que permanezca la tira no mas de 1 segundo dentro del
tubo.

Realizamos la lectura de la tira reactiva transcurrido 30",
comparando con la tabla de color marcada en el empaque
de las tiras.

Se reporto la presencia de glucosa por cruces, es decir:
0a50 (negativo), 50 a 100 (+), 100 a 300 (++) y de 300 a
1000 (+++)

Fig. 9 Procedimiento para determinacion de Glucosa urinaria
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11.- RESULTADOS

Se analizan 54 pacientes, los cuales han sido diagnosticados con anterioridad como pacientes

diabéticos. Estos resultados abarcan de Enero a Marzo de 2006, los pacientes fueron elegidos

tomando en cuenta los estudios solicitados por el médico, es decir, solo aquellos a los que se les

requirié Quimica Sanguinea, Examen General de Orina y Hemoglobina Glucosilada.

Los resultados obtenidos fueron los siguientes:

TABLA 2. Resultados de glucosas séricas, urinarias y hemoglobina glucosilada de 54 pacientes

diabéticos del Hospital Regional Ecatepec.

PACIENTE GLUCOSA SERICA HB. GLUCOSILADA GLUCOSA URINARIA
(mg /dL) (%) (H)*
1 181 8.7 ++
2 142 6.6 ++
3 211 9.1 +++
4 246 11.0 +++
5 154 6.7 s/m
6 176 6.3 -
7 108 7.1 +
8 82 7.7 -
9 126 8.0 -
10 271 7.6 +++
11 221 9.4 s/m
12 239 8.3 s/m
13 277 115 s/m
14 389 12.6 +++
15 207 8.1 +++
16 98 6.1 s/m
17 102 6.1 -
18 341 114 +++
19 211 8.3 s/m
20 94 6.1 -
21 166 9.2 +++
22 103 6.7 -
23 187 8.9 +++
24 108 7.2 -
25 80 8.3 -
26 114 8.8 +++
27 74 6.5 -
28 93 6.2 -
29 186 7.0 +++
30 101 6.9 -
31 115 10.2 +++
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Continua tabla 2

PACIENTE GLUCOSA SERICA HB. GLUCOSILADA GLUCOSA URINARIA
(mg /dL) (%) (+H)*
32 73 18.1 -
33 68 7.6 +
34 101 7.8 -
35 115 75 s/m
36 297 10.7 +++
37 176 9.9 +++
38 99 6.9 -
39 261 10.5 +++
40 224 7.8 +++
41 130 6.0 -
42 86 6.5 -
43 56 6.0 -
44 92 7.3 -
45 71 7.1 -
46 93 6.9 s/m
47 169 6.6 -
48 124 9.4 -
49 275 8.6 ++
50 103 6.0 s/m
51 154 7.3 -
52 100 6.4 -
53 158 6.5 +++
54 159 8.2 ++

*0 a 50 mg/dl (negativo), 50 a 100mg/dl (+), 100 a 300mg/dl (++) y de 300 a 1000mg/dl (+++)
s/m = SIN MUESTRA DE ORINA. La ausencia de muestra se debido a dos causas: que la paciente se encontraba

menstruando o por olvido de esta.
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FIG. 10. EVALUACION DE LA CONCENTRACION DE GLUCOSA SERICA EN DIFERENTES PACIENTES
DEL HOSPITAL REGIONAL ECATEPEC. En este grafico se puede observar que de un total de 54 pacientes el
59.25% de estos se encuentran por encima de los valores de referencia.
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FIG. 11. VALORACION DE LA CONCENTRACION DE GLUCOSA URINARIA EN PACIENTES
DIABETICOS DEL HOSPITAL REGIONAL ECATEPEC Los valores graficados en esta tabla fueron obtenidos
convirtiendo los valores obtenidos en cruces a mg/dl, segln el valor correspondiente;
(+) =75mg/dl
(++) =200 mg/dl
(+++)=650 mg/dl
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FIG. 12. COMPARACION DE LAS DIFERENTES CONCENTRACIONES DE HEMOGLOBINA
GLUCOSILADA (%) EN PACIENTES CON DIABETES MELLITUS TIPO Il. El 75.9% de los pacientes aqui
presentados, se encontraron con una hemoglobina glucosilada dentro del rango de referencia establecido.
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FIG. 13. GRAFICA DISPERSA DE DATOS DE GLUCOSA SERICA (mg/dl) Y HB. GLUCOSILADA PARA 54
PACIENTES CON DIABETES MELLITUS TIPO Il, CON UN COEFICIENTE DE CORRELACION DE 0.45 (r)
Y r2=0.2103.
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TABLA 3. RELACION DE PACIENTES QUE PRESENTARON GLUCOSA SERICA ELEVADA

GLUCOSA SERICA| HB. GLUCOSILADA
PACIENTE mg/dL (%)
1 181 8.7
2 142 6.6
3 211 9.1
4 246 11
5 154 6.7
6 176 6.3
9 126 8
10 271 7.6
11 221 9.4
12 239 8.3
13 277 115
14 389 12.6
15 207 8.1
18 341 114
19 211 8.3
21 166 9.2
23 187 8.9
29 186 7
36 297 10.7
37 176 9.9
39 261 10.5
40 224 7.8
41 130 6
47 169 6.6
48 124 9.4
49 275 8.6
51 154 7.3
53 158 6.5
54 159 8.2

Los pacientes aqui mencionados fueron elegidos debido a que estos presentaron valores de glucosa serica por encima de

el rango de referencia (70 — 110 mg/dl)
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12.- ANALISIS DE RESULTADOS

La determinacion de glucosa en ayuno, es el principal estudio para el control del paciente diabético,
estas mediciones son solicitadas por los médicos de acuerdo a la sintomatologia de los pacientes o a
los exdmenes periddicos realizados durante su consulta. Sin embargo, los resultados obtenidos de
dichas pruebas solo nos muestran niveles de glucosa de las Ultimas 24 horas, es decir, solo nos

indican un instante en el control metabdlico del paciente.

En la fig. 10 (Evaluacién de la concentracion de glucosa serica en diferentes pacientes del Hospital
Regional Ecatepec), podemos observar que de un total de 54 pacientes 32 de estos se encuentran por
arriba de los valores normales (70- 110 mg/ dl) el cual corresponde al 59.25% de los pacientes
analizados. Uno de los objetivos del tratamiento de la diabetes mellitus consiste en mantener los
niveles de glucosa sanguineos dentro de los limites normales para evitar complicaciones, asi mismo
tomar en cuenta que en el manejo de este tipo de enfermedades (cronico-degenerativas) influyen
factores como son la herencia, el sexo, la raza y la edad, asi también su dieta, actividad fisica,

tabaquismo, obesidad, hipertension y lipidos sanguineos.

En lafig. 11 (Valoracion de la concentracion de glucosa urinaria en pacientes diabéticos del Hospital
Regional Ecatepec), observamos que el 46.29% de los pacientes se encuentran dentro del limite
normal (50 — 100 mg/dl).

En la fig. 12. (Comparacion de las diferentes concentraciones de hemoglobina glucosilada en
pacientes con Diabetes Mellitus tipo I1), el 24.08% (13 pacientes) presentan valores por arriba del
rango que considera a los pacientes como bien controlados; 41 pacientes (75.92%) presentaron

valores que los consideran como pacientes bien controlados, (valores normales de 6 — 9%).

En la fig. 13, podemos observar que el coeficiente de correlacion es de 0.45, lo que no significaque
no hay relacion entre ambas variables, si no que no estan linealmente relacionadas. En estudios
bioldgicos con frecuencia las caracteristicas sujetas a medicion pueden presentar caracteristicas poco

definidas o subjetivas debido al uso de aparatos de medicién poco precisos.
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A través de el valor calculado del coeficiente de determinacion (= 0.2103) podemos decir que el
21% de la variacion en los valores para Hemoglobina glucosilada, pueden explicarse si se conocen los

valores de glucosa sérica.

Como puede observarse en los resultados obtenidos en la tabla 2, mas del 50% de los pacientes
analizados presentaron glucosa sérica por encima de los valores normales, es decir, pacientes que al
analizar sus resultados son consideradores dentro de un mal control diabético.

Sin embargo al analizar su Hb. glucosilada podemos darnos cuenta que el 75.9% de los pacientes
presentaron un buen control, 11 pacientes (20.37%) se consideraron no controlados y 3.7% (2
pacientes) estan dentro de la llamada zona de peligro.

Haciendo un comparativo de los resultados de glucosa serica y glucosa urinaria, lo que se espera
observar es que el resultado se encuentre en relacidn al obtenido en la glucosa sérica, es decir glucosa
sérica elevada, glucosa urinaria elevada. Por lo general la glucosa urinaria no es tomada en cuenta
debido a que el resultado puede estar influenciado por varios factores, entre ellos: el estado de salud
general de | paciente, errores en la toma y manejo de la muestra y el método de deteccion de la
glucosa. Encontrando entonces en la mayoria de los casos resultados variados.

Como podemos ver en la tabla No. 3, de un total de 54 pacientes analizados, el 53.70% presentaron
glucosa sérica elevada, la cual al relacionar con el resultado de la Hemoglobina glucosilada se espera
que de igual forma el valor de esta se encuentre elevado, o en el intervalo indicativo de pacientes no
controlados (Hb. glucosilada 9-12%), obteniendo asi que solo 10 pacientes de este grupo tienen
valores elevados.

De aqui cabe mencionar, un caso en particular (paciente No. 32) en el que tanto su resultado de
glucosa sérica como de glucosa en orina se encuentran normales, pero al revisar su Hb glucosilada
(18.1%) esta nos indica que al menos durante los tres meses anteriores a su toma de muestra

presento un mal control de su diabetes.
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Andlisis de resultados.

Este resultado nos hace considerar lo engafioso que puede llegar a ser la determinacion de glucosa
sérica la cual nos indica solo como se encuentra el paciente en el momento o en el dia en el que se
tomo la muestra, en comparacién de la hemoglobina glucosilada, cuyo fundamento esta en las vida

media del eritrocito.
En otro caso, también se encontraron pacientes (No. 31) cuya determinacion de glucosa sérica se

encuentra dentro del intervalo normal, pero en su orina se detecto la presencia de esta, al realizar la
HbAlc esta se encuentra elevada (10.2%) considerando a la paciente como no controlada.
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Conclusiones.

13. CONCLUSIONES

La determinacion de glucosa sérica, posee poca sensibilidad como diagnostico a largo plazo.

La prueba de glucosa en orina no puede ser tomada en cuenta como parametro para el control

diabético, debido a que existen factores que pueden alterar los resultados.

La determinacion de hemoglobina glucosilada arrojo valores que consideran a mas del 70% de los
pacientes con un buen control diabético, recordando que esta prueba determina niveles glucémicos
correspondientes a periodos mas amplios (90 dias precedentes a la prueba), en comparacién con la
glucosa sérica por lo tanto la prueba de hemoglobina glucosilada es una mejor alternativa para el
diagndstico de diabetes mellitus.

La glucosa serica nos determina sélo el momento metabdlico en el que se encuentra el paciente,
mientras que la hemoglobina glucosilada nos determina un promedio de tres meses anteriores a la

prueba.

Una inadecuada toma y recoleccion de muestras influye de manera determinante en los resultados

obtenidos.
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Recomendaciones

14.- RECOMENDACIONES

Se debe considerar a la determinacion de hemoglobina glucosilada como el mejor método
alternativo para el diagndstico de diabetes mellitus, a su vez se debe también concientizar al paciente
para que este evite realizar medidas extremas (ayunos prolongados, ingesta inadecuada de
medicamentos, entre otros) para tratar de lograr un control momentaneo de su enfermedad; asi como
recordar al medico que se deben llevar a cabo actualizaciones con respecto a los estudios solicitados

para el diagndstico y control de la diabetes, los cuales serdn de gran ayuda para lograr un mejor
control de la enfermedad.

Glosario de términos
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15.- GLOSARIO

AMINOACIDO: Importante clase de compuestos organicos que contienen un grupo amino y un
grupo carboxilo. Veinte de estos compuestos son los constituyentes de las proteinas.
ANTICOAGULANTE: Nombre de los farmacos que impiden o retardan la coagulacién sanguinea
inhibiendo la formacién de fibrina. Pueden ser de tres clases a) los anticoagulantes que actdan in
vitro; son esencialmente sustancias descalcificantes, que eliminan el ion calcio de la sangre; b) los
anticoagulantes que actdan in vivo, cuando se administran al organismo y son los denominados
anticoagulantes sintéticos u orales; ¢) los anticoagulantes que actuan in vivo e in vitro, a saber, la
heparina.

ANTISEPTICO: Agentes fisicos o quimicos que evitan la putrefaccion, infeccion o cambios
similares, de los alimentos y tejidos vivos, destruyendo los microorganismos o impidiendo su
desarrollo.

Candida albicans: Hongo clasificado dentro de las micosis oportunistas, que en general no produce

enfermedades, pero pueden desarrollarla aquellos huéspedes que presentan alteracion de los
mecanismos de defensa. La candida es miembro de la flora normal de las membranas de las mucosas
en los aparatos respiratorios, gastrointestinales y genital femenino

CATECOLAMINAS: Es llamada asi a las hormonas de la médula (adrenalina y noradrelina). La
noradrenalina es sintetizada en la médula de la glandula suprarrenal. Es el neurotransmisor de la
mayoria de las fibras nerviosas simpaticas postganglionares y el precursor de la adrenalina, con
potente efecto vasopresor y estimulador de la contractilidad cardiaca.

CISTITIS: Inflamacién de la vejiga urinaria, normalmente debida a una infeccion bacteriana
originada en la uretra, vagina o, en casos mas complicados, en los rifiones. La cistitis también puede
deberse a la irritacion causada por los depdsitos cristalinos de la orina, o a cualquier condicion o
anormalidad uroldgica que obstaculice el funcionamiento normal de la vejiga. Entre los sintomas se
pueden citar la miccion dolorosa o dificultosa, la necesidad urgente de orinar y, en algunos casos,
orina turbia o con sangre.

DALTONS: Unidad de masa molecular. Un dalton = 1.67 x 10* gr y corresponde al peso atdmico

del &tomo de hidrogeno.

Glosario de términos
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DIFUSION SIMPLE: Transporte pasivo de solutos a traves de la membrana del dializador. La
cantidad de un soluto que atraviesa una membrana por difusién depende de tres factores: 1) el
coeficiente de transferencia de masa del dializador, que dependerd del grosor de la pelicula
sanguinea en contacto con la membrana del grosor de la membrana de dialisis y del flujo del
dializador; 2) la superficie eficaz del dializador, y 3) el gradiente de concentracion medio para un
soluto a ambos lados de la membrana.

ELECTROLITOS: Las disoluciones de la mayoria de los acidos inorganicos, bases y sales son
conductoras de la electricidad y a estas se les denomina electrolitos. Estan representados por los
cationes Na®*, K*, Ca*, Mg* que suman en su totalidad los mismos miliequivalentes que los aniones
Cl bicarbonato sulfatos-acidos organicos

ESTRIOL: Tipo de estrogeno que pueden detectarse en la orina humana. Todos ellos son
sintetizados en el cuerpo y los mas conocidos son el estradiol, el estriol y la estrona.
ESTROGENOS: Hormona esteroidea implicada en el desarrollo de los caracteres sexuales
secundarios de la mujer, en la regulacion del ciclo menstrual y de la ovulacion, y en el embarazo.
FIBRINOGENO: Proteina plasmatica de la sangre responsable de la coagulacidn. Bajo la accion
catalitica de la trombina, el fibrinbgeno se transforma en la proteina insoluble fibrina, que es el
elemento estructural de los coagulos sanguineos o trombos.

FORMOL.: Solucion transparente de formaldehido en agua al 37%, que se utiliza como fijador de
tejidos, para su posterior observacion. También actia como desinfectante y conservante.
GLUCOLISIS: Ruta bioguimica principal para la descomposicion de la glucosa en sus componentes
mas simples dentro de las células del organismo

HIPERLIPIDEMIA: Aumento de la concentracion plasmatica de lipoproteinas circulantes, lo que
se traduce, en los analisis de laboratorio, en un aumento del colesterol circulante, de los triglicéridos
0 de ambos.

HOMEOSTASIS: Proceso por el cual un organismo mantiene las condiciones internas constantes
necesarias para la vida. Capacidad del cuerpo para regular la composicion y volumen de la sangre, y
por lo tanto, de todos los fluidos que bafian las células del organismo, el "liquido extracelular”. El
término homeostasis deriva de la palabra griega homeo que significa ‘igual’, y stasis que significa
‘posicion’.

Glosario de términos
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HORMONA: Sustancia que poseen los animales y los vegetales que regula procesos corporales tales
como el crecimiento, el metabolismo, la reproduccion y el funcionamiento de distintos 6rganos.

NEFRITIS: Denominacién comun para los procesos inflamatorios del rifién. Existen varias formas
de nefritis, las mas habituales son la glomerulonefritis y, en menor medida, la pielonefritis y la nefritis

tubulointersticial.

PORFIRINAS: Son pigmentos que forman la base de elementos més complejos, como la clorofila
de las plantas y en los animales la porcion basica de pigmentos hematicos y titulares. Hacen parte de
la hemoglobina, de las catalasas y los citocromos.

PORFOBILINOGENO: Para formar el ntcleo basico de la hemoglobina, que se denomina HEM,
intervienen las porfirinas, que sufren en la médulas dsea, alteraciones enzimaticas para originar el
porfobilinbgeno. Es un compuesto incoloro que por accion de la luz solar, forma porfirinas, que son
de color rojo oscuro, por lo que orinas de pacientes padecen Porfirio, toman dicho color cuando se
colocan bajo la luz solar.

Proteus: Bacteria Gram negativa de la familia de las enterobacterias, que reciben este nombre
porque suelen encontrarse en el intestino de los mamiferos.

QUILOMICRONES: Lipoproteinas formadas fundamentalmente por triglicéridos

UREASA: La enzima que controla la descomposicion de la urea.

XILOSA URINARIA: Pentosa que forma parte de los polisacaridos de las plantas. En el hombre la
xilosa préacticamente no es metabolizada y la mayoria se elimina por la orina, lo que se utiliza en el

test de absorcion de la xilosa para estudiar la absorcion de los carbohidratos.

Anexo
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16. ANEXO.
Generalidades del sistema Dimension AR.
El analizador de Quimica Dimension AR es un sistema de Quimica Clinica discreto de acceso
aleatorio, el cual usa los cartuchos de reactivos multiples Flex de Dade Behring, cubeta de reaccién
descartables y Tecnologia de 16n Selectivo (ISE) para proporcionar resultados rapidos, exactos y
precisos.
El sistema de Quimica Clinica Dimension AR es un modelo de piso, controlado por
microprocesadores que integra en un instrumento un sistema completo de quimica clinica que mide
una variedad de analitos, incluyendo actividad de enzimas en fluidos corporales.

Caracteristicas.

Acceso aleatorio de pruebas.

Realiza hasta 300 pruebas de quimica fotométrica y 200 pruebas de electrolitos por hora en
muestras de suero, plasma, orina o liquido cefalorraquideo.

Mantiene hasta 44 cartuchos de reactivos en un sistema de refrigeracion nofluorocarbonado.
Prepara automaticamente los reactivos.

Tiene teclas de 7 perfiles programables por el usuario.

Realiza dilucion automatica para muestras sobre el rango.

Realiza una dilucién automatica en muestras de orina.

Inventario de reactivos controlados por el sistema.

FIG. 14. EQUIPO DIMENSION AR.
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Calibracién.

La calibracién esta basada en el uso de estandares conocidos (también llamados calibradores) los
cuales son medidos en el instrumento. El sistema es luego ajustado usando los resultados de las
pruebas de los calibradores. Por ejemplo, si un calibrador con un valor esperado de 100 mg/dl esta
siendo analizado, entonces un valor de 100 mg/dl deberia ser impreso por el instrumento, cuando el

valor impreso no es exacto, el analizador necesita ser ajustado para arrojar aquellos valores exactos.

Se calibra cada 15 o 90 dias, dependiendo del método si se trata del mismo lote de Reactivo.
Cuando un nuevo lote de reactivo es puesto en uso.
Cuando un nuevo método es agregado al instrumento.

Durante resolucién de problemas de resultados de CC si estos estan fuera de los limites aceptables.

Calibracion de Métodos Lineales.
La reaccion quimica de ciertos métodos en el sistema tiene una respuesta lineal durante el
procesamiento de la muestra. Esto significa que la concentracion de la sustancia (producto de la
reaccion) formada durante la reaccion es linealmente proporcional a la cantidad de luz que la
sustancia. (Producto de la reaccion) absorbe. El instrumento determina la concentracion o actividad
del analito derivado de la cantidad de luz absorbida.
Cuando se calibra un método lineal, la curva en la grafica de los valores del instrumento versus los
esperados de los calibradores deberan cumplir con estas indicaciones.

Precision

Pendiente 0.97-1.03 (1.00 +/- 0.03)

Intercepto = 0 (0 muy cercano a 0 para ser clinicamente insignificante)

Coeficiente de correlacion (r) = 0.99 — 1. 000

Control de calidad.
Estas condiciones aseguran la exactitud de los resultados. Si los métodos no estan calibrados de

acuerdo a estos criterios, los resultados de pacientes pueden ser no confiables.

Anexo
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Calibracién de métodos no lineales.

La reaccion quimica de ciertos métodos puede tener una respuesta no lineal. El instrumento debe
primero “linearizar” la curva de calibracion (usando una funcion logaritmica) y luego calcula la
pendiente y el intercepto para esa curva.

La calibracion en el sistema para los métodos no lineales esta basada en la comparacion de los
resultados de las pruebas del calibrador obtenidas del instrumento con los valores esperados para ese

calibrador.

La siguiente grafica muestra una curva de los valores (en unidades mA) obtenidas del instrumento
(eje y) versus los valores esperados del calibrador (eje x) para un método no lineal. En la grafica (fig.

12) se muestra antes de que el instrumento “linearize” la curva de calibracion.
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FIG. 15. Curva de calibracion para un método no lineal.
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Anexo

Generalidades de COMBUR'TEST M
Las tiras de ensayo estan concebidas para la determinacion semicuantitativa en orina de la densidad
especifica, del pH, los leucocitos, nitritos, las proteinas, la glucosa, los cuerpos cetdnicos, el

urobilinogeno, la bilirrubina y la sangre.

Caracteristicas.

Tiras de ensayo de orina para la determinacion en orina de ciertas sustancias constitutivas de
importancia significativa en trastornos renales, urinarios, hepaticos y metabolicos. Los reactivos
suministrados con las tiras de ensayo del Combur®Test M son idénticos a los probados papeles de

ensayo de la linea de productos de lectura visual Combur-Test.
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