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RESUMEN

Comparacioén de la técnica de centrifugacion inmediata contra la habitual en
la determinacién de los valores de seis analitos de bioquimica en pacientes
de la consulta externa del HE CMN “La Raza”

ENRIQUEZ OSORIO A. (1), RAMIREZ RAMOS C. (2), ARROYO ANDUIZA C. (3),
LOPEZ PELCASTRE L. (2), MARTINEZ SANCHEZ E. (2). Hospital General “Dr.
Gaudencio Gonzalez Garza” U.M.A.E. “La Raza” (1), Hospital de Especialidades
“Dr. Antonio Fraga Mouret” UM.A.E. “La Raza” (2), Banco Central de Sangre.
Centro Médico Nacional “La Raza” (3).

Antecedentes:

El porcentaje de errores en la fase preanalitica representa el 62%, por el 15% en la
fase analitica y un 23% en la fase postanalitica, convirtiendo la variacion preanalitica
en el elemento mas dominante de la variabilidad global de la prueba. Cada analito
de forma individual tiene una tolerancia diferente en el retraso a la separacién de
suero del coagulo. Muchos son estables durante mucho mas tiempo de 2 horas. Se
ha visto que los analitos que presentan mas variacion son la glucosa, creatinina,
aspartato aminotransferasa (AST), alanina aminotransferasa (ALT), lactato
deshidrogenasa (LDH), fosforo, bilirrubinas, creatina quinasa, potasio, sodio,
magnesio, entre otros, dependiendo la metodologia utilizada para su estudio.
Estamos convencidos que la variacién en el método procesamiento podria tener un
importante impacto en las concentraciones de glucosa, AST, ALT, LDH, creatinina
y fésforo.

Objetivo:

Comparar los valores obtenidos séricos de glucosa, creatinina, AST, ALT, LDH y
fésforo, por la técnica de centrifugacion/analisis inmediato, contra la técnica de
rutina, en pacientes de la consulta externa del Hospital Especialidades del Centro
Médico Nacional “La Raza”.

Material y métodos:

Estudio prospectivo, transversal, comparativo. Se obtendran 460 muestras de
sangre de pacientes que acudan a toma de muestra al laboratorio de patologia
clinica del HE CMN “La Raza” para la realizacion de estudios de laboratorio del 4 al
29 de julio del 2016. Se obtendran los tubos necesarios para realizar las pruebas
solicitadas y en ultimo lugar un tubo tapon amarillo con gel-separador y activador de
la coagulacion, en los primeros 30 minutos se centrifugara, separando el paquete
globular del suero y se mediran los niveles de los 6 analitos en el equipo
ARCHITECplus ¢800. Las muestras habituales que se centrifugan hasta que el
flebotomista termine todas sus tomas de sangre del dia, se analizaran por la misma
metodologia. Se compararan los resultados obtenidos.



TiTULO

COMPARACION DE LA TECNICA DE CENTRIFUGACION INMEDIATA CONTRA
LA HABITUAL EN LA DETERMINACION DE LOS VALORES DE SEIS ANALITOS
DE BIOQUIMICA EN PACIENTES DE LA CONSULTA EXTERNA DEL HE CMN
“LA RAZA”

ANTECEDENTES CIENTIFICOS

- Fases analiticas del laboratorio de patologia clinica

Los procesos del laboratorio clinico relacionados al procesamiento de las muestras
de pacientes, estan estructurados en tres fases: preanalitica, analitica y
postanalitica’, que abarcan una serie de procedimientos que van desde la adecuada
solicitud de un estudio por el médico tratante, pasando por la recoleccion, analisis,
validacion, entre otros, hasta llegar el resultado al médico tratante, como se puede

apreciar en la imagen 1. Cada una de estas fases es susceptible de errores.

Archivo de o |
muestras [ ¢ |

=
) hd B =
y validacién Interpretacion
de resultados

Evaluacion
estadistica

Distribucion

y clasificacion

<

Preparacion Control de
de la muestra calidad

Figura 1. Proceso de andlisis de las muestras de laboratorio. Fases de analisis por las que debe pasar
una muestra de laboratorio. Se muestra la integracion de las tres fases. Cada fase es susceptible de errores.

(Tomado y modificado®)




La fase preanalitica comprende a partir de la solicitud del analisis por parte del
meédico tratante hasta que la muestra esta lista para ser analizada como se muestra
en la imagen 1. La mayoria de los errores en el laboratorio surgen en la fase
preanalitica: debido a la manipulacion de muestras, la postura del paciente, la
éstasis venosa, al momento del muestreo, la dieta, el ejercicio, la ingesta de
medicamentos, la temperatura de conservacion y de transporte, asi, como el tiempo
de traslado del lugar de recoleccion al sitio a realizar el analisis, el cual no debe
superar las dos horas en base a las recomendaciones internacionales?3. Es
necesario reducir los errores a niveles aceptables, de forma que no causen ningun
impacto en la interpretacion clinica de los resultados®. Durante la fase analitica la
variacion analitica ha disminuido con el desarrollo de nuevas tecnologias, por
ejemplo; en la determinacion de la glucemia, se ha perfeccionado la fase analitica
con el uso de métodos enzimaticos y con analizadores sofisticados se han obtenido
niveles de imprecision bajos con coeficientes de variacion del 1%-2% en cuanto a
métodos individuales y del 3% teniendo en cuenta todos los métodos analiticos*. En
la fase postanalitica, se reducen a la mala interpretaciéon de los resultados por el
medico solicitante, asi como a la mala interpretacién, omisién o inexistencia de los
valores criticos por parte del personal del laboratorio®. El porcentaje de errores en
la fase preanalitica representa el 62%, por el 15% en la fase analitica y un 23% en
la fase postanalitica®, convirtiendo la variacion preanalitica en el elemento mas
dominante de la variabilidad global de la prueba'235.

Uno de los cambios que mas influencian en la medicién de los analitos y que se
presenta en la fase preanalitica (y que es evitable) es la hemdlisis. Esta es
considerada la principal causa de interferencia en la practica del laboratorio. Esta
tiene origen en muchas causas; ya sea por causas propias del paciente, de las
condiciones de la flebotomia, en el transporte del espécimen, en el procesamiento
y/o en el almacenamiento de la muestra®. En cuanto al procesamiento, el retraso de
la centrifugacion de la muestra (alargando el tiempo de contacto del suero con el
coagulo) y la formacién incompleta de la integridad de la barrera de separacion
(algunos eritrocitos se pueden desplazar en suero o plasma, esto debido a una

coagulacion inadecuada)®’, obligan a determinar en base a las pruebas realizadas



en cada laboratorio el intervalo de tiempo éptimo entre la recoleccion de las
muestras y la separacion del suero del coagulo, permitiendo un tiempo
suficientemente largo para permitir la formacion completa del coagulo, pero mas
corto que el tiempo en el que se induce un cambio significativo en el resultado de
las pruebas por el contacto del suero con el coagulo. Esto hace que cobre
importancia el tiempo de centrifugacion de la muestra posterior a la toma, debido a
que el contacto prolongado del suero con el coagulo puede causar variaciones
preana”ticas1,23,8,9,10,11,12,13,14,15_

Cada analito de forma individual tiene una tolerancia diferente en el retraso a la
separacion de suero del coagulo?31216, Muchos analitos son estables durante
mucho mas tiempo de 2 horas. En los hospitales y consultorios de atencién
ambulatoria, el transporte de muestras de un sitio de flebotomia a un laboratorio a
veces tarda mas de 2 horas?'’. Si los requisitos de transporte excesivamente
rigurosos se establecen para todas las pruebas, muchos especimenes aceptables
serian rechazados innecesariamente. Idealmente, un tiempo de transporte
especifico permitido debe aplicarse para cada analito en una muestra3'26, Lo
idoneo seria agrupar los analitos en bloques de tiempo en el que el contacto del
suero y el coagulo no hace que haya cambios en las concentraciones de los
analitos?3. En la practica, esto no se lleva a cabo en nuestra institucion.

Se ha visto que los analitos que presentan mas variacion son la glucosa, creatinina,
urea, aspartato aminotransferasa (AST), alanino aminotransferasa (ALT),
deshidrogenasa lactica (LDH), fésforo, bilirrubinas, creatina quinasa (CK), potasio,
sodio, magnesio, entre otros, esto determinado segun las caracteristicas de cada

estudio?82.10.11.12.13,14.18,19 ' como se puede observar en la tabla 1.

- Implicaciones de la cuantificacién de glucosa en suero

La medicién de la concentracién de glucosa sérica, es una de las pruebas de rutina
mas comunes dentro del laboratorio clinico, utilizado como un parametro de
medicion de la homeostasis del organismo, dentro de sus usos mas comunes €s la
deteccién de alteraciones en el metabolismo de los carbohidratos?®, monitoreo de

complicaciones de diabetes mellitus*2', tratamiento con insulina?®, hiperglucemia



Tabla 1. Comparativo de estudios de variacion preanalitica

Estudio
(aho)

Laessing
et al.®
1971.
EEUU
Ono et

al.® 1981.
Japoén
Chu et
al."®
1986.
Canada
Rehack
et al.”®
1988.
EEUU

Heins et
al.”®
1995.

Alemania

Zhang et
al.2 1998.
EEUU

Boyanto
n et al."!
2002.
EEUU

Donad
ores

10

10

10

20

20

56

Tiempo
contacto
suero-
coagulo

1 a48 hrs.

20min a 2hrs
y a 48 horas

3hrs a 3 dias

30 min

1 a7 dias

30 min, 3,6y

24 hrs.

30 min, 4, 8,

16, 24, 32,

40, 48, y 56
hrs.

Temperatura

procesamie
nto

Ambiente

4,23038°C

Ambiente

Ambiente

9°Cy
ambiente

32°C

Ambiente

Tubo

Rojo

S/E

S/E

Rojo

SST

Rojo

SSTy
PST

Analit
os
analiz
ados
31
25

26

15

22

63

24

Analitos variables

Glucosa, LDH, AST, ALT,
potasio, fosfatasa alcalina
y hierro

Potasio, calcio, fésforo,
AST, ALT, LDH, glucosa

Creatinina, folatos,
glucosa, fésforo, potasio,
vitamina B12

ALT, AST, potasio,
fésforo, urea y glucosa

Fosforo, acido Urico,
bilirrubinas, triglicéridos,
colesterol, y CK

3 horas; potasio, fosforo,
glucosa,
6 horas: albumina, cloro,
HDL, hierro, LDL,
proteinas totales

Glucosa, creatinina,
fosforo, urea, LDH,
lactato, pH, pO2, pCO2

Observaciones

Personas sanas

Todas mujeres, muestras
alicuotadas, muestras
control congeladas.

Identificacion de variacion en
base a referencia en control
de calidad

Personas sanas

Mediciones por multiples
quipos. Analitos analizado
por suero y plasma

Alicuota para analisis
posterior.

ALT medido en plasma
Medicion de hemoglobina
libre
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Tanner
et al."?
2008.
Australia

Oddoze
et al.”®
2012.

Francia

Cuhadar
et al.™
2012.

Turquia.

Referencias:

30 min, 4, 8,

30 y 24 hrs

50

2,4,6y24
hrs

5 30min, 6 12,

18, 24, 30,
36,48,y 72
hrs

EEUU: Estados unidos
SST: Tubo marca Vacutainer® tapon dorado, con polimero separador de suero y coagulo
PST: Tuno marca Vacutainer® tapon verde con anticoagulante de heparina de litio.

AST: Aspartato aminitransferasa
ALT: Alanino aminotransferasa
LDH: Lactato deshidrogenasa
CK: Creatina quinasa

HDL.: Colesterol de alta densidad (por sus siglas en inglés)
LDL: Colesterol de baja densidad (por sus siglas en inglés)
BUN: Nitrogeno ureico (por sus siglas en inglés)

15,25035
°C

4y25°C

4y24°C

SST

SST,
PST, y
tubo
tapon
rojo de
vidrio
Tubo
para
suero
cony
sin gel
separa
dor.

35

81

16

Potasio, glucosa, fosforo,

creatinina, ferritina, hierro,

LDH, magnesio y calcio

Potasio, magnesio, LDH,
glucosa, fésforo y lactato
(bioquimica)

Glucosa, AST, BUN, HDL,
acido urico

Personas sanas

Variacién analitica en base a
criterio de los investigadores.

Pacientes sanos
Tomas en diferentes tubos

Personas sanas
Tuno marca Vacuette
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asociada al enfermo en estado critico?22324 | como factor prondstico en sepsis?*,
sepsis neonatal?®, monitoreo de glucosa en pacientes con sindromes coronarios
agudos?%?’, abuso de drogas legales o ilegales como por ejemplo
metanfetaminas?’, en enfermedades como pancreatitis aguda, feocromocitoma,
sindrome de Cushing y acromegalia®.

El eritrocito maduro carece de organulos sub-celulares?®. Y su metabolismo se lleva
a cabo por medio de: la via de glucdlisis, el ciclo de las pentosas fosfato, el ciclo del
2,3- bifosfoglicerato, las reacciones de oxido-reduccién para la detoxificacion de
sustancias oxidantes y ciertos aspectos del metabolismo nucleotidico. El eritrocito
requiere glucosa para realizar sus funciones metabdlicas, de lo contrario entra en
eritropsis?®30, De igual forma el leucocito de forma normal consume glucosa por vias
aerobicas. En el de células cancerosas su metabolismo es distinto a las del tejido
normal®'. La alteracion del metabolismo sirve para facilitar el crecimiento aumentado
y su proliferacion, caracteristica de estas células®?. Ocupan grandes cantidades de
glucosa que se metaboliza a piruvato por una via glucolitica de gran actividad. Se
ha observado que los linfocitos activados llegan a ser altamente glucoliticos
produciendo grandes cantidades de lactato para de esta forma seguir produciendo
energia®'3334, Por tal el contacto prolongado del suero con el coagulo, paquete
globular y leucocitos puede causar variaciones preanaliticas.

Esta demostrado que los niveles de glucosa disminuyen, entre un 5%-10% durante
las 1 a 2 horas tras la recoleccidon de la muestra*3°36, equivalente a un desgaste
aproximado por hora de 11 a 20 mg/dL a 37° centigrados y 5 a 11 mg/dL a 22° - 25°,
es decir, a temperatura ambiente?'3’. Esto, es debido al tiempo de contacto
prolongado entre el suero y el coagulo, por la actividad biologica de las células y la
difusion de liquido transmembrana que modifican las concentraciones de ciertos
analitos en el suero, entre ellos la glucosa*?'. La Organizacion Mundial de la Salud
(OMS) ha declarado que "Las concentraciones de glucosa no deben ser
determinados en el suero a menos que se eliminen de inmediato las células rojas,
de lo contrario la glucdlisis dara lugar a una subestimacion impredecible de la
concentracion real"?'. El Instituto de Estandares Clinicos y de Laboratorio (CLSI)

para el manejo y procesamiento de muestras de sangre recomienda que el suero o
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plasma debe ser separado fisicamente de las células tan pronto como sea posible.
Y recomienda un limite maximo de 2 horas desde el momento de la recoleccion
hasta el momento de la separacion®#383° |Las guias actuales para laboratorio
clinico en el diagndstico de la diabetes mellitus recomiendan que las
concentraciones de glucosa deben ser medidas en suero o plasma separado de las
células sanguineas antes de una hora posterior a la recoleccion®. La forma mas
practica para controlar la glucdlisis es medir la glucosa de inmediato en la sangre
entera o separar el suero o plasma de las células dentro de los 30 minutos de la
recoleccion*21.36.40_E| rapido procesamiento de las muestras recolectadas en tubos
de suero-gel, parece ser un medio mas sensible para medicidén de glucosa en suero,

comparado con el uso de tubos de floruro de sodio*2141:42,

- Implicaciones de la cuantificacién de Aspartato aminotransferasa (AST) y la

alanina aminotransferasa (ALT)

Aspartato aminotransferasa (AST) y la alanina aminotransferasa (ALT) son enzimas
distribuidas de forma amplia en las células de todos los tejidos y 6rganos. AST es
abundante en el corazén, higado, musculo esquelético y riidn; mientras que la ALT
se observa especialmente en higado, rifones y en menor cantidad en corazon y
musculo esquelético. ALT indica forma mas especifica de un dafio hepatico. La
distribucion de ALT es exclusivamente citoplasmatica, mientras que AST presenta
la forma citoplasmatica y mitocondrial. La importancia de éstas enzimas radica en
su capacidad de apoyo al diagnéstico para afeccion hepatica, ya sea por dano viral,
tumoral o ambiental, asi como por consecuencia de dafo miocardico o

musculart344,

Se han identificado algunas de las alteraciones que afectan en la fase preanalitica
en la medicién de AST y ALT, asi como los resultados espurios obtenidos de estas
mediciones, como se describe en la tabla 2. Anteriormente se documentod, la
variabilidad que presentan estas enzimas conforme pasa en contacto con el coagulo
sin poder determinar concluyentemente si la separacion inmediata evita sus

variaciones®°.184345 Cabe mencionar que existe cierta variabilidad a analitica en la

13



determinacién de los niveles de transaminasas, por eso el CLIA acepta un error de
10 a 20% en la evaluacion de las mediciones de aminotransferasas entre distintos
laboratorios*3444546  Es necesario mejorar perfeccionar las pruebas cuantitativas
basadas en metodologias inmunométricas, como ocurre para la determinacién de
CPK-MB en aspectos de pacientes cardiopatas*®. Por lo tanto, en lo que se
perfeccionan estas metodologias es necesario controlar los factores intrinsecos en

la toma, manipulacién, preparacion, transporte y demas factores que intervienen en

la fase preanalitica.

Tabla 2: Factores de variabilidad que pueden afectar el resultado de AST y ALT,

de modo independiente de las patologias hepaticas

Factor

Hora de extraccion

Variacion en dias

indice de masa
corporal; relaciéon
directa entre el peso y
niveles de AST y ALT

Ingesta de alimentos

Ejercicio

Efecto de las
temperaturas de
conservacion (suero

separado del coagulo)

AST

Escasa influencia

5 — 10% de oscilacion
de los valores de un dia

a otro

Aumento de 40 — 50%
con indice de masa

corporal elevado

Ningun efecto

Aumento de 3 veces la
norma con el ejercicio

continuo

Estable a temperatura
ambiente por 3 dias; a 4
— 8 C por 3 semanas

(10% de reduccion); por

ALT

45% de su variacion;
concentraciones mas elevadas a

la tarde y mas bajas por la noche

10 — 30% de oscilacion de los

valores de un dia a otro

Aumento de 40 — 50% con indice

de masa corporal elevado

Ningun efecto

Reduccion de 20% en sujetos que
ejercen una constante actividad
fisica
Estable a temperatura ambiente
por 3 dias; a4 — 8 C por 3
semanas (10 - 15% de reduccion).

Reducciones marcadas por

14



anosa—20C (10 - 15% procedimientos de

de reduccion) congelacion/descongelacion

Aumento significativo
segun el grado de

Hemodlisis in vitro; hemodlisis; por lo general
. . Aumento moderado
anemia hemolitica aumentos menos

significativos con

respecto a la LDH

- Implicaciones de la cuantificacion de lactato deshidrogenasa (LDH)

Es una enzima que cataliza la oxidacion del lactato a piruvato. Se encuentra
presenta en al menos 8 isoformas, LD 1 a 5, asi como en ultimos afios descubiertas
3 isoenzimas; LD-C en tejido testicular y espermatozoides, la LD-6 presente en
sueros de pacientes terminales y la macro-LD ligada a IgA o IgM. Esta enzima es
de gran utilidad para el pronéstico de enfermedades onco-hematologicas y otras
como: el infarto de miocardio, descompensacion congestiva pulmonar,
infarto/embolia pulmonar, hepatitis viral, hepatitis toxica, cirrosis, leucemia
granulacitica, anemia megaloblastica, anemia hemolitica, carcinomatosis difusa,

distrofia muscular, entre otras*347.

La actividad de LDH esta presente en todas las células, en el citoplasma, asi la lisis
de las células hace que los niveles de LDH falsamente se eleven. Tan soélo la
cantidad de 0,27 g/l de hemoglobina libre en plasma resulta en un aumento en los
niveles de mas de 20%, éstos equivalen a un grado de una hemdlisis invisible*6. La
hemdlisis provocada en la fase preanalitica particularmente los problemas
derivados de la recoleccion de muestras dificiles o con mucha manipulacion, asi
como una exposicion prolongada del suero con el coagulo derivada de una
centrifugacion tardia e inadecuada separacion por mala formacion de una barrera
separadora, con frecuencia ponen en peligro la integridad de los glébulos,
provocando fugas de los componentes intracelulares y la produccion de
interferencias significativas bioldgicas y analiticas®6.78912131445  Por ende, el

momento de la centrifugacion de muestras para determinar LDH deben de
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centrifugarse permitiendo una formacién completa del coagulo, pero con el tiempo
mas corto de contacto del suero con el coagulo, para de esta forma disminuir le
probabilidad de un error en la medicion en los niveles de este analito resultando en

una cifra espuria en sus niveles.

- Implicaciones de la cuantificacion de creatinina.

La creatinina es un catabolito de la creatina. La creatinina se sintetiza en el higado,
pancreas, y rindn a partir de arginina, glicina y metionina. A través de la sangre llega
a corazon, cerebro u otros 6rganos que requieren grandes cantidades de energia
de utilizacion rapida. Se convierte a fosfocreatina y funciona como almacenamiento
energético. En los musculos es abundante y su produccion es proporcional a la
masa corporal, otras variantes son el género, edad y grupo étnico. La creatinina al
entrar a la circulacion es transporta en forma libre en plasma hacia el rindn, donde
se elimina por el filtrado glomerular. El método clasico de medicién es por la técnica
de Jaffe, en el que la creatinina reacciona con el acido picrico en un medio alcalino,
para producir un color rojo-anaranjado que se evalla por espectrometria3. Este
método tiene interferencias con los analitos de glucosa, proteinas, fructosa, acido
ascorbico, cuerpos cetonicos, acido piruvico, bilirrubinas, guanidina y antibidticos
como cefalosporinas*®, todos estos también son conocidos como
psuedocreatininas'®. Por ejemplo, el metabolismo eritrocitario (consumo de glucosa)
produce un aumento de piruvato derivando en una cifra de creatinina falsamente
alta’®, otro ejemplo; son las altas concentraciones de bilirrubina pueden interferir
con el método de Jaffe, debido a que la absorbancia del ensayo es cerca del pico
de bilirrubina absorbancia. El ensayo de Jaffe sistematico es muy alcalino haciendo
que la bilirrubina se oxide a biliverdina durante el periodo de ensayo y causa una
disminuciéon de la absorbancia que es proporcional a la concentracion de
bilirrubina*®. También la reaccién puede ser influenciada por la lipemia y/o la
hemodlisis que aumenta la creatinina sérica falsamente, esto, derivado de un retraso
en su procesamiento’®11.1246 Por consecuencia el retraso en el procesamiento de
la muestra puede conducir a incrementos significativos en la creatinina medida y la

clasificacion errénea de la ERC#4849,
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- Implicaciones de la cuantificacion de fosforo

El fésforo es un ion presente intracelularmente, fisiologicamente muy relacionado
con el calcio. En sangre existen fosforos inorganicos y organicos; de manera
general, su concentracion se determina sobre los inorganicos. Puede estar libre o
unido a proteinas. Sus niveles presentan una gran variabilidad interindividual e
intraindividual, con amplias variaciones asociadas con la edad, género, masa
muscular y distintos momentos fisiolégicos. Presenta un valor para el apoyo
diagndstico y pronéstico en enfermedades como insuficiencia renal cronica y aguda,
hipoparatiroidismo, pseudohipoparatiroidismo, acromegalia, alteraciones en el
equilibrio acido-base, en la lisis celular, monitoreo de tratamiento con insulina, en
alteraciones renales como en afecciones del tubulo renal, sindrome de Fanconi,
entre otras enfermedades*34°.

El fésforo es un analito en el que se ha podido ver que presenta una gran variabilidad
en base a la temperatura y al tiempo de contacto con el coagulo'23910.11.12.18,19 De
igual forma es sensible a la interferencia de hemodlisis*>°. Por lo que la

centrifugacion inmediata podria evitar este efecto en este analito.

- Centrifugacion inmediata en tubo con gel separador

La separacion inmediata del suero del coagulo se puede obtener mediante la
utilizacion de tubos con gel separador. En éstos tubos, durante la centrifugacion, el
gel se somete a un cambio temporal en la viscosidad y se aloja entre las células
empaquetadas y el suero. Las ventajas de los tubos separadores son la rapida
separacién del suero de los componentes celulares de la sangre, facil transporte, la
eliminacion de la necesidad de alicuotar el suero, y la reduccion de la aerosolizacion
de sustancias peligrosas'*®!. El suero recogido en tubos con gel separador, al
separar rapidamente los componentes celulares, tiene menos influencia en las
concentraciones de glucosa obtenidos por este método*?'4!, asi como para los
demas analitos, evitando la hemadlisis por el contacto prolongado del coagulo con el

suero’? La separacion inmediata de la muestra y en algunos casos la refrigeracion
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de 0 - 4°C de la muestra recolectada en tubos de suero-gel es ampliamente
aceptada como un proceso preanalitico estandar antes de la medicion de la glucosa,
y permite determinar otras analitos usando una sola muestra. Sobre todo, si la
muestra no es procesada inmediatamente'24!. Se ha sefialado que esta situacion,
la separacion inmediata del suero posterior a la formacién del coagulo y la
refrigeracion inmediata de 0 - 4°C raramente son factibles en la practica clinica
diaria®®. Sin embargo, estamos convencidos que la variaciéon en el método
procesamiento podria tener un importante impacto en las concentraciones de
glucosa, AST, ALT, LDH, creatinina y fésforo, en pacientes cuya exactitud del
resultado permite al médico tratante tomar una decisidon, por lo que obligan al
personal médico a tener en mente las discrepancias entre los procesos analiticos

pre-existentes con el fin de evaluar los datos de laboratorio con mayor claridad.
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JUSTIFICACION

Hoy en dia la toma de decisiones médicas se sustenta cada vez en base a un
resultado de laboratorio, haciendo que cada vez cobre mas importancia el
diagndstico por laboratorio y esto obliga a los laboratorios a implementar medidas
para poder ofrecer mayor precision y exactitud en sus procesos y de esta forma
otorgar resultados de calidad. La medicidn de la concentracion de muchos de los
analitos en suero pueden ser piedra angular para el diagnéstico y control muchas
enfermedades como, por ejemplo; de diabetes mellitus (glucosa), enfermedad renal
cronica (creatinina), enfermedad hepatica (AST, ALT), como factor prondstico en
enfermedades onco-hematologicas (LDH), alteraciones del metabolismo éseo y de
minerales (fésforo), ademas de fungir como elementos para el monitoreo de muchas
otras enfermedades. El retraso en el procesamiento de la muestra puede llevar a
aumento o disminucion de los valores de un analito analizado en suero, un ejemplo
seria hasta la pérdida de hasta un 10% del valor de glucosa mientras se procesa, lo
que es inadmisible para un paciente con intolerancia a los carbohidratos, con
hipoglucemia, en pacientes con sospecha de diabetes mellitus, asi como respuesta
de los niveles de glucosa al tratamiento en pacientes con diabetes mellitus. Esto
demanda que los laboratorios de patologia clinica deban de obtener en sus
procesos Yy analisis la mayor exactitud y precisién en sus resultados. Por lo que es
indispensable la cuantificacién mas precisa de los mas de 35 analitos realizados en
el area de bioquimica de nuestro hospital, debido al impacto que estos tienen en la
toma de decisiones médicas, administrativas, legales, de salud publica y
epidemioldgicas en nuestro hospital y su area de influencia.

La centrifugacién/analisis inmediato es una practica que ha sido poco utilizada en la
toma y procesamiento de las muestras en la mayoria de los laboratorios de
patologia clinica publicos en nuestro pais. Debido a multiples factores; desde la
mala planeacién en infraestructura, ubicacion del laboratorio y lejania de los puestos
de toma de muestras, asi como el poco conocimiento de factores externos que
influyen la determinacion de los analitos a estudiar, por parte del personal operativo,

poca capacitacion, malos habitos del personal de laboratorio, entre otros
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Este estudio nos proporcionara una alternativa viable para reducir el error durante
la fase preanalitica disminuyendo el tiempo de contacto del suero con el coagulo,
evitando la posibilidad de hemdlisis y de interferencias en los valores de los analitos
realizados en suero para el area de bioquimica. Habra que recordar que el objetivo
de los laboratorios de patologia clinica es realizar mediciones ex vivo mas cercanas
a lo que pasa in vivo, reflejando asi un trabajo con calidad en los procedimientos,
con una mayor certeza en los resultados que se reflejaran en una mejor toma de
decisiones por parte del médico solicitante.

También, tomando en cuenta los cambios en la gestion administrativa que sufren
los laboratorios clinicos en nuestro instituto en busca de un ahorro econémico, esto
también serviria como parametro para demostrar y evaluar en un futuro el control
preanalitico realizado por laboratorios externos, al contar con un estudio que
contraste los valores obtenidos en nuestro laboratorio de forma idonea contra los
valores obtenidos por el laboratorio externo de los analitos mas sensibles de
variacion, que indicarian un retraso en el procesamiento y/o medicion de las

muestras.
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PREGUNTA DE INVESTIGACION

¢ Existe diferencia cuando se realiza la comparacién de la técnica de centrifugacion
inmediata contra la técnica habitual en la determinacion de los valores de seis

analitos de bioquimica en pacientes de la consulta externa del HE CMN “La Raza”?
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HIPOTESIS

La técnica de centrifugacion/analisis inmediato comparado con la técnica habitual
de procesamiento de muestras sanguineas para bioquimica, permite obtener
valores mas precisos de glucosa, creatinina, AST, ALT, LDH y fésforo, en pacientes
de la consulta externa en el Hospital Especialidades del Centro Médico Nacional “La

Raza”.
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OBJETIVO

Objetivo general
Comparar los valores obtenidos séricos de glucosa, creatinina, AST, ALT, LDH vy
fésforo, por la técnica de centrifugacion/analisis inmediato, contra la técnica de
rutina, en pacientes de la consulta externa del Hospital Especialidades del Centro

Médico Nacional “La Raza”.

Objetivos especificos

- Determinar el promedio de consumo de glucosa con la técnica habitual en
los pacientes de consulta externa del HE CMN “La Raza”.

- Determinar el promedio de variacion de creatinina con la técnica habitual en
los pacientes de consulta externa del HE CMN “La Raza”.

- Determinar el promedio de variacion de AST con la técnica habitual en los
pacientes de consulta externa del HE CMN “La Raza”.

- Determinar el promedio de variaciéon de ALT con la técnica habitual en los
pacientes de consulta externa del HE CMN “La Raza”.

- Determinar el promedio de variacién de LDH con la técnica habitual en los
pacientes de consulta externa del HE CMN “La Raza”.

- Determinar el promedio de variacion de fosforo con la técnica habitual en los
pacientes de consulta externa del HE CMN “La Raza”.

- Determinar el porcentaje de pacientes que probablemente no se diagnostican
con intolerancia a los carbohidratos debido al consumo de glucosa ex vivo.

- Determinar el porcentaje de pacientes que probablemente no se diagnostican
con dano renal por la variabilidad de la creatinina ex vivo por medio de la
ecuacion MDRD-4 (IDMS).
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MATERIAL Y METODOS

Universo de trabajo
Muestras de suero obtenidas por duplicado de pacientes que acuden a la toma de
consulta externa del HE CMN “La Raza” para la realizacion de pruebas de glucosa,
creatinina, AST, ALT, LDH y fosforo, las cuales se analizaran en el area de

bioquimica del laboratorio central del HE CMN “La Raza”

Muestreo
Muestreo probabilistico aleatorio simple. Se obtuvieron muestras de sangre de
pacientes que acudieron a toma de muestra al laboratorio de patologia clinica del
HE CMN “La Raza” para la realizacion de estudios de laboratorio del 27 de junio al
22 de julio del 2016.

DISENO DEL ESTUDIO

Estudio prospectivo, transversal, comparativo

Calculo del tamaio de la muestra
El calculo de la muestra por cada analito se realizd en base a la cantidad de
determinaciones realizadas en el laboratorio de patologia clinica del HE CMN La
Raza en el afo 2015, siendo para glucosa de 118,000, creatinina 130,213, AST
33,215, ALT 67.557, LDH 60,150 y para de fosforo 42,500. Utilizando la siguiente
formula®?.
N 7°§?
d?(N-1) + 2282

1=

Donde:
n = tamano de la muestra
N = tamafo de la poblacion
Z = valor de Z critico, calculado en las tablas del area de la curva normal.
Llamado también nivel de confianza = 1.96

S2 = varianza de la poblacioén en estudio = 0.5
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d = nivel de precisién absoluta = 0.05

Glucosa:
N =118,000

118,000 * 1.962  0.52 113,327.2
n T e—

= = = 383
0.052 (118,000 — 1) + 1.962 * 0.52 296 "

n

El tamafio de las muestras se ajustd a 460 determinaciones incluyendo el 20% de

pérdidas.
Creatinina:
N = 130,213
~ 130,213 * 1.962  0.52 15057
"= 0052 (130213 — 1) + 1.962+052 " 326  '°

El tamafio de las muestras se ajustd a 461 determinaciones incluyendo el 20% de

pérdidas.
AST:
N = 33,215
~ 33,215 * 1.96 * 0.52 300
"= 0052(33215—1) + 1962052 ' 84 7

El tamafio de las muestras se ajustd a 460 determinaciones incluyendo el 20% de

pérdidas.
ALT:
N = 67,557
~ 67,557 * 1.962 * 0.5 _65000 .
"= 0052(67,557 —1) + 1.962%052 ' 84 T
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El tamafo de las muestras se ajusté a 460 determinaciones incluyendo el 20% de

pérdidas.
LDH:
N= 60,150
~ 67,557 * 1.962 % 0.52 57768
"= 0052 (67557 —1) + 1.962 052 ' 1514 '

El tamafo de las muestras se ajusté a 460 determinaciones incluyendo el 20% de

pérdidas.
Fésforo:
N = 42,500
~ 42,500 * 1.967 * 0.52 40836
"= 0052 (42500 —1) + 1.962 %052 ' 107 "

El tamafio de las muestras se ajusté a 460 determinaciones incluyendo el 20% de

pérdidas.

IDENTIFICACION Y DEFINICION DE VARIABLES

DEPENDIENTE

. Resultado de estudio enzimatico
Concentracion de o
de cuantificacion de glucosa o
glucosa en tubo _ Cuantitativa
centrifugado dentro de la _ mg/dL
con gel- _ ] discreta
primera hora después de la
separador. -
recoleccion de la muestra.
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Resultado de estudio enzimatico
Concentracion de | de cuantificacion de glucosa o
. Cuantitativa
glucosa en tubo centrifugada después de mas . mg/dL
discreta
de rutina de 1 hora después de la
recoleccion de la muestra.
Resultado de estudio
Concentracion de | colorimétrico de cuantificaciéon
creatinina en de creatinina centrifugado Cuantitativa L
m
tubo con gel- dentro de la primera hora discreta J
separador. después de la recoleccion de la
muestra.
Resultado de estudio
. colorimétrico de cuantificacion
Concentracion de o . o
o de creatinina centrifugada Cuantitativa
creatinina en . mg/dL
después de mas de 1 hora discreta
tubo de rutina _
después de la recoleccion de la
muestra.
Resultado de estudio cinético de
Concentracion de cuantificacion de AST
. Cuantitativa
AST en tubo con centrifugado dentro de la . U/L
. ] discreta
gel-separador. primera hora después de la
recoleccion de la muestra.
Resultado de estudio cinético de
Concentracion de cuantificacion de AST o
. ) ] Cuantitativa
AST en tubo de centrifugada después de mas . uU/L
discreta
rutina de 1 hora después de la
recoleccion de la muestra.
Concentracion de | Resultado de estudio cinético de
L Cuantitativa
ALT en tubo con cuantificacion de AST . U/L
_ discreta
gel-separador. centrifugado dentro de la
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primera hora después de la
recoleccion de la muestra.
Resultado de estudio cinético de
Concentracion de cuantificacion de AST o
, Cuantitativa
ALT en tubo de centrifugada después de mas . U/L
discreta
rutina de 1 hora después de la
recoleccion de la muestra.
Resultado de estudio de la tasa
de acuerdo con las
Concentracion de recomendaciones de la
Cuantitativa
LDH en tubo con | D.G.K.C. para la cuantificacion . uU/L
. discreta
gel-separador. de LDH centrifugado dentro de
la primera hora después de la
recoleccion de la muestra.
Resultado de estudio de la tasa
de acuerdo con las
Concentracion de recomendaciones de la
Cuantitativa
LDH en tubo de | D.G.K.C. para la cuantificacion . uU/L
discreta
rutina de LDH centrifugado después
de mas de 1 hora después de la
recoleccion de la muestra.
Resultado de estudio por
Concentracion de fosfomolibdato/UV para
fésforo en tubo cuantificacion de fésforo Cuantitativa
_ . mEq/dL
con gel- centrifugado dentro de la discreta
separador. primera hora después de la
recoleccion de la muestra.
Concentracion de Resultado de estudio por
Cuantitativa
fosforo en tubo fosfomolibdato/UV para . mEq/dL
. . ] ] discreta
de rutina centrifugado después de mas
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de 1 hora después de la
recoleccion de la muestra.
INDEPENDIENTE
. Paciente que acude a solicitar o
Paciente de _ . Cuantitativa | 1, 2, 3...
estudios de laboratorio por _
consulta externa continua 460
orden del médico tratante
Magnitud fisica que permite
ordenar la secuencia de los
_ sucesos, estableciendo un Cuantitativa _
Tiempo _ Minutos
pasado, un presente y un futuro, continua
y cuya unidad en el sistema
internacional es el segundo
Independientes secundarias
Condicion organica, masculina o o Femenino
) . . N Cualitativa
Género femenina a la que se identifica o o
o . dicotomica .
de nacimiento al paciente masculino
Anos cumplidos referidos por el | Cuantitativa _
Edad . _ anos
paciente continua

CRITERIOS DE SELECCION

|. Criterios de inclusion

e Pacientes de consulta externa sin importar el diagnostico, a los que se les
solicite la determinacion de niveles de glucosa, creatinina, AST, ALT, LDH y
fosforo, que acudan a toma de muestra al laboratorio de patologia clinica del
HE CMN La Raza y se obtenga la muestra de forma facil, directa y sin
complicaciones en tubo con gel-separador.

e Muestras centrifugadas dentro de los 30 minutos posteriores, pero no mas de

60 minutos después de la extraccion

Il. Criterios de no inclusién
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e Pacientes de consulta externa que acudan a toma de muestra al laboratorio
de patologia clinica del HE CMN La Raza y que al realizar la toma de muestra
requieran doble puncion u obtencion por goteo.

e Muestras inadecuadas con mas de 1 hora de centrifugar y/o analizar

¢ Muestras con mala separacién del suero con el coagulo

e Muestras lipémicas

e Muestras hemolizadas

DESCRIPCION GENERAL DEL ESTUDIO

En la sala de espera del laboratorio del HECM “La Raza”, mientras los pacientes se
encuentran en espera de la asignacién de cubiculo para toma de muestra, se
invitara a los pacientes a participar y se explicara la metodologia y en caso de
aceptar participar se otorgara la carta de consentimiento informado (anexo 1) para
su lectura y su firma autografa. Habiendo obtenido la carta de consentimiento
informado, al paciente se le asignara un cubiculo donde el flebotomista lo llamara y
recolectara el consentimiento informado. En base al manual de procedimientos del
Laboratorio de Patologia Clinica del HECMN “La Raza” en su apartado de obtencién
de muestras sanguineas (anexo 2) tomaran los tubos necesarios para realizar las
pruebas solicitadas por el médico tratante y en ultimo lugar obtendra un tubo tapon
color oro con gel-separador y activador de la coagulacion marca BD Vacutainer®
SST™ de 5 ml de capacidad, lote: 5336641, caducidad 2016-11, posteriormente se
homogenizara suavemente en 5 ocasiones como lo indica el fabricante (anexo 2).
De esta forma se obtendran de un mismo paciente dos muestras para medicion de
glucosa, de las cuales cada una de ellas se procesaran y analizaran en tiempos
diferentes.

Se debera de realizan en la primera puncién por medio del sistema BD Vacutainer®
para limitar las interferencias como contaminacion y hemolisis.

Realizada la puncién y obtenidos todos los tubos solicitados, mas el tubo dorado
extra, los tubos se mantendran en posicion vertical a temperatura ambiente (22°C -
25°C). Posterior a la formacion del coagulo dentro de los primeros 30 minutos

posterior a la extraccion, se procedera a centrifugar, esto sin exceder los 60 minutos
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después de la extraccion. En una centrifuga marca MPW MED. INSTRUMETS;
MODELO MPW-35, por 15 minutos a 1,000 — 1,500 RFC (g), como lo indica el
fabricante. Separado el paquete globular del suero se procesara en el equipo
ARCHITECplus ¢800.

El sistema ARCHITECplus ¢800; Abbott Laboratories, Japdn: es un sistema abierto,
totalmente automatizado para el analisis de quimica sanguinea de laboratorios. El
sistema consta de 3 componentes, el primero es el médulo ¢8000 es cual es el
modulo de diagndstico, es donde se realiza el procesamiento de muestras usando
los métodos de potenciometro y fotométrico. Este mddulo es capaz de llevar a cabo
1200 pruebas por hora, utilizando para ello los 56 a 65 reactivos almacenados en el
sistema en dos centros de suministro de reactivos de control de temperatura. El
segundo componente consta de un centro de manejo de muestreo multidimensional
que es el mdédulo de transporte que presenta las muestras al médulo de proceso
para el analisis y reproceso. Este sistema de transporte permite cargar calibradores,
controles y muestras de pacientes y llevarlos al modulo de procesamiento del c8000.
El tercer componente es el centro controlador del sistema; que es el sistema de
computacién que proporciona al usuario el mando del modulo de procesamiento y
los componentes relacionados a través de una interfaz centralizada, permite
configurar el sistema, ingresar la identificacion de pacientes, controles y
calibradores, revisar resultados, controlar el médulo de proceso y el médulo de
muestras, realizar diagndstico del sistema, transferir resultados a una computadora
central. El sistema es eficiente en deteccion de coagulos, utilizando la tecnologia de
presion diferencial asegurando precision en el muestreo. Cuenta con tecnologia de
pipeteo y lavado que posibilitan que se logre un arrastre menor a 0.1 ppm, esto
reduce los resultados irregulares. Logra una alta eficiencia sin contaminacién por
arrastre por medio de la tecnologia SmartWash™, patentada por Abbott para dar
confianza a los resultados, es un proceso de lavado de 8 paso con verificacion
automatica de la cubeta para asegurar la calidad de las misma antes de cada
prueba. Cuenta con un sistema HIL que detecta hemolisis, ictericia y lipemia lo que
permite identificar muestras con resultados inexactos causados por estas

interferencias de la muestra.
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Se utilizaran tres kits de reactivo para glucosa; Abbott Laboratories, Abbott
Park, IL 60064 EEUU, con numero de lote 48090UQO08, con fecha de
caducidad del 31-08-2016; cada uno con una capacidad de para 333
pruebas. Estos presentan una estabilidad de hasta 30 dias dentro del equipo.
El ensayo de glucosa es usado para la cuantificacion de glucosa en humanos
en suero, plasma, orina o liquido cerebroespinal. Utilizando la metodologia
de Hexokinasa/glucosa-6-fosfato. El principio se basa en que la glucosa de
la muestra es fosforilada por la hexokinasa (HK) en presencia de trifosfato de
adenosina (ATP) y iones de magnesio, para producir glucosa-6-fosfato y
adenosin difosfato (ADP). La glucosa-6-fosfato deshidrogenasa oxida
especificamente la glucosa-6-fosfato a 6-fosfogluconato con la reduccion
simultanea de nicotinamida adenin dinucleotido (NAD) a nicotinamida adenin
dinuclueotido reducido (NADH). Un micromol de NADH es producido por
cada micromol de glucosa consumido. EI NADH produce absorcién de luz a
340 nm y puede ser detectado espectrofotométricamente como un
incremento en la absorbancia.

Para la medicién de creatinina se usaran dos kits de reactivo; Abbott
Laboratories, Abbott Park, IL 60064 EEUU, con numero de lote 45209UN15,
con fecha de caducidad del 13-10-2016; cada uno con una capacidad de para
422 pruebas. Estos presentan una estabilidad hasta la fecha de caducidad
dentro del equipo. La metodologia utilizada es cinética alcalina picrato. El
principio se basa, que un pH alcalino, la creatinina en la muestra reacciona
con picrato para formar un complejo de creatinina-picrato. La tasa de
aumento en la absorbancia a 500 nm debido a la formacién de este complejo
es directamente proporcional a la concentracion de creatinina en la muestra
AST, para su medicidn, se usaran dos kits de reactivo; Abbott Laboratories,
Abbott Park, IL 60064 EEUU, con numero de lote 98547UN15, con fecha de
caducidad del 29-07-2016; cada uno con una capacidad de para 360
pruebas. Con una estabilidad de 30 dias dentro del equipo. La metodologia
utilizada es NADH sin piridoxal-5"-fésfato. LA AST presente en la muestra,

cataliza la transferencia del grupo amino de L-aspartato a a-cetoglutarato,
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formando oxalacetato y L-glutamato. El oxaloacetato en presencia de NADH
y la malato deshidrogenasa (MDH) se reduce a L-malato. En esta reaccion,
el NADH se oxida a NAD. La reaccion se mide mediante la medicion de la
tasa de disminucion de la absorbancia a 340 nm debido a la oxidacién de
NADH a NAD.

ALT, para su medicion, se usaran 2 kits de reactivo; Abbott Laboratories,
Abbott Park, IL 60064 EEUU, con numero de lote 4782UQO06, con fecha de
caducidad del 08-12-2016; cada uno con una capacidad de para 360
pruebas. Estos presentan una estabilidad de 27 dias dentro del equipo. La
metodologia utilizada es NADH sin piridoxal-5'-fosfato. La ALT presente en
la muestra, cataliza la transferencia del grupo amino de L-alanina a a-
cetoglutarato, formando piruvato y L-glutamato. El piruvato en presencia de
NADH vy lactato deshidrogenasa (LD) se reduce a L-lactato. En esta reaccién
NADH se oxida a NAD. La reaccién se mide mediante la medicion de la tasa
de decremento de la absorbancia a 340 nm debido a la oxidacion de NADH
a NAD.

Para la medicion de LDH se usaran 2 kits de reactivo; Abbott Laboratories,
Abbott Park, IL 60064 EEUU, con numero de lote 37717UN15, con fecha de
caducidad del 26-08-2016; cada uno con una capacidad de para 260
pruebas. Estos presentan una estabilidad de 30 dias dentro del equipo. La
metodologia utilizada es recomendada por la federacion internacional de
quimica clinica y medicina de laboratorio (IFCC), de reaccion directa, de
lactato a piruvato. El principio se basa, en que el lactato deshidrogenasa es
una enzima de transferencia de hidrogenos que cataliza la oxidacién de L-
lactato a piruvato con la medicacion de NAD+ como un aceptor de

hidrogenos.

Lactato deshidrogenasa

L-Lactato + NAD Firuvato + NADH

H+

El fésforo para su medicion, se usara 1 kit de reactivo; Abbott Laboratories,
Abbott Park, IL 60064 EEUU, con numero de lote 45212UN15, con fecha de
caducidad del 17-07-2016; con una capacidad de 1400 pruebas. Estos

33



presentan una estabilidad de 65 dias dentro del equipo. La metodologia
utilizada es fosfomolibdato. El fosfato inorganico reacciona con molibdato de
amonio para formar un complejo de heteropoliacido. El uso de un surfactante
elimina la necesidad de preparar un filtrado libre de proteinas. La absorbancia
a 340 nm es directamente proporcional al nivel de fésforo inorganico en la
muestra. Muestras blanco se deben ejecutar para corregir cualquier

absorbancia no especifica en la muestra.

Utilizando el método de ensayo fotométrico, que consiste en la medicion de la
cantidad de luz absorbida por la muestra al pasar un rayo de luz a través de ella,
asi como la medicion de la intensidad de la luz que alcanza el detector. El sistema
optico incorporado al médulo de procesamiento es un sistema fotométrico que dirige
y alinea la luz procedente de una lampara a través del bafio de incubacion y la
cubeta de reaccién y finalmente hacia la unidad 6ptica, el sistema enfoca la luz y
mide simultdneamente la intensidad de 16 longitudes de onda diferentes (340 a 840
nm).

La edad y sexo se obtendran del consentimiento informado y los resultados
obtenidos de la primera medicion de glucosa se registraran en la hoja de recoleccion
de datos 1.

Para las muestras habituales se centrifugaran hasta que el flebotomista termine
todas sus tomas de sangre del dia, asi mismo; organice los tubos recolectados y
solitudes y las entregue al area correspondiente para centrifugar y posteriormente
para someter a su analisis, el cual se llevara a cabo por la misma metodologia. Los
resultados obtenidos se registraran en la hoja de recoleccion de datos 1. Las
diferencias de ambas mediciones de glucosa se reportaran en la hoja de resultados

2, junto con la edad y sexo.
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Procesamiento inmediato

Metodologia: Algoritmo de trabajo

Tama de muestra

Coagulacion de muestra

Centrifugacion
30 minutos posterior a latoma
(no mayora 1 hora)

Analisis en ARCHITEC

Resultada

~ COMPARACION
DE RESULTADOS

Andlisis de resultados

- Coagulacion de muestra

Centrifugacion
= 1 hora pasterior a la toma

Analisis en ARCHITEC

Resultado

[ENgEY OIS LIRSS
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ANALISIS ESTADISTICO

Se realizara un analisis descriptivo univariado, estimando frecuencias simples,
medidas de tendencia central y de dispersion.

Para la variable cualitativa se analizara mediante la prueba Chi-cuadrada.

Para las variables cuantitativas, se determinara la distribucion de los datos de la
muestra mediante la prueba de Kolmogorov-Smirnov, si la distribucion es normal se
analizaran por medio de la prueba t de student, en caso de no ser normal se
analizaran mediante la prueba de U de Mann Whitney, obteniendo el valor de p.

Programa estadistico a utilizar SPSS versién 23.
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ASPECTOS BIOETICOS

Este protocolo estara regido por los principios especificados en la
Declaracién de Ginebra con su correccion mas reciente en la 462
Asamblea General de la Asociacion Médica Mundial, en Estocolmo,
Suecia, realizada en septiembre del 2004 y la Declaracion de Helsinki
enmendada en la 522 Asamblea General, Edimburgo, Escocia en octubre
del 2000, con nota de clarificacion del parrafo 30 realizada por la
Asamblea General de la Asociaciéon Médica Mundial realizada en Tokio
del 2004.

La realizacion del presente estudio se encontrara dentro del Reglamento
de la Ley General de Salud en materia de investigacion en salud, titulo
2ndo, capitulo 1 (articulo 17) clasificado como:

Riesgo igual al minimo.
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RECURSOS Y FACTIBILIDAD

Para la realizacion de esta tesis de investigacidon se utilizaron insumos y
consumibles propios del hospital para llevarse a término. Los pacientes accedieron
a la toma de un tubo adicional a los necesarios para la realizacién de los estudios
adicionales previo consentimiento informado. El material para la muestra adicional
fue aportado por la jefatura del laboratorio central del HE CMN “La Raza”

Se cuenta con la infraestructura y el personal para la obtencion de las muestras en
el area de toma de la consulta externa del HE CMN “La Raza”.

Por lo que es viable realizar el estudio dado que se cuenta con los recursos

materiales y humanos lo cual no presenta un gasto extra para la institucion.
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RESULTADOS

De las 460 muestras, solo 449 fueron incluidas en el estudio, ya sea que las 11
muestras descartadas no presentaban segunda medicion de glucosa, datos
incomprensibles o datos incompletos.

Se obtuvo una media de concentracion de glucosa en el primer tubo que se
centrifugo y analizo inmediatamente de 116.9 y en el segundo tubo de rutina de 110.

Con una perdida promedio de 6.8 mg/dL

Comparativo de las cifras de glucosa
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Se pudo obtener en la totalidad de los resultados una disminucion de glucosa

respecto a la primera medicion.

El porcentaje de perdida en menos de una hora representa el 6% del total de la cifra

inicial en promedio.

En los rangos de 100 a 125 mg/dL, que es considerado como prediabetes, se
obtuvieron 175 pacientes, de los cuales en la segunda medicion en el tubo de rutina
solo se conservaron en el rango de prediabetes 111. Esto nos arroja una pérdida de
64 pacientes que pasan del rango de prediabetes a un rango normal
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Prediabeticos
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No se presentd una significancia estadistica el porcentaje de perdida de glucosa

con respecto a la edad o sexo de los pacientes.
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DISCUSION

En el analisis en las cifras de glucosa se logré determinar que la disminucion de tan
solo el promedio de la disminucion (6.8mg d/L) es estadisticamente significativa. Se
ha demostrado que personas con una glucosa plasmatica en ayunas entre 87 y 90
mg/dL tiene un riesgo ajustado por edad de desarrollar diabetes que es 1,81 veces
mayor que la de una persona con un FPG <82 mg/dL. Por lo tanto, una diferencia
tan pequefia como 5 mg/dL casi duplica el riesgo. Riesgo de 3,05 veces mayor
cuando glucosa plasmatica en ayunas se ubica entre 95 y 99 mg/dl. El resultado

obtenido de la diferencia de un maximo de una hora es mayor a 5 mg/dL.

175 pacientes con cifras consideradas dentro de cifras como “prediabetes” (100 —
125 mg/dL) fueron detectados en el primer tubo sometido a centrifugacion/analisis
inmediato, al analisis con el tubo de rutina solo se encuentran en cifras de
“prediabetes” un total de 111. Esto nos proporciona una pérdida de 64 pacientes los
cuales no se podrian sospechar como pacientes con prediabetes o intolerancia a
los carbohidratos. Es de llamar la atencion que el promedio la perdida de glucosa

es mayor al promedio de la totalidad de la muestra (8.15 mg/dL vs 6.8 mg/dL).
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CONCLUSION

La fase pre analitica es un componente importante en el proceso de operaciones de
un laboratorio, porque existe una diversidad de variables que afectan el resultado
de la muestra de sangre u otro fluido corporal analizado de un paciente; desde

las variables fisiolégicas hasta los procedimientos de la toma de muestra.

En la fase pre analitica pueden diferenciarse dos etapas, una externa y otra dentro
del laboratorio. Los errores que se pueden generar tienen distinta significacién y su
medida es dificil ya que algunos de ellos se ponen de manifiesto en la fase analitica
y otros no se evidenciaran. Ademas, la fase pre analitica se divide en varias partes,
iniciando con la solicitud del examen por el médico, seguido de la coleccion de la
muestra, el transporte de la muestra al laboratorio, la recepcion de la muestra por el
personal del laboratorio, la preparacion de la muestra para el examen, hasta el

transporte de la muestra a la seccion correcta del laboratorio.

Como se muestra en algunos estudios la frecuencia de errores en la etapa pre
analitica no es despreciable; Plebani y col, concluyen que los errores en la etapa
pre analitica representan entre 46 a 68,2% del total de errores en el proceso del
laboratorio, y un estudio realizado en 7 paises de Latinoamérica solo el 3% realizé
correctamente los procedimientos de venopuncidn segun el procedimiento

estandarizado de coleccion de sangre por venopuncién HO3-A6 del CLSI.
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ANEXOS

Anexo 1

NOMBRE: CIUDAD DE MEXICO A:

NUMERO DE SEGURIDAD SOCIAL: . SEXO: . EDAD:

Procedimiento explicado y explicacién del mismo: TOMA SANGUINEA.
Beneficio: DIAGNOSTICO DE PADECIMIENTO OPORTUNO Y/O SEGUIMIENTO AL TRATAMIENTO

Riesgos y complicaciones: MINIMOS (mareo, vomito, 0 hematoma en la zona de puncidn), SI SE PRESENTA ALGUNA CONTAMOS CON PERSONAL CAPACITADO
PARA ATENDER LA URGENCIA, EL MATERIAL ES NUEVO, ESTERIL Y DESECHABLE

Yo .De afios de edad. Por medio de la presente hago constar que ACEPTO
sin obligacién y por decisién propia participar en el estudio de investigacién cuyo titulo es "COMPARACION DE LA TECNICA DE CENTRIFUGACION INMEDIATA
CONTRA LA HABITUAL EN LA DETERMINACION DE SEIS ANALITOS DE BIOQUIMICA EN PACIENTES DE LA CONSULTA EXTERNA DEL HE CMN "LA RAZA". Registrado
ante el comité de investigacion en salud local. El objetivo de este estudio es comparar la técnica de centrifugacion y analisis inmediato con la técnica de
rutina, para la determinacion de glucosa sérica en pacientes de la consulta externa del Hospital Especialidades del Centro Médico Nacional “La Raza”. Refiero
que se me haindicado detalladamente que mi participacion consta en la donacidn de un tubo con tapdn color oro con gel-separador para suero de 5ml, el
cual es adicional alos necesario para realizar las pruebas indicadas por mi médico solicitante, esto con la tnica finalidad de CUANTIFICAR GLUCOSA,
CREATININA, ASPARTATO AMINOTRANSFERASA, ALANINO AMINOTRANSFERASA, LACTATO DESHIDROGENASA Y FOSFORO EN SUERO. Mi participacion en
este estudio no modifica mi atencion médica dentro del Instituto Mexicano del Seguro Social. Declaro que se me ha informado la naturaleza y propdsito, asi
como los riesgos y beneficios inherentes a la participacion en el protocolo y en caso de alguna duda o aclaracion acerca del proceso el investigador principal
me laresolvera.

El investigador deberd brindarme informacion oportuna sobre cualquier procedimiento adecuado que pudiera ser de beneficio para mi personay se me
ofrecerd. Conozco que poseo el derecho de retirarme del estudio en el momento que desee. Entiendo que TODOS LOS DATOS PERSONALES que otorgue
seran de manejo ESTRICTAMENTE CONFIDENCIAL y que seran recopilados en una base de datos para su andlisis estadistico que sélo conocera el investigador
Asimismo doy el consentimiento para realizar la atencidn de contingencias y urgencias derivadas del acto autorizado con base al principio de libertad

FIRMA DEL PARTICIPANTE O SU REPRESENTANTE LEGAL:

NOMBRE Y FIRMA DEL QUE OBTIENE LA CARTA DE CONSENTIMIENTO (Nombre y firma):

NOMBRE, DIRECCION, RELACION CON EL PARTICIPANTE Y FIRMA DEL TESTIGO:

NOMBRE, DIRECCION, RELACION CON EL PARTICIPANTE Y FIRMA DEL TESTIGO:

NOMBRE Y FIRMA DEL FLEBOTOMISTA:

NOMBRE Y FIRMA DEL INVESTIGADOR PRINCIPAL:

Si tiene alguna pregunta sobre el estudio puede realizarlas al al telefono 57245900 ext.

Dudas o aclaraciones sobre sus derechos como participante podra dirigirse a: Comision de ética e investigacion de la CNIC del IMSS: Avenida Cuauhtémoc
33042 piso bloque “B” de la unidad de congresos, colonia Doctores. México D.F. CP 06720. Teléfono: (55) 56276900 ext. 21230, correo electrdnico:
comision.etica@imss.gob.mx.

REFERENCIA: LEY GENERAL DE SALUD cap IV, Art 80, 81, 82y 83. NOM-007-55A3-2011
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Anexo 2

TOMA DE MUESTRAS SANGUINEAS CON SISTEMA DE VACIO (BD
VACUTAINER®)

Material:

- Agujas BD Vacutainer® 21G, nuevas y desechables

- Soporte BD Vacutainer® (Holder)

- Tubos BD Vacutainer® Ver tabla 1.

- Bata de laboratorio

- 1 par de guantes de latex desechables

- Lentes de proteccion

- Cubrebocas

- Ligadura

- Torundas con alcohol

- Contenedor de plastico de color rojo, que cumpla las especificaciones de la
Norma Oficial Mexicana NOM-087-ECOL-SSA1-2002, Proteccidon ambiental
- Salud ambiental - Residuos peligrosos bioldgico-infecciosos - Clasificacion

y especificaciones de manejo.

El paciente:
- Al llegar al laboratorio, se presentard en recepcion para entregar las
solicitudes junto con las etiquetas que se le entregaron al momento de

solicitar su cita.

Control de laboratorio:

- Las solicitudes y etiquetas se pasaran al control de laboratorio, donde el
quimico encargado de esta area verifica la identidad en la solicitud y la
concordancia con los datos de las etiquetas.

- Realizada la identificacion, las solicitudes y etiquetas se distribuiran a los

flebotomistas en el cubiculo asignado para la de toma de muestra.
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Flebotomista:

- Se colocara su equipo de proteccion que consta de bata, guantes de latex,
cubrebocas y lentes de proteccion.

- Llamara al paciente que se encuentra en la sala de espera, por el nombre
completo escrito en la solicitud.

- Dentro del cubiculo corroborara que la identidad del paciente coincida con la
solicitud y las etiquetas de laboratorio.

- Explicara el procedimiento a realizar, asi como los estudios solicitados y la
cantidad de tubos a extraer

- Solicitara al paciente que se acomode y siente, se descubra el brazo para la
puncion y lo coloque en él apoya brazos para toma de muestra.

- Se usara para cada puncién aguja BD Vacutainer®nuevas y desechables.

- Aplicara un torniquete para facilitar la localizacién de la vena apropiada para
la venopuncion aproximadamente a 4cm del sitio de puncién.

- Localizada la vena se desinfectara el area con una torunda con alcohol. Se
dejara secar de forma natural. No soplando o haciendo aire.

- Realizara la puncion con el sistema de aguja y soporte BD Vacutainer®
(Holder), teniendo cuidado de colocar el bisel de la aguja hacia arriba.

- Una vez que se esta seguro de estar en vena, con una mano se sostendra el
Holder durante todo el procedimiento, con la otra mano se introducira el
primer tubo de recoleccion de muestra y se soltara el torniquete. Al llenado
del tubo se extraera e introducira el siguiente y de inmediato se
homogenizara el tubo extraido y asi sucesivamente hasta recolectar los tubos
necesarios.

- Terminado el llenado del ultimo tubo necesario para los examenes
solicitados, éste se extraera y homogenizara. Seguido de la extraccion de la
aguja en un solo movimiento e inmediatamente se hara presion sobre el sitio
de puncion con una torunda con alcohol.

- Se desprendera la aguja del Holder y se desechara en el recipiente rojo.

- Se solicitara que el paciente flexione su antebrazo por 10 minutos.
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- Las etiquetas se colocaran de forma vertical teniendo cuidado de pegarlas

sobre el membrete del tubo, de tal forma que quede una “ventana” donde sea

posible observar las caracteristicas del contenido del tubo sin necesidad de

destapar el tubo.

- Los tubos con sangre recolectada se colocaran en orden en una gradilla en

forma vertical.

- Abra terminado el proceso de toma sanguinea al paciente y se repetira el

mismo procedimiento para el siguiente paciente.

- Al término de la toma sanguinea de todos los pacientes asignados, la gradilla

con muestras, asi como las solicitudes se llevaran al area de centrifugado.

NOTA: El orden y homogenizacion, se realizara en base a las indicaciones del

fabricante. Son las siguientes:

Tabla 3. Tipos de tubo y su modo correcto uso
COLOR DE

CONTENIDO DEL
TUBO
Tubo con gel

separador

Sin anticoagulante con

y sin silicon

Citrato de sodio

EDTA

Heparina de sodio

TAPON

Oro

Rojo

Azul

Morado

Verde

AREA DE USO

Quimica clinica

Quimica clinica, banco
de sangre, serologia.
Tiempos de
coagulacion,
fibrinbgeno, agregacion
plaquetaria
Hematologia, banco de
sangre
Quimica clinica
(urgencias),
hematologia (fragilidad

osmotica)

MEZCLADO

5 veces

5 veces

3 a4 veces

8 a 10 veces

8 a 10 veces
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Hoja de recoleccion 1.

HOJA DE RECOLECCION

ANEXO 1: HOJA DE RECOLECCION DE DATOS

HOJA DE TRABAJO DEL DiA:

RESULTADOS DEL 1ER TUBOS:

RESULTADOS DEL 2DO TUBO:

NUM

FOUO
INTERNO

EDAD

SEXO
Mo F

TUBO

GLUCOSA
mg/dL

CREATININA
mg/dL

AST U/L

ALT U/L

LDH U/L

FOSFORO
mEqg/mL

TUBO

GLUCOSA
mg/dL

CREATININA
mg/dL

AST U/L

ALT U/L

LDH U/L

FOSFORO
mEqg/mL
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Hoja de recoleccion 2

ANEXO 2: HOJA DE CONCENTRACION DE DIFERECIAS OBTENIDAS
NUM | EDAD If/IE)c(JCI): FOLIO INTERNO GanUgs;)LSA CRI::;-/ldNIINA AST U/L ALT U/L LDH U/L Fn?::?nf?
1 0 0 0 0 0 0 0 0 0
2 0 0 0 0 0 0 0 0 0
3 0 0 0 0 0 0 0 0 0
4 0 0 0 0 0 0 0 0 0
5 0 0 0 0 0 0 0 0 0
6 0 0 0 0 0 0 0 0 0
7 0 0 0 0 0 0 0 0 0
8 0 0 0 0 0 0 0 0 0
9 0 0 0 0 0 0 0 0 0
10 0 0 0 0 0 0 0 0 0
11 0 0 0 0 0 0 0 0 0
12 0 0 0 0 0 0 0 0 0
13 0 0 0 0 0 0 0 0 0
14 0 0 0 0 0 0 0 0 0
15 0 0 0 0 0 0 0 0 0
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