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RESUMEN

Este estudio de caso trata sobre la calidad derdabp de hemoglobina
glicosilada como factor importante de control enpagiente con diabetes. Se pretende
garantizar el proceso de obtencion de la muessiagamo verificar el del equipo de
quimioluminiscencia. Se valorara la prueba de hdabiga glicosilada mediante

analisis de inter-comparacion.

La paciente, de 49 afios, de instruccion educativarglaria, soltera, procedente
del cantdon Manta, la cual se considera de razaizaestjecutiva del hogar, seis
embarazos, seis hijos vivos, cero cesareas y bertoa; cuya Ultima labor de parto fue

hace 24 afos.

ha detectado que muchos pacientes llegan al Cdat®alud “Cuba libre” 24
horas con cuadros de hiperglicemia sin una fichdiecaéque incluya resultados de
hemoglobina glicosilada u otros factores biolégigometabdlicos periddicos; por lo
menos cada 3 meses como establece la metodologialo pque se torna dificil
considerar el estado de su enfermedad o bajo qaéoemicial fue diagnosticado con
diabetes. La falta de definicibn de un proceso made, sistematico, integral y
orientado a la capacitacion es lo que no existeste Centro de Salud, por lo que se
considera como debilidad; es por esto que la Usidad Laica Eloy Alfaro de Manabi

ha tomado esto como Estudio de Caso.

Palabras clave:diabetes, hemoglobina glicosilada, metabolismo
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ABSTRACT

This case study addresses the quality of the gljated hemoglobin test as an
important control factor in a patient with diabetiéss intended to guarantee the process
of obtaining the sample, as well as verify the ci@mnescence equipment. The
glycosylated hemoglobin test will be assessed tgrdcomparison analysis.

The patient, 49, secondary educational instrucsorgle, coming from Manta
city, considered as Hispanic, housewife, six pregies, six childrens alive, zero

cesareans and zero abortions; Whose last labo24vgsars ago.

It has been found that many patients arrive atCtiveno Nifio Health Center
with hyperglycemia charts without a medical recttrat includes results of glycosylated
hemoglobin or other periodic biological and metabdctors; At least every 3 months
as the methodology establishes, making it diffitaltonsider the state of your disease
or under which initial state was diagnosed withbdias. The lack of definition of an
orderly, systematic, comprehensive and trainingraad process is what does not exist
in this Health Center, so it is considered as wea&nThis is why the Laica Eloy Alfaro

de Manabi University has taken this as a Case Study

Key words: diabetes, glycosylated hemoglobin, metabolism

Vii



INDICE

INDICE GENERAL pag.
TRIBUNAL DE GRADUACION ...ttt I
DECLARACION DE AUTENTICIDAD Y RESPONSABILIDAD..........ccooveeeeennn.. 1
CERTIFICACION. ..ottt e e e, 1l
D E D I C AT ORI A e e v
AGRADECIMIENT O et e, vV
RESUMEN. ..ot VI
A B S T R A T e e e VI
INDICE ..ottt et ettt et e e et e et e e et re e VIII
(07N =11 LU | e 1 ISR RROUR RS 1
JUSTIFICACION ..ottt 1
CAPTTULO Tl ettt ettt e et e e et e e rne e, 5
INFOIME Bl CASO. . e e e e 5
Presentacion &I CASO......couve e 5
DEfiNICION &I CASQ... ..o 5
AMDItO D8 ESTUIO.....eee e et ettt e et e e e e e 6
ACLOres IMPHCATOS ... ..ccoiiiieiiie e 6
Identificacion del problema............ccccceiiiiii 6
METODOLOGIA oottt e e eeaae s 7

LiSta e PreQUNTAS. ....cco it e et 7
Fuentes de iNfOrMAaCION. ... ... 7

Técnicas para la recoleccion de informacion.............cccevveeiiiiieeeeeveeeiiin. 8



Técnica de 1aboratorio CHNICO. .. ...oe e, 8

DIAGNOSTICO. ... 16
CAPITULO vttt sttt be e 17
Propuesta de INtErVENCION. ..........uuuiiii e e e e e e e e e e e 17

Denominacion de |a PrOPUESLAL.........uuuuuummniiiiii e 17

ODbjetivVOS de & PrOPUESIAL......cciie ittt eeeeeeeees 18

Fundamentacion de 1a PropueSTa..........cccoceiiimnmimiiii e 18

El control de calidad de la prueba de hemoglobiitagjlada......................... 18
Garantia y aseguramiento de la calidad................ccooooeeiiiiiiiiiiiiiie e, 19
Procesos de laboratorio clinico (pre analiticoaliinos y post analiticos)..... 19
Planteamiento de la PrOPUESIAL........ccceeeeiiiiieiiiie e 20
F e AV o F= Lo [T YA v U= = L PP 21
Referencias bibliograficas..........cccccoii 22
Anexos

Anexo N°.1. Esquema de cromatografia liquida de efitiencia
Anexo N°.2. Esquema de determinacion enzimatica
Anexo N°.3. Esquema de determinacion inmunoturbédiia

Anexo N°.4. Encuesta a paciente

Anexo N°.5. Ficha de observacion
Anexo N°.6. Resultados de laboratorio

Anexo N°.7. Foto fachada del Centro de Salud



CAPITULO |

JUSTIFICACION

La Organizacion Mundial de la Salud define la diab como
una enfermedad crénica, metabdlica que aparecedocueh pancreas no produce
insulina suficiente o cuando el organismo no iligficazmente la insulina que
produce, caracterizada por niveles elevados deogguen la sangre (o azucar en la
sangre), que lleva con el tiempo a graves dafaoralzén, vasos sanguineos, 0jos,

riniones y nervios. (OMS, 1997).

Segun las estimaciones, 422 millones de adultosodn el mundo tenian
diabetes en 2014, frente a los 108 millones de .1980 prevalencia mundial
(normalizada por edades) de la diabetes casi shuplecado desde ese afno, pues ha
pasado del 4,7% al 8,5% en la poblacion ad(@i&lS, 2016).

En Ecuador, desde hace méas de una década la Bidetitus se encuentra
entre las primeras diez causas de mortalidad, odapal primer lugar en el reporte
presentado en el afio 2008 por el Instituto NacideaEstadisticas y Censos. (INEC,
2008).

Actualmente existen dos clasificaciones principdlesprimera, correspondiente
a la OMS, en la que solo reconoce tres tipos dmetka (tipo 1, tipo 2 y Gestacional) y
la segunda, propuesta por la Asociacién AmericanBidbetes (ADA) en 1997. Segun
el Comité de expertos de la ADA, los diferentegdigle Diabetes se clasifican en 4

grupos:
1. Diabetes Mellitus tipo 1
2. Diabetes Mellitus tipo 2
3. Diabetes Gestacional

4. Otros tipos de Diabetes Mellitus



La prueba de hemoglobina glicosilada es un examegilk que ofrece un
resultado muy valioso en cuanto al control del gratel con diabetes. Su principio
basico es el siguiente: la hemoglobina es una ipetgue se encuentra dentro de los
glébulos rojos de la sangre y de lo que se ocupkelesansporte de oxigeno, el cual lo
toma a nivel pulmonar y por esta via la lleva atoedel cuerpo desde los pulmones
hacia todas las células del organismo. Pero estalad no es precisamente nada mas
con el oxigeno. La glucosa se une también a elliasaccion de insulina. (Kathleen, L.
et al., 2002)

La misma fisiopatologia de la diabetes nos indigalg glucosa se encontrara en
niveles muy elevados en sangre, por la deficiedeiansulina o por la incapacidad de
esta para poderla llevar a las células (resistemd@ainsulina). Esa glucosa en exceso
entra a los glébulos rojos y se une con molécudakaimoglobina, glucosilandola. En
sentido de proporcion, a mayor glucosa, mayor hébota glicosilada. Aunque la
hemoglobina glicosilada tiene varias fracciones Aty HbAlb, y HblAc) la mas
estable, la que tiene una union con la glucosaesgscifica es la fraccion HbAlc. La
vida media de los glébulos rojos es aproximadamdetel20 dias. Por lo que esta
medicidn nos expresa el nivel de azlUcar en promizl® a 3 meses atras, por lo que es
un parametro aceptable para saber el control deaoente. Por este motivo se

recomienda solicitar dicho examen, cuatro veces$ial (Rosenzweig, J. et al., 2007)

El porcentaje de glicosilacion es proporcionali@inpo y a la concentracion de
glucosa; en otras palabras, los glébulos sanguingés viejos tendran un mayor
porcentaje de hemoglobina glicosilada al igual ggeellas personas mal controlados
(con periodos de altas concentraciones de glucasgugea tendran un mayor
porcentaje en su resultado). Por el contrario, llepupersonas que han mantenido un
buen control metabdlico, vigilado y controlado témdun porcentaje de hemoglobina
glicosilada en valores méas cerca a los normaleavi{@on MB., et al. 1999; Calzada
L., et al. 2000; G. Angel, 1990)

También utilizan la HbAlc para ver lo bien que estejando su diabetes. Esta
prueba es diferente a los controles de azucar sanigre que las personas con diabetes
se hacen todos los dias.



Se han desarrollado muchos métodos diferenteslpaeterminacion de rutina
de la HbA 1c en los laboratorios de analisis ctinic Los métodos difieren
considerablemente en lo que se refiere a los coempes glicosilados medidos,
interferencias y rango considerado no diabéticod8ege tener en cuenta el tipo de
técnica empleada, el intervalo de referencia nbdlieo, las interferencias potenciales
del ensayo (p. €j., intermedios labiles, hemogqtatias, ingestion cronica de alcohol,
salicilatos, efectos sobre la conservacion de lastna y sobre la validez del ensayo).
(Reyes, A. et al., 2008)

En este sentido, los niveles de hemoglobina gladaiAlc (HbAlc) representa
hasta el momento la mejor prueba de laboratoriodgiermina si la diabetes se tiene
bajo control. Mantener la HbA 1c, por debajo del, 7&presenta actualmente, uno de
los principales objetivos de lograr y sostenertpda persona con diabetes. El resultado
de su prueba HbAlc se entrega en porcentajes. fdgentas alto sea el porcentaje,
mayor es su nivel de azucar en la sangre: Un digdlbAlc normal es menor al 5,7
por ciento. La prediabetes se ubica entre 5,7 p@;£iento. Tener prediabetes es un
factor de riesgo para desarrollar diabetes tipba®. personas con prediabetes pueden
necesitar repetir las pruebas cada afno. La diabpte2 se ubica por encima del 6,5 por
ciento (Reyes, A. et al., 2008).

Para la obtencion de la informacion se elaborarapligaran técnicas de estudio
para identificar las caracteristicas socio-epidégioas del paciente en estudio.
Paralelo a ello, se realizaran de manera aleatgr&iodica, procedimientos de analisis
de hemoglobina glicosilada, utilizando el método tdebidimetria y medicién de
glicemia. Todos los procedimientos de analisis e@dglobina glicosilada, utilizando
el método de turbidimetria se describen en estardento con la finalidad de que este

estudio de caso sea replicable.

Posteriormente, se procederd a comparar los rdesltale hemoglobina
glicosilada con los sintomas de diabetes mellii@mno propuesta de intervencion, se
plantea el desarrollo de una actividad de con@aaitbn al paciente sobre la relacion
entre estos factores, e informar sobre los cuidgdesdeben tenerse en cuenta una vez

realizado el diagndstico de diabetes.



La paciente en estudio posee una edad avanzadagrodticada con diabetes
tipo 1 hace 11 afios, lo cual genera varios riesgegecto que ha determinado su
insulino-dependencia, por lo que es necesario ioglac este signo, con la
determinacion de hemoglobina glicosilada mediantisis de laboratorio, y realizar

una comparacion y valoracién de manera periodica.

Por dltimo, el presente estudio pretende determim&diante resultados
obtenidos en el laboratorio la importancia exiset¢ los controles de hemoglobina
glicosilada en un paciente con diabetes, y lagaglienes metabodlicas que conllevan
esta enfermedad, relacionando estos valores dafotanacion de la historia clinica del
paciente. De este modo, se aportard con nuevogiotratos y parametros médicos,
con los cuales se puedan apoyar las entidadeslute ez el proposito de valorar de
mejor manera a los pacientes, otorgandoles hemdmsigpara el manejo integral de la

enfermedad.



CAPITULO I

Informe del caso

Presentacion del caso

El presente caso analiza y describe la situacionsalad de la paciente,
diagnosticada con diabetes tipo 1 (insulino-depamd) con 11 afios de evolucién. La
paciente actualmente es tratada con insulina Nowblidos veces al dia con dosis de
(23 mL AM y 15mL PM) antes de las comidas y seizaatontroles permanentes de
glicemia capilar en casa. Se ha realizado anatisishemoglobina glicosilada solo
cuando lo solicita el médico tratante en distidadgoratorios clinicos de la ciudae d

Manta Asociado a esta enfermedad se observan los sygsiofomas siguientes:

Neuropatia diabética, glaucoma, y edemas en losilonas inferiores.
Definicidn del caso

El analisis de hemoglobina glicosilada HbAlc se doamsolidado como el
“estandar de oro” para medir el efecto de las €ifexs opciones de tratamiento y de
pronéstico y, sobre todo, la mejor manera de segjuiurso del paciente diabético y
hacer los ajustes terapéuticos del dia a dia es patientes(Aldasouqi S. et al., 2008;
Kalyani R. et al., 2010), razén por la cual estéemheinacion se constituye en el
indicador de referencia y de eleccion para contdl&ratamiento y la evolucion de esta
enfermedad. En reportes sobre un grupo de pacieatediabetes mellitus en Estados
Unidos se observo que del 75% de pacientes a quiemdes solicitd el examen,
solamente el 32,7% de los pacientes lo efectuadmposible que el factor basico de
este hecho sea el econémico (por el costo quedapli examen). A pesar de que la
paciente fue diagnosticada con diabetes tipo 2edek&006, inicié su tratamiento con
insulina después de 1 afio de su diagnostico, ewtlalidad la paciente no tiene un
meédico tratante y continda con su tratamiento pitespor su ultimo médico tratante.
El dltimo andlisis de hemoglobina que se realiz® liace 2 afios, o que evidencia el
poco control que la paciente ha tenido en su ermfgaadh, y su desconocimiento sobre la
importancia de realizarse el examen peridédicamert@mno lo establece los estandares

de cuidados médicos para pacientes con diabetdgusiebsea; cada 3 a 6 meses en
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pacientes con enfermedad estable y sin cambiokesg@ema de tratamiento. (Diabetes
Care, 2005).

Ambito de estudio

El presente estudio se lo realiz6 en el area dwaadio clinico del Centro de
Salud “Cuba libre” 24 horasle la ciudad de Mantalugar con las adecuaciones y
equipamiento basico de laboratorio clinico, en @osel realizaran las determinaciones

de hemoglobina glicosilada HbAlc a la pacientestado.

Actores implicados

Los actores involucrados en el presente estudidososiguientes: Sra. Paciente
diagnosticada con diabetes tipo 1, Sr. Médico éala en diabetes tratante de la
paciente, Sr. médico general que atendio al monwmta consulta, el investigador del
presente caso. Esta determinacion la realiza efdatrista clinico del Centro de Salud
“Cuba libre” 24 horas.

Identificacién del problema

La medicion de la HbAlc es el eje central del adntle los pacientes con
diabetes, debido a que con base en estos valotesnsestablecido las metas para el
control y tratamiento de los pacientes con estarerddad (Diabetes Care, 2009) vy el
control de las complicaciones a mediano y large@laPara la totalidad de los
organismos y asociaciones del mundo relacionades;ta o indirectamente, con el
manejo de la diabetes la HbAlc, es el mejor cot@ara monitorear el tratamiento
instalado. Por lo tanto, el manejo que el persaiahllaboratorio clinico debe tener
desde determinar con qué instrumento y con quédipprueba medir la HbAlc es una
decision de suma responsabilidad ademas de tomauesria la importancia de que
estos instrumentos se mantengan bien calibradeslgsstenga programas de calidad
internos y externos; de ese modo, proveer al méektdios con resultados exactos,
precisos y sobre todo, de utilidad clinica, quemm@n diagnosticar e intervenir

adecuada y oportunamente al paciente con diabetes.



Por lo expuesto, dada la relevancia que tiene termé@acion de hemoglobina
glicosilada para el manejo de la enfermedad yaanriento del paciente con diabetes,
se identifica como problema la incertidumbre emtwia confianza, control de calidad
y precision en la determinacion de hemoglobinaogllada HbAlc mediante el método

escogido, el cual se determina de manera perigdicstematica.
METODOLOGIA

En este estudio, se utiliza la técnica de inmumbadimetria, mediciones basadas
en el inmunoandlisis turbidimétrico de inhibiciGara sangre total hemolizada permiten
cuantificar la HbAlc mediante la determinacion deklito definido por la IFCC
(Jeppsson J., 2002). Este método proporcionara datgmrtantes para esta

investigacion.
Lista de preguntas

« ¢Cual es la técnica de analisis de laboratorioicolirmas efectiva para la

determinacion de hemoglobina glicosilada HbA1c?
e ¢Cual es el indice de error al realizar la pruebheinoglobina glicosilada HbAlc?

e ¢Cual el método de control de calidad para la prusb hemoglobina glicosilada
HbAlc?

Fuentes de informacion

Para elaborar el presente estudio de caso fue arexescudir a fuentes de

informacioén confiables, tales como:

» Textos especializados en el area de laboratonaoli

* Publicaciones de revistas de especialidades médicas

* Archivos vy registros de laboratorio clinico del @ende Salud “Cuba libre” 24
horas

» Historias clinicas de pacientes con diagnésticdidieetes mellitus

* Ficha médica de la paciente



Técnicas para la recoleccion de informacion

Para la realizacion de este trabajo se recopilé dihformacién necesaria para
la elaboracion del marco tedrico a través de tésnde investigacion y observacion
documental y se utilizo la instrumentacion necesadmo: libros, diarios y revistas

entre otros. A continuacion, se detallan las té&midilizadas:
Técnica de laboratorio clinico

A continuacion, se muestran algunas técnicas adiéiz para medir los niveles

de hemoglobina glicosilada HbAlc:

Técnica de cromatografia liquida de alta eficiencia La comunidad cientifica
relacionada con la diabetologia considera la crogmnafia liquida de alta eficiencia
como el “estandar de oro” o prueba de referencia [@adeterminacion de la HbAlc.
Partiendo de la diferencia estructural que hayedathemoglobina glicada en general y
de la HbAlc en particular, y la HbO es posible smpg§ cuantificar estas fracciones.
Bajo esta premisa se tiene la cromatografia dédafinque basada en la capacidad del
acido fenilborénico en solucion alcalina de unice@ grupos cis-diol presentes en la
HbAlc, que da como resultado la union de la hentiiggocon la molécula de glucosa,
con el acido fenilborénico o sus derivados. Enesiétodos, la hemoglobina glicada se
une a una columna que contiene boronato en donidacikeion HbO es eluida primero.
Este método no se afecta por el pH ni la tempexrattomo tampoco se afecta por la
presencia de hemoglobinopatias o falla renal por ptasencia hemoglobina
carbametilada, ni por la fraccion labil de la hetobma glicada (Weykamp C., 2009;
Higgins TN., 2001), por lo cual puede ser consideraomo un método de referencia

para la medicion de la HbAlc (Jeppsson JO., 2002).

Tiene como inconveniente que el costo del equiga funcionamiento sélo lo
pueden hacer los laboratorios grandes o institesiorde investigacion; en
contraposicion a lo anterior, la cromatografiailigqu de alta eficiencia tiene grandes
ventajas con relacion a los demas métodos dismsnjidra la medicion de la HbAlc en
el laboratorio clinico, como son el de que no fige ningun otro tipo de
hemoglobinopatia (F, S, C, D, E) ni los procesosatbamilacion (Weykamp C., 2009;
Higgins TN., 2001). Observar en Anexo N°.1. se estptiza la cromatografia liquida

de alta eficiencia.



Para la determinacion de la hemoglobina es necesacialmente hemolizar la
muestra. Luego se mezcla con la fase movil (biderpH y carga definida) y se inyecta
a alta presion a través de una columna. La mupasa por un sistema de separacion
compuesto por un prefiltro y una columna que coetia fase estacionaria. Segun las
caracteristicas moleculares de las proteinas, fnedt@lmente su masa y su carga, las
diferentes moléculas de hemoglobina interactianl@dase estacionaria, eluyendo las
diferentes fracciones de manera separada, en @sndi@ tiempo. Luego de eluir las
muestras, cada pico de elucidon corresponde a urtaimpa diferente que puede ser

cuantificada.

Determinacion enzimatica:El principio de la prueba se puede resumir enroyzsos
basicos: 1) hemolisis, se emplea una solucion quaife la lisis de los eritrocitos y la
reduccion con agentes oxidantes de moléculas énésties; 2) protedlisis, se somete la
muestra a una digestion proteolitica donde lasepras presentes en la solucién,
incluida la hemoglobina, liberan aminoacidos y s, 3) reaccion enzimatica 1, la
valina de la hemoglobina que esta glicada, es siraio de la enzima especifica
fructosil-valina-oxidasa. En esta reaccion se pcedueroxido de hidrogeno £{6); 4)
reaccion enzimatica 2, empleando la enzima peresidie rabano se promueve la
produccion a partir del #. de un cromdgeno. La sefal emitida por el cromog=no
cuantificada y es proporcional a la concentraciénacthinoacidos de valina glicados
presentes en la muestra. La determinacion del ptajeede HbAlc con esta técnica es
directa y requiere de una curva estandar. Estéctéan requiere la determinacion de la
concentracion de la Hb total (Sakurabayashi 1.1.et2@03).Observar en Anexo N°.2.
Esquema de determinacion.

Determinacién por inmunoturbidimetria: En la determinacion por esta técnica se
cuantifican tanto la hemoglobina total como la HbAPara la cuantificacion de la
hemoglobina total se hemoliza la muestra y la $sotuse somete a un bufer alcalino de
un detergente no iénico, convirtiendo la hemoglabeém hematina y estabilizando la
molécula. La hematina torna la solucion de un celrde, que es cuantificado a una
longitud de onda de 604 nandometros (nm). Para knttdicacion de la HbAlc
igualmente se debe hemolizar la muestra y se peocoed dos pasos elementales: 1) la
solucion es incubada con microparticulas cubietasanticuerpos especificos dirigidos
contra la HbAlc; en esta reacciéon se une un sdiougnpo a cada sitio de glicaciéon
presente en la hemoglobina. 2) Una vez terminaopaso, se introduce en la solucion



un hapteno aglutinante que posee varios sitios monaactivos, que unird las
microparticulas con anticuerpos que han quedadesliken este paso se pueden unir
varios anticuerpos a una sola molécula de haptgnadarse el fendmeno de
aglutinacion. La determinacion requiere de la dfieation de la turbidez de la
suspension a una longitud de onda de 700 nm. Ensesitido a mayor aglutinacion,
mayor cantidad de anticuerpos libres y menor caneeidn de HbAlc disponible para
unir las microparticulas a los anticuerpos, lo @otecomo consecuencia de que la
HbAlc compite con el hapteno por la union del amtipo (Wilson DH. et al., 1993).

Observar en Anexo N°.3. Esquema de Determinacibiimoturbidimetria.

Los métodos inmunoldgicos utilizan anticuerpos @nina secuencia de
aminoacidos que varian de 3 a 8 de la fraccionriditeal de la hemoglobina glicada.
Tienen como ventaja el que son especificos coatkbAlc y pueden ser incorporados
a los autoanalizadores de quimica clinica ya sear@odos de inmunoturbimetria,
como se esquematiza en la figura 3, o de inmuns@ahzimatico en donde se utiliza
una proteasa para digerir la hemoglobina y prodinastosil-aminoacido que por la
accion de una oxidasa produce peroxido de hidrggenmno se esquematiza en la figura
2.

Procedimiento analitico

Para la toma de muestra se utiliz6 guantes quaosgstériles y descartables, se
desinfectd la zona con un algodén humedecido evhalcantiséptico, aplicando un
torniquete unos 5cm por encima del sitio escogafiectuando un lazo, facil de desatar
con una mano y asequible al operador, se indipa@knte que cierre el pufio para que
las venas resalten y de esta manera poder estaldepeofundidad de las mismas y
seleccionar la vena adecuada para la puncién, guie general se realiza en las venas
superficiales del brazo como en la mediana basiteliana cefalica. Para la puncion
se penetra la aguja con el bisel hacia arriba esiglai la direccién de la vena, y al
momento que comienza a fluir la sangre se recolzod aproximadamente en un tubo
al vacio sin anticoagulante para la determinac@mgldcosa y 5 ml en otro tubo con
anticoagulante acido etilendiaminotetraacético denado también como EDTA para

la determinacion de hemoglobina glicosilada Alc.
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Se retird el torniquete y pidié al paciente quajeelel pufio y enseguida se
coloc6é un algoddn en la zona de puncion, se rddirdguja y se colocé una cinta
adhesiva estéril en el sitio de la puncién. Luegdadextraccion, la sangre del tubo sin
anticoagulante fue centrifugada a 3000 revolucigr@esninuto (r.p.m.) por un lapso de
6 minutos y se separo el sobrenadante del paqglodtelar, el cual fue utilizado para la
dosificacion de glucosa. La sangre con anticoa¢eilase colocdé en el rotador
automatico para mantener su homogenizacion y peocadiosificar la hemoglobina
glicosilada Alc. Para la determinacion de glucosauslizé el equipo llamado
Espectrofotdmetro, de marca Spectronic 20 Genelglyaifilizando reactivos de la casa
comercial Human — Frisonex, ya listos para su u8mos que se mantienen a una
temperatura de 2 a 8 °C. Para la determinacion leghtosilada Alc se utilizé el
equipo Turbi Quick (Latex Turbidimetria) y los réi@os de la casa comercial Vital
Diagnostics. Se llend un registro con los datoscdda paciente, como: nombres,
direccion, teléfono y responsable de la obtenciénlad muestra. Se verificd que la
muestra haya tenido una correcta obtencion, tratesgoque se haya completado el

proceso de coagulacion, para empezar a procesarla.

Principio del métoda

En una primera fase al agregar el reactivo R3 sduge un hemolizado de la
sangre total. En la conjugacion (hemolizado-R1)pasiculas de latex (R1) tienen la

misma tasa de absorcion no-especifica que la heimiogl total.

Este método se basa en la interaccion de antigeramtiguerpo para la
determinacion directa de la HbAlc en sangre t@ahndo el anticuerpo monoclonal de
raton “anti-HbAlc humana” es agregado (R2), el dejoplatex--HbAlc--anticuerpo
monoclonal anti-HbAlc” es formado. En seguida asoatla aglutinacion, debido a la
presencia de anticuerpo de cabra antilgG (R2), igteractia con el anticuerpo

monoclonal.
Muestra

- Sangre total con EDTA.
Equipo

- Turbi-Quick.
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Materiales

Guantes descartables.

- Tubos de ensayo con EDTA.
- Pipetas automaticas.

- Puntas para pipetas.

- Gradillas.

- Viales descartables.

- Agitador.

- Timer .

Reactivos

R1: particulas de latex 0.13%, buffer de glicinan@ol/l. Listo para su uso.

R2A: buffer de glicina 80mmol/I. Listo para su uso.

R2B: anticuerpo monoclonal de ratdbn HbAlc 0.05jcaetpo policlonal de

cabra anti-lgG 0.08 mg/ dl. Preparar.
- RS3: hemolizante. Listo para su uso.

Preparacion

- R2: mezclar 1 parte de R2B con 19 partes de R220(dilucion). Temperatura

de conservacion 2-8°C.

Procedimiento

1. Preparacién del hemolizado.

12



- Pipetear en una microcubeta:

REACTIVO pl
Sangre con EDTA 25
R3 300

- Incubar 5 minutos a temperatura ambiente.

2. Colocar en una microcubeta una barrita agitadqipstear:

REACTIVO pl
R1 1000
Hemolizado 25

- Colocar 5 minutos exactamente en el canal de irddiba

3. Transfiera la microcubeta al canal de lectura yndo lo solicite la pantalla,
anadir 10Qul de R2.

4. Leer el resultado que aparecera automaticamergtlector de pantalla después
de 300 seg.

Valores de referencia

Valores de referencia recomendados para HbAlc:

mmol/mol %

IFCC NGSP
Pacientes no diabéticos 20 -42 4-6
Objetivo de terapia <53 <7
Modificacion de terapia > 64 >8

*Cada laboratorio debe establecer sus propios eslde referencia.
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Encuesta dirigida a los pacientes

La paciente ingresa al centro de salud presentandouadro de hipoglicemia
que ha mantenido durante una semana, la pacientf dfos, de instruccion educativa
secundaria, soltera, procedente del cantdbn Maateydl se considera de raza mestiza,
ejecutiva del hogar, seis embarazos, seis hijossyicero cesareas y cero abortos,
presenta un diagnostico de diabetes tipo 1, c@atartiento es insulina Novolin-N, dos
veces al dia con dosis de (23 mL AM y 15mL PM).d&to de la presion arterial es
normal 120/80. El examen de hemoglobina glicosilddAlc presenta un 7.1%, lo que
segun la referencia es considerado un valor aigéado dado que pasa el numero del

objetivo de terapia. observar en anexo 4.
Entrevista a médicos especializados

El medico general describe el caso de la paciente fge remitida desde
Atencion Primaria por hipoglucemias recurrentese Fliagnosticada de Diabetes
Mellitus 1 unos 10 afios antes con los criteriogldeemia plasmatica tras 8 horas de
ayuno elevada en dos determinaciones en dias miésré230 y 252 mg/dl) y cifras de
HbAlc de 7,1%.

Teniendo como antecedente clinicos cuadro de cdat#tico hace 7 afos.
Media 160 cms. y su peso era de 67 Kg. Se inicapi® con insulina Novolin-N dos
veces al dia con dosis de (23 mL AM y 15mL PM) tatddose un buen control
metabdlico a los 3 meses (HbAlc: 5,7%) sin hipaghias y estabilidad ponderal.
Mantuvo buen control durante los 4 afios siguieatediagnéstico (media de HbAlc
6,1%) si bien, ese mismo afo, la paciente comengofra episodios frecuentes de
hipoglucemia. En el interrogatorio dirigido, la pate referia que, en los ultimos dos
afos, presentaba glaucoma, episodios de sudorai@dn mareo inespecifico asociado
a malestar general coincidentes con glucemiasarapibajas (por lo general, en torno a
37-40 mg/dl) medidas por un glucometro capilar qouejoraba tras la ingesta de

hidratos de carbono de absorcion rapida.

No existia un predominio de horario ni relacion qmriodos de ayunas o
ingesta, aunque si eran mas frecuentes en pertglosayor actividad fisica. Los
episodios aumentaron en frecuencia e intensid@éri#o a requerir en una ocasion

asistencia médica por pérdida de consciencia porogkicopenia severa (glucemia
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capilar de 27 mg/dl). La paciente ingreso parazaeibn de test de ayuno que tuvo que
suspenderse tras 8 horas de su inicio por hipogliacesintomatica (glucemia
plasmatica de 36 mg/dl). La determinacion simukage insulina y péptido C (PC) fue
de 67,1 mU/ml (7-24 mU/ml) y 8,97 ng/ml (0,9-7,1/my respectivamente (ratio
insulinemia/glucemia: 1,86). Con el test de 1 mgldeagon se obtuvo un incremento
de glucemia superior al 40% a los 30 minutos. Tatnan cuenta los antecedentes de
la paciente se concluye que el cuadro de hipoglizcdra ocurrido por no tener el
control permanente de su enfermedad con un médipecwmlista y obviamente el
constante control por medio del analisis de henigéoglicosilada HbAlc, por tanto;

recolectar los datos de analisis de hemoglobimagjlada HbAlc es importante.

Observacion de campo (revision y analisis de arclog de pacientes

diagnosticados con diabetes mellitus)

Presentacion de caso: Determinacién de hemoglajicasilada en un paciente
diabético.

Herramienta de estudio: Examenes de laboratori€detro de Salud “Cuba libre”
24 horas.

Identificacion del problema: Uno de los mayoresafies en pacientes con diabetes es
mantener el control adecuado de la enfermedadigrdas
complicaciones propias de la enfermedad, por ltoiese
identifica como problema la incertidumbre en cuaato
confianza, control de calidad y precision en la
determinacion de hemoglobina glicosilada HbAlc

mediante el método escogido.

Observaciones:

* Se ha detectado que los pacientes diagnosticadodiabetes llegan al Centro de
Salud con cuadros de hipoglucemias e hiperglucesimasina ficha médica que
incluya datos de niveles de glicemia, andlisis emdglobina glicosilada u otros
factores biologicos, por lo que se torna dificihsiolerar causas sobre su estado.

* En el establecimiento si existe la predisposiciaragpoder llevar un seguimiento

del estado de la enfermedad, pero dado que algungses residen en la Zona
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Rural sélo acuden al establecimiento de salud cuametsentan un cuadro
avanzado.

 En cuanto a equipamiento, el Centro de Salud “dillva” del canton Manta
cuenta con todo el equipamiento necesario, poueasta seria una fortaleza que
considerar a la hora de elaborar la propuesta geranen el laboratorio.

» La falta de definicion de un proceso ordenadoesidtico, integral y orientado a la
capacitacion es lo que no existe en este Centi®atlel, por lo que se considera
como debilidad; existiendo una oportunidad de @uglLEAM se ha interesado en
solucionar todo esto a través de Estudios de asmecesario sefialar que los
archivos de examenes se encuentran en procesaitidiziicion lo que ayudaria

mucho para establecer alarmas en ellos.
Diagnéstico

De acuerdo con el estudio de caso planteado, lactéde analisis de laboratorio
clinico mas efectiva para la determinacion de ladgobina glicosilada HbAlc es la
técnica de inmunoturbimetria: Este método se basta enteraccion de antigeno y
anticuerpo para la determinacion directa de la HbA&h sangre total. Cuando el
anticuerpo monoclonal de ratén “anti-HbAlc humaea’agregado (R2), el complejo
“latex--HbAlc--anticuerpo monoclonal anti-HbAlc” &mmado. En seguida acontece
la aglutinacion, debido a la presencia de anticuedp cabra antilgG (R2), que

interactlia con el anticuerpo monoclonal.

El indice de error al realizar la prueba de hentugh glicosilada HbAlc va en
medidas menores al 2% de precision. Lo aconsegdlesalizar pruebas de manera
periodica para poder determinar algun valor fuerdodcomun y poder eliminarlo del

andlisis clinico del paciente.

El método de control de calidad para la pruebaatadglobina glicosilada HbAlc
consistid en realizar previo al andlisis de las stras una calibracion de los equipos a
utilizarse en el desempefio analitico, entre ellbsentrifuga calibrada a 3000r.p.m, el
bafio maria a 37 °C la refrigeradora a temperater® & 8° C, el congelador a
temperatura de 20°C bajo cero, nefelémetro TurbtkQucalibracion realizada por la
casa de fabricacion. Ademas, a lo largo del proeesditico se comprobd mediante

procesos de control de calidad que las caractar$stie estos equipos se mantengan.
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La aplicacion de un buen control de calidad pernutgener resultados
fidedignos y confiables, siendo necesario vigitss procedimientos durante todas las
fases y en realizar registros permanentes de la tlmvalores de HbAlc junto a la hora

y fecha se realizo.

Resumen de evolucion y complicacione®aciente 49 afios de edad remitida desde
Atencion Primaria por hipoglucemias recurrenteseuuego de haberle realizado los
examenes, con el test de 1 mg de glucagon se ohimvimcremento de glucemia
superior al 40% a los 30 minutos. Paciente con dwamlucion clinica quien se le
otorga el alta médica, haciéndole las respectigasmendaciones sobre los controles
permanentes de sus niveles de hemoglobina glidasii®dAlc.

Hallazgos relevantes de examenes y procedimientosaghosticos: leucocitos:
5,53x16/uL, neutrofilos: 63,7%, linfocitos: 32,2 HCTO: 3%, HB: 12,6g/dL, plqt:
206x16/uL, HbAlc: 7,1%

Resumen de tratamiento y procedimientos terapéutico

Control signos vitales
Cuidados enfermeria

Dieta hiposodica

A

Hidratacion dextrosa 5% 1000ml en 24 horas

Condiciones de egreso y pronésticoPaciente hemo-dinamicamente estable, consciente,

orientada en tiempo y espacio. Se procede a realizamédica con indicaciones del médico.

CAPITULO Il

Propuesta de intervencion

Denominacién de la propuesta

La calidad de la prueba de hemoglobina glicosilddAlc como factor importante
en la recoleccion de datos de estudio de casassequk se relacionan los resultados de
esta prueba con los controles de la enfermedad@antes con diabetes mellitus.
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Objetivos de la propuesta

» Garantizar el proceso de obtencién de la muestra

* Verificar el funcionamiento (precision, exactitud gpnfianza) del equipo de
turbidimetria.

* Valorar la precision y exactitud de la prueba dedglobina glicosilada HbAlc

mediante andlisis de inter-comparacion.
Fundamentacion de la propuesta

La propuesta considera un tiempo estimado de ef@tule seis meses, dentro
de los cuales se capacitara en temas relacionaldobl@ama 1ISO 9001 de Gestién de
Calidad(2001:2008, 2015), ISO 17025 - CompetenealLdboratorios de Ensayo y
Calibracion (OBP, 2005) e ISO 15189 - Competeneiaaboratorios Clinicos (Intedya,
2010). Es necesario sefialar que la utilizacion,edizicion o aplicacion de
conocimientos provenientes de estas normas soaréeter voluntario; sin embargo, en
todos los paises del mundo estan tomando caréetebldyatorio para la obtencion de

algunos permisos y esa tendencia se mantiene.

Las necesidades que cubriria la implementacionigimas politicas 1ISO en el
laboratorio de estudio se concentran en el cordmlcalidad de la hemoglobina
glicosilada HbA1c, garantia y aseguramiento dealalad, consideracion de procesos

de laboratorio clinico (pre analiticos, analitiggsost analiticos).

A continuacion, se explicaran de manera concretaalcances de los diversos
aspectos considerados importantes en el estudiastepara poder ayudar a solucionar
el problema:

El control de calidad de la prueba de hemoglobinaligosilada

El control de calidad de la prueba de hemoglobiigjlada HbAlc (Wiener,
2000) béasicamente se trata de implementar un rabtei control sobre el cual se
indican aspectos de la corrida analitica capaz edeirsde puntos de referencia y
comparacion con otras corridas analiticas. En elenmah de control se registraran
servicios técnicos realizados a equipos, cambilotéede reactivos, aspectos fisicos de

las muestras y resultados, horarios de pruebaptisme espera, etc.
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Garantia y aseguramiento de la calidad

El aseguramiento de la calidad analitica forma epamiprescindible de la
administracion de laboratorios, que busca demogtevaluar de manera transparente,
objetiva y documentada la validez de los proceditor utilizados en el laboratorio

para generar datos confiables, mediante la paatitip de un tercero.

El aseguramiento de calidad presupone la existelecian sistema de control de
calidad (Quality Control) de las mediciones, desigtema de evaluacion de la calidad
(Quality Assessment)(Pipino, 2002) y de un sistdmd@documentacion que proporcione
evidencia objetiva de su existencia. La ausenciguddquiera de estos componentes

compromete la validez de los resultados analiticos.
Procesos de laboratorio clinico (pre analiticos, atiticos y post analiticos)

Los procesos pre analiticos (Bloch, 2007) son itapdes porque ayudan a
llenar la ficha del paciente previo a cualquier aosion producto de examenes
especificos. En esta fase se genera el RUT o fidewton Unica del paciente, o si es
por pedido de algun solicitante se genera el RCA4. firuebas iniciales de laboratorio

clinico son las siguientes: de sangre, heces wp.orin

La fase analitica se considera en la que se gemrgegnenes especificos sobre
alguna enfermedad o pedido especial del médic@ableza del paciente y en ella lo que
se hace es seguir llenando la ficha médica generada fase pre analitica con la

finalidad de contar con un historial clinico.

En la fase post analitica se debe de consideraastemportantes como:
almacenamiento de la muestra primaria y otras magedel laboratorio de acuerdo con
la politica aprobada, eliminacidn segura de muestpge ya no se necesitan para
examenes. La direccion del Laboratorio debe seesponsable del formato de los
informes. El formato y forma de comunicacion desb&boratorio se deberia disefiar
previa discusion con los usuarios del servicio dbotatorio. El laboratorio se
compromete a entregar los resultados de manerduopoy mantener estos en total

confidencialidad.

19



Planteamiento de la propuesta

La propuesta considera un planteamiento dirigidgaeantizar los resultados, es
decir establecer precision, exactitud y confiania @ueba de hemoglobina glicosilada
HbAlc; para ello, serdn necesarias las siguiergarmientas y actividades en pro de la

consecucion de esta meta:

* Generacion de material de control.

» Cronograma de calibracidon de equipos.

» Cronograma de control de calidad.

* Cronograma de mantenimiento y limpieza de instaias.

» Cronograma de evaluacion de la calidad.

» Archivos de procesos pre analiticos, analiticosst pnaliticos.
e Auditorias internas periédicas.

* Tabulacion de datos.

* Analisis de datos.

» Retroalimentacion interdisciplinaria.
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Actividades y tareas

Objetivo Especifico

Actividad Vinculada

Tareas a desarrollar

Determinar el grado de
incertidumbre en la
determinacion de
hemoglobina glicosilada
HbAlc basado en la
aplicacion de controles de

calidad interno y externo.

Verificar el funcionamiento
(precision, exactitud y
confianza) del equipo de

turbimetria.

Valorar la precision y
exactitud de la prueba de
hemoglobina glicosilada
HbAlc mediante analisis de

inter-comparacion.

B _ 1. Valoracion del registro de datg
Valoracion de la calidag _
" del paciente.
en la fase pre-analitica
de la prueba de 2. Valoracion de la recoleccion d
hemoglobina glicosilada ~ Muestras.
HbA1lc. 3. Garantia del traslado y
almacenaje de la muestra.
B _ . |1. Mantenimiento permanente de|
Valoracion de la calidad _ . _
en la fase analitica de la instalaciones y equipos
prueba de hemoglobina 2. Capacitacion de personal
glicosilada HbA1c. Foros de discusion
Estadistica de datos
B ~ 1. Valoracién de reporte y valores
Valoracion de la calidag _ o
..._|2. Confidencialidad
en la fase post-analiticg
de la prueba de 3. Seguimiento
4. Control del servicio.

hemoglobina glicosilada
HbAlc.

A
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ANEXOS



Alc

Esquema de cromatografia liquida de alta eficiencia
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Anexo N°.2

Hemolisis Protedlisis Reaccion Reaccion
enzimatica 1 enzimatica 2
Cromogeno

Proteasas  vgjina glicada

| - v
& —p&: /' ‘

. & ’ Valina
’..

€ O S

Aminoacidos

Hemoglobina Fructosil-valina d
oxidasa Peroxidasa
de rabano

Esquema de Determinacion enzimatica
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Anexo N°.3

Hemolisis Formacion de hematina Cuantificacion

Medicion de
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o Determinacion
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de la Hb total
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la turbidez
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con anti-HbA1c

Inmunodeteccion Hapteno
de la HbA1c

Esquema de Determinacion inmunoturbidimetria
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Anexo N°. 4

Encuesta a paciente

r——
——

-

e

UNIVERSIDAD LAICA ELOY ALFARO DE MANABI

Facultad de Ciencias Médicas

Carrera de Laboratorio Clinico

1.- ¢ Cuantos afos tiene?

14-19 afios |:| 20-25 afios |:| 26-31 afios |:|
32-36 afios |:| >36 afios |:|

2.-Nivel de educacion de la paciente:

Primaria |:| Secundaria |:|
Superior |:| Ninguno |:|

3.- Lugar de procedencia:

Zona Urbanal:l Zona Rural |:|

4.- ; Cuantos afios con diagnéstico de diabetes ntebi?

13 [ ] ag| ] 011 [ |
>12 ]

30



5.- ¢ Cuantos embarazos ha tenido?

Nuliparas |:| Multiparas (2 Abort|:|

6.-Antecedentes y enfermedades graves. Como:
Diabetes
Obesidad

Ninguna

Hipl

7.- Nivel de glucosa en sangre capilar: ..........c.ccooviii i iiiicenenen,
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Anexo N°. 5

Ficha de observaciéon

MODELO DE LA FICHA DE OBSERVACION
UNIVERSIDAD LAICA ELOY ALFARO DE MANABI

CARRERA: LABORATORIO CLINICO

Objetivo:

* Garantizar el proceso de obtencién de la muestra
» Verificar el funcionamiento (precision, exactitud gonfianza) del equipo de

espectrofotometria
* Valorar la precisién y exactitud de la prueba denbiglobina glicosilada mediante

analisis de inter-comparacion

Fecha:
Carrera: Laboratorio Clinico
Situacién Observada: Examenes e historiales clinicos del Centro de Salud

“Cuba libre” 24 horas

Tiempo de Observacion: 12 horas

Observador: Jacinto Muiioz Romero

Preguntas de como actua el Fendmeno Investigado SiNo

Las pacientes tienen nivel de conocimiento de [aontancia del control de
la enfermedad de diabetes a través de analisectiarés bioldgicos.

Las fichas médicas se encuentran llenadas de meoeexta

La informacioén de las fichas médicas se las refecoon la diabetes

Las instalaciones de laboratorio cuentan con eguipoinfraestructura

necesarias

Las pacientes asisten regularmente al control deemsiermedad y

evaluacion de Hemoglobina glicosilada.

Las pacientes en su mayoria son de zona ruratplglecentro de salud
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HEMATOLOGIA

Hemograma Completo:

Glébulos Blancos:

Neutrdfilos:
Linfocitos:
Monocitos:
Eosinofilos:
Basofilos:
Neutrdfilos:
Linfocitos:
Monocitos:
Eosindfilos:
Basofilos:

Glébulos Rojos:
Hemoglobina
Hematocrito:
MCV:

MCH:

MCHC:
RDW-CV:
RDW-SD:

Plaguetas:
MPV:
PDW:
PCT:

BIOQUIMICOS:

Urea.

Glucosa Basal:
Acido Urico:
Creatinina:
TGO:

TGP:

HbA1C:

Anexo N°. 6

Resultados de laboratorio

5.53x1%8uL
63.7%
32.2%
2.3%

1.6%
0.2%
3.52x18uL
1.78x18&uL
0.14x18uL
0.08x18uL
0.01x1¥uL

4.12x16uL
12.6 g/dL
37.7%
91.5fL
30.6 pg
33.4 g/dL
11.2%
43.2 fL

206.x18uL
8.8fL

16.2
0.181%

25.4mg / dI
242.3 mg/ dl
2.7 mg /dl
0.69 mg/dl

32.4 U/L

31.2 U/L

HEMOGLOBINA GLICOSILADA:

7.1%
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Anexo N°. 7

Fachada del Centro de Salud
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