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RESUMEN

La acreditacion de un laboratorio de analisis clinico, implica el cumplimiento de la
norma ISO 15189, la cual se compone de dos partes principales, una explica toda
la parte de documentacion y organizacion del laboratorio y la otra explica la
competencia del laboratorio y la competencia técnica del personal. El laboratorio
de andlisis clinicos de la facultad de quimico Farmacobiologia, tiene como objetivo
principal obtener la acreditacion emitida por la entidad mexicana de acreditacion
(ema), para lo cual en la norma ISO 15180, en el apartado 5.5.2, indica que el
laboratorio debe utilizar s6lo procedimientos de examen validados, en el presente
trabajo de investigacidon se tiene como objetivo principal llevar a cabo la validacion
del método para la determinacion y cuantificaciéon del analito glucosa. La parte
metodoldgica se realizdé de acuerdo a la guia para la validacion y verificacion de
los procedimientos de examen cuantitativos empleados por el laboratorio de
analisis clinico, emitida por la entidad mexicana de acreditacion (ema) y el Centro
Nacional de Metrologia (CENAM). Los parametros de desempefio del método que
se determinaron fueron linealidad, precision, veracidad, sensibilidad analitica,
limite de deteccion y limite de cuantificacion, para la linealidad se obtuvo un valor
de R?=0.999, el cual indica que la funcién de calibracion es lineal en el intervalo
evaluado, la precision se calculé con el promedio, la desviacién estandar y el
coeficiente de variacion, los resultados fueron: promedio= 224,6, SD=2.16,
%CV=0,0096, para el control 1 y, promedio= 77.17, SD=1.53, %CV= 1.98 para el
control 2, el calculo de la veracidad se realiz6 por dos métodos, por el calculo de
error relativo y por el célculo del porcentaje de recuperacion los resultados fueron
% error=7.14, % de recuperacion= 92,80, para la sensibilidad obtuvo un valor de
0.53, el limite de deteccion del método fue de 0.30 md/dl y el limite de
cuantificacion fue de 0.74 mg/dl. Para la aceptacion tiene que realizarse un
comparativo con los resultados de la validacion del fabricante, este no emite
ningun resultado, a pesar de esto el proceso de la validacion se realizo,
obteniendo los parametros solicitados. Seria conveniente pedir la informacion al

fabricante o adquirir un nuevo equipo de laboratorio.
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ABSTRACT

The acreditation of a laboratory clinical of analisis implies compliance 1ISO 15189,
which forms two main parts, an explanation of the all part of the documentation and
laboratory oganization and the other explains the competence of the laboratory and
the personal techniqgue competence. The Clinical Analysis Laboratory of the faculty
of Chemical Pharmacobiology, its main objective is to obtain the accreditation
issued by the mexican acreditation entity, in which the ISO 15189 standard, in that
section 5.5.2 indicates that the laboratory should be used only validated exams. In
the present research theoric its main objective is to carry out the validation of the
method for determination and the cuantification of analysis of the glucose. The
methodological part was performed according to the guide for the validation and
the veryfication of quantitative examination. Employed by the clinical laboratory,
isssued by the mexican acredition and the national metrology center. The
performance of the parameters method were determined linearity, precision,
accuracy, sensitivity, analytical, limit of detection and limit of quantification.
Linearity was obtained for R2= 0.999, in which indicates that that calibration
function is linear in the range tested. The precision was calculated with the
standard deviation and the coeffcient of variation. The results were: average =
2246, SD= 2.16 %, CU = 0,0096, the calculation accuracy was performes by two
method for calculating relative error and calculating the percentage of recovery
results. The results were % error = 7.14 %, recovey = 92.80 for sentivity obtained a
value of 0.53, the limit of the method was 0.30 md/dl. For a comparative
acceptance must be made with the results of the validation of the manufactures.
Despite this, the process of validation was performed, obtaining the requested of
the parameters . It would be covenience to ask the manufacturer information or

puchase a new laboratory equipment.

Keywords: glucose, validation, quality control, accreditation.
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1. CAPITULO I
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1.1 INTRODUCCION

Las mediciones que se generan alrededor del mundo son innumerables, la calidad
de esas mediciones dependen de que el método analitico utilizado tenga la
capacidad suficiente para producir un resultado previsto dentro de intervalos
establecidos. La validacion es la confirmacion de que un método analitico tiene
capacidades de desempefio para una aplicacion especifica, el cual todo el proceso
de validacion debe estar documentado con evidencias objetivas, ésta es un punto
importante en el &mbito de la quimica clinica, sin embargo todavia existe

confusién, entre los quimicos clinicos, de como realizar una validacion. (1)

Los laboratorios de andlisis clinicos acreditados o0 que se encuentran en proceso
de acreditacion deben de utilizar métodos validados, por esta la razon, el
Laboratorio de Analisis Clinicos de la Facultad de Quimico Farmacobiologia (LAC-
QFB), dependiente de la Universidad Michoacana de San Nicolas de Hidalgo, se
ve en la necesidad de realizar las validaciones de los métodos analiticos que se
utilizan dentro del laboratorio, el objetivo principal de este proyecto, es la

realizacion de la validacion del método para la cuantificacién de glucosa.

La glucosa es la principal fuente de energia de la mayoria de los organismos
vivos, dentro de nuestro organismo la funciéon primordial, es precisamente, la
obtencion de energia, la cual sirve a las células para realizar multiples procesos

biolégicos.

La diabetes mellitus (DM) es una enfermedad causada por la elevacion de la
concentracion de glucosa en sangre, la cual se produce por la poca o nula
produccion de insulina por parte del pancreas, ésta enfermedad es uno de los
padecimientos mas comunes en la sociedad, el cual aflige en todo el mundo a un
gran numero de personas de cualquier condicién social. Las cifras sobre esta
enfermedad son alertadoras, segun la Organizacion Mundial de la Salud (OMS)
en el mundo existen mas de 347 millones de personas con diabetes, en el afio

2004 murieron 3.4 millones de personas de esta enfermedad, se duplicara el

2
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indice de mortalidad entre los afios 2005 y 2030, este padecimiento en el
continente americano, tiene el tercer lugar de mortalidad, solo por debajo de
enfermedades cerebrovasculares. (2) (3)

La diabetes mellitus en México, se encuentra como una de las primeras causas de
muerte, alrededor de 6.4 millones de adultos padecen esta enfermedad, esto
significa que el 92% de la poblacion mayor en México esta diagnosticada con
diabetes. La mayoria de la poblacion desconoce su situacion de salud, por tanto

estas cifras podrian ser mayores. (2)

Existen principalmente tres tipos de diabetes; diabetes tipo I, diabetes tipo Il y
diabetes gestacional. La diabetes tipo | se caracteriza por la nula produccion de
insulina pancreatica, esta deficiencia se debe a una autodestruccién de las células
beta del pancreas, se desconoce la causa por la cual estas células se
autodestruyen, sin embargo esta implicado un mecanismo inmunolégico en este
tipo de diabetes, debido a que es de origen autoinmune. La enfermedad afecta a
cualquier persona de cualquier edad, pero con frecuencia aparece en nifios y

adolescentes, también pueden intervenir factores genéticos y ambientales. (4) (5)

En la diabetes tipo Il, existe la produccion de insulina, pero ésta es insuficiente, o
bien el organismo no responde adecuadamente a esta produccion, creando asi,
una concentracion alta de los niveles de glucosa en la sangre, para la diabetes
mellitus tipo Il, tampoco se conocen las causas principales del desarrollo de la
enfermedad, pero existen factores de riesgo como la obesidad, edad avanzada,
falta de actividad fisica, antecedentes familiares, origen étnico, alimentacion

inadecuada, etc.

La diabetes mellitus gestacional se presenta, por primera vez en el embarazo,
entre la semana 24 y 28, similar a la diabetes tipo Il, ésta se presenta cuando hay
una secrecion minima de insulina en la sangre, esto genera una concentracion alta

de glucosa, la cual se debe a que las hormonas del embarazo afectan a la




ANALISIS DE LAS CONDICIONES MiNIMAS DE LAS VALIDACIONES PARCIALES DE ANALITOS DE PRUEBA DE
GLUCOSA UTILIZADA EN LAS PRUEBAS QUE SE REALIZAN EN EL LABORATORIO DE ANALISIS CLINICOS DE LA 2 O 1 3
FACULTAD DE QUIMICOFARMACOBIOLOGIA

sensibilidad de la insulina, los sintomas son similares que a los de la diabetes tipo
. (6)

Para efectos de la validacion de métodos analiticos se realizaran la informacion de
todos los parametros de desempefo estos son: linealidad, precision, veracidad,
limite de deteccion, sensibilidad analitica, intervalo de trabajo, especificidad
analitica e incertidumbre. (7) En el presente trabajo de investigacién se hace
omisién del calculo de la incertidumbre, ya que es parte de investigaciones

posteriores.

1.2 PLANTEAMIENTO DE LA HIPOTESIS

El Laboratorio de Andlisis Clinicos de la Facultad de Quimico Farmacobiologia,
brinda servicios de analisis a los universitarios dependientes de la universidad
Michoacana de San Nicolas de Hidalgo. Este se encuentra en un proceso de
acreditacion, para lograr la acreditacion del laboratorio, la norma ISO 15189 indica
que todos los laboratorios que se encuentran acreditados o en proceso de
acreditacion, los métodos utilizados deben de estar validados, en torno a estos

requerimientos, se establece la siguiente hipotesis.

“La metodologia utilizada para la cuantificacion y determinacién de glucosa en
suero y plasma, usada en el laboratorio de Andlisis Clinicos de la Facultad de
Quimico Farmacobiologia, cumple con todos los pardmetros de desempefio

requeridos para su validacion’.

Todo proceso de investigacion implica encontrar variables de estudio, las cuales
pueden ser dependientes o independientes del objetivo de la investigacion, el
siguiente punto de este capitulo es clasificar las variables de estudio dependientes

e independientes encontradas en el estudio de esta investigacion.
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1.3 VARIABLES

Se entiende como variable todo aquel parametro que puede influir directamente o
indirectamente en el andlisis de una investigacion, esto para satisfacer el
cumplimiento de la hipotesis. Tomaremos en cuenta dos tipos de variables, las
independientes que influyen de manera indirecta, y las dependientes las que
influyen de manera directa. A se enlistan los tipos de variables.

1.3.1 VARIABLES DEPENDIENTES

- Temperatura

- Humedad

- Operador

- Ayuno del paciente

- Calibracion del equipo
- Reactivos

- Equipo Dimension XL, clinical chemistry system

- Volumen de la muestra
- Condiciones de la muestra
- Termémetro

- Balanza
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1.3.2 VARIABLES INDEPENDIENTES

- La toma de muestra sanguinea
- Anticoagulantes

- Pipetas

- Copas

- Propipetas

1.4 OBJETIVOS

Para la realizacion de un trabajo de investigacion, se debe tener en cuenta el
objetivo, el cual indica si el proceso del estudio se realizd satisfactoriamente, para
el analisis posterior de este trabajo se exponen dos tipos de objetivos, el general y

los especificos.

1.4.1 OBJETIVO GENERAL
El objetivo principal para este trabajo de investigacion es realizar la validacion del
método para la cuantificacion de glucosa. Exceptuando el parametro de

incertidumbre.

1.4.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Entre los objetivos que se consideran son:

- Cumplir con la norma ISO 15189, especificamente en el apartado 5.5.2 que
indica que el laboratorio debe utiliza Unicamente procedimientos validados.
- Comprobar mediante la validacion que el método es adecuado para la

determinacién y cuantificacion de la glucosa.
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- Realizar un prototipo de trabajo para validaciones de métodos, posteriores
a este trabajo.
- Brindar a la comunidad universitaria resultados confiables en la

determinacién de la concentracion de glucosa, en suero o plasma.

1.5 DELIMITACION DEL TEMA

Para la validacién del método, se utilizé el instrumento Dimension XL, clinical
chemistry system, instrumento de medicién en el cual se realizan las mediciones
de quimica clinica, como determinacién de glucosa, colesterol total, triglicéridos,

urea, creatinina, acido Urico, entre otras pruebas.

La investigacion y el estudio para la realizacion de este trabajo de tesis, fue en el
Laboratorio de Analisis clinicos de la Facultad de Quimico-Farmacobiologia, ahi se
realiz6 toda la parte experimental de este trabajo. La metodologia empleada en
toda la parte experimental, de este trabajo se obtuvo de la guia para la validacion
y verificacién de los procedimientos de examen cuantitativos empleados por el

laboratorio clinico.
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2.1 MARCO HISTORICO

2.1.2 HISTORIA DE LA METROLOGIA

Desde la antiguedad, el hombre se vio en la necesidad de realizar mediciones,
esto con el objetivo de resolver las problematicas que surgian en el ambito
comercial y laboral, asi entonces, las civilizaciones debieron de inventar un
sistema de medicién, surgiendo asi, las primeras medidas de longitud, después
se cree que, en el transcurso de los afios la agricultura influyé en la invencion de
lo que serian las unidades de capacidad, realizando intercambios de lo que cada

civilizacion producia, a lo que se le conocié como trueque.

Dentro de las primeras mediciones de longitud que se tienen registros en la
antigiiedad, son las que se derivan de las partes del cuerpo humano, asi
entonces, la mano, el codo, el brazo, el pie, los dedos de la mano, eran las
unidades de medida que se utilizaban en la antigiiedad. En la etapa de la edad
media, la gran cantidad de unidades de medidas que se manejaban era extensiva,
incluso muchas de ellas tenian el mismo nombre pero sus valores eran diferentes,
existia una gran confusion entre los cientificos de esa época, por lo cual sintieron
la necesidad de generar un sistema de medicibn que fuera uniforme, exacto e

invariable. (8)

Fue en Berlin, cuando la Conferencia Internacional de Geodesia, expuso la
importancia de realizar un nuevo sistema de pesos y medidas, donde éste se
debiera utilizar en el continente europeo, surgiendo la idea de un nuevo modelo
de longitudes, Francia tuvo interés en la idea expuesta por la Conferencia
Internacional de Geodesia, en septiembre de 1869, por parte de la consejeria de
agricultura y comercio, Napoleon IlIl firma el dictamen donde se ordena la
realizacion de una comision cientifica internacional, con el fin de divulgar el uso
de medidas métricas y generales, y tener un sistema de medida internacional de
caracteristicas similares, dandole asi, a Francia la facultad de realizar dicha
actividad. (9)

9|
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El 16 de noviembre de 1869, Francia hizo la invitacion a los paises de Austria-
Hungria, Baviera, Bélgica, Chile, Colombia, Ecuador, Espafia, los Estados
romanos, Estados Unidos de América, Gran Bretafia, Grecia, Italia, Nicaragua,
Paises Bajos, Peru, Portugal, Prusia y la Confederacion de Alemania del Norte,
Rusia, San Salvador, Suecia y Noruega, Suiza, Turquia, Venezuela vy
Wirttemberg, los cuales aceptaron la invitacién. Con la participacion de estos
paises se crearon la Oficina Internacional de Pesas y Medidas ( BIPM), la
Conferencia General de Pesas y Medidas ( CGPM ) y la supervision del Comité
Internacional de Pesas y Medidas ( CIPM), dando lugar a la convencién
internacional del metro, firmada en paris en 1875, empezando aqui una nueva

etapa en el estudio de la Metrologia. (10)

2.1.3 HISTORIA DE LA I1SO 15189

Basicamente las normas empiezan desde la manera pensante de la humanidad, el
ejemplo mas simple esta en que las diferentes civilizaciones tenian costumbres y
normas con las cuales se regian, también se menciona en la literatura que las
civilizaciones como caldea y egipcia, estandarizaron los tamafios de los ladrillos y
piedras, sin embargo, la normalizacion con base cientifica y sistematica, comienza
con la revolucién industrial a finales del siglo XIX. Los paises altamente
desarrollados de manera industrial, tenian la necesidad de producir mas y con
mejor calidad sus productos. El auge de la normalizacion llego durante la primera
guerra mundial, los ejércitos de los paises participantes, tenian la necesidad de
abastecerse de mas y mejores soldados de guerra y armamento, el cual hubo la
necesidad de utlizar a la industria privada, a las que se les exigian

especificaciones rigidas. (11)

Los ingenieros alemanes Naubaus y Hellmich el 22 de diciembre de 1917,

establecen el primer organismo de normalizacion llamado NADI (Normen-
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Ausschuss der Deutschen Industrie), comité de la normalizacion de la industria
alemana, este comité establecio diferentes normas con la denominacién DIN, que
por sus siglas significa: Deustcher Industrie Normen (Normas de la Industria
Alemana). La cuspide de la normalizacion en esos tiempos era evidente, por
consiguiente diferentes paises de Europa emitieron rapidamente sus propias
normas, por ejemplo en 1918 en Francia se constituydo el AFNOR (Asociacion
francesa de normalizacion) y en 1919 la BSI (BritishStandards Institution), en el

pais de Inglaterra. (12)

En el aflo de 1926, con el objetivo de ordenar las diferentes aportaciones de los
paises interesados en la normalizacién, surge la organizacion conocida como ISA
(Internacional Federacion of the National Standardization Associations), en
Londres, el cual, durante la segunda guerra mundial, este mismo organismo
cambia el nombre por ISO (International Organization for Standardization, por sus
siglas en inglés), que en la actualidad es el organismo, no gubernamental,
encargado de promover, el desarrollo de normas internacionales de fabricacion,
comercio y comunicacion en todas las ramas industriales a excepcion da la
eléctrica y la electrénica, estos campos los administra el organismo conocido
como IEC (Comision Electronic Internacional). (11), (13) En la Tabla 1 se muestra la

evolucioén histérica de la norma ISO 15189.

11
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Tabla 1 EVOLUCION HISTORICA DE LAS NORMAS

ANO TITULO COMENTARIO

1990 Guia ISO/IEC 25:1990 Requisitos generales para la 0 en 45001

competencia técnica de los laboratorios de ensayo.

1997 EAL-G25/ECLM-1 Acreditacion para los laboratorios Publicada por EAL/ECLM
clinicos
1999 ISO/IEC 17025:1999 Requisitos generales para la Se convirtié en EN, en el 2000

competencia de los laboratorios de calibracién y andlisis

2003 ISO 15189:2003 Laboratorios clinicos- Requisitos Preparado por el comité
particulares para la calidad y competencia. técnico 212 “Laboratorio

clinico y sistemas diagndsticos

in vitro”
2007 ISO 15189:2007 Laboratorios clinicos- Requisitos Realizado por los comités
particulares para la calidad y competencia. internacionales de

normalizacion.

2013 ISO 15189:2013 Laboratorios médicos-Requisitos Comités internacionales de

particulares para la calidad y la competencia. normalizacién.

La organizacién y certificacion de los laboratorios de analisis comienza con las
normas ISO/IEC 25 “requisitos generales para la competencia técnica de los
laboratorios de analisis y la norma europea EN 45001 “criterios generales para el
funcionamiento de los laboratorios de andlisis. Posteriormente estos documentos
se sustituyeron por la ISO 17025:1999 requisitos generales para la competencia
de los laboratorios de calibracion y andlisis, la cual también se realizé como norma
europea. Sin embargo, los laboratorios de analisis estaban en desacuerdo, estos
decian que la norma debiera tener consideraciones especiales para los pacientes,
abundando en las partes preanaliticas, analiticas y postanaliticas, asi en el afio del

2003, el comité 212, “laboratorio clinico y sistemas diagnéstico in vitro” crea la

12
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norma 15189:2003 “laboratorios clinicos — requisitos particulares para la calidad y

la competencia”. (14)

La acreditacion se entiende como el acto en el que una entidad de acreditacion, en
el caso de México la unica entidad de acreditacion es la ema, tiene la facultad de
reconocer la competencia técnica de los laboratorios de andlisis clinicos, de
ensayo y de calibracion. La norma ISO 15189, que normaliza a los laboratorios de
analisis clinicos y banco de sangre y la ISO 17025, que normaliza a los
laboratorios de ensayo y de calibracion, exponen los reglamentos para que estos
laboratorios obtengan su acreditacion, uno de los puntos importantes y de los mas
criticos de estas normas, indica que todo laboratorio acreditado o que este en
proceso de acreditacion, tiene que utilizar métodos validados. (15) En noviembre
de afio de 2012 se aprobo la ISO 15189:2013 la cual sustituye a la ISO 2007, el
periodo transitorio de esta norma es hasta antes del primero de marzo del 2016,
todos los laboratorios acreditados o en proceso acataran los lineamientos de esta

norma. (16)

2.1.4 ANTECEDENTES HISTORICOS DE LA DIABETES

En el siguiente tema se abarcaré todo lo relacionado a la historia de la enfermedad
de la diabetes, desde la aparicion de la glucosa hasta la historia de como se

determinaba en la antigliedad.

HISTORIA SOBRE GLUCOSA

La glucosa, quimicamente es un monosacarido, de férmula condensada CgH1,0s,
se encuentra en plantas, frutas, hongos, en algunas formas bacterianas, etc. En
los escritos del arabe se encuentra la primera referencia sobre la glucosa, esta
data de las décadas de 1100. (17)
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En 1747 un farmacéutico aleman de nombre Andreas Marggraf, obtuvo el
aislamiento puro de la sacarosa de la remolacha de la cafia, en sus diferentes
estudios realizados, se encuentra en aislamiento de la glucosa, sin embargo no se
dio cuenta de que se trataba de este compuesto, solo que en sus notas realizadas
escribié "eine art zucker", se referia a un tipo de azlcar diferente a la que se
obtenia de la cafia de azucar. El nombre de glucosa se lo asigné el quimico
francés Jean Baptiste Andre Dumas. (18)

HISTORIA DE LA ENFERMEDAD

Diferentes documentos histéricos indican que la diabetes mellitus era ya conocida
desde antes del cristianismo, en los manuscritos que se descubrieron por Ebers y
Egipto, describen diferentes sintomatologias, que asimilan ser de la diabetes. El
médico griego Areteo de Capaducia, describe las enfermedades clasicas de esa
época como la tuberculosis, la difteria y la epilepsia, éste escribié su opinién
sobre la diabetes, el cual decia que era una enfermedad fria y hUmeda, en que la
carne y los musculos, de los enfermos se diluian y después convertirse en orina, él
fue quien le da el nombre por primera vez de diabetes. En 1679 Tomas Willis,
describe de forma magistral el concepto de diabetes, fue quien le dio el nombre

de diabetes mellitus, refiriéndose al sabor dulce de la orina. (19)

Durante afios posteriores, los filésofos, cientificos e investigadores, siguieron
profundizando en el tema de la diabetes. Mathew Dobson, médico britanico fue el
primero que realizé estudios utilizando grupos de personas, éste se dio cuenta que
un grupo de personas tenian concentraciones de glucosa en la sangre y en la
orina, describiendo los sintomas de esta enfermedad. La filosofia de Dobson decia
que el azucar se formaba en la sangre por defecto de la indigestion y que solo se
limitaba a excretarse por medio de la orina. Otro de los avances mas
significativos, sobre la enfermedad de la diabetes, lo dio el fildsofo Claude
Bernard, él se dio cuenta que la glucosa que se encontraba en la orina de las
personas enfermas, habia estado anteriormente en el higado, en forma de

glucagon, este filésofo siguid con sus investigaciones y observdé mediante una
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glucemia provocada a un conejo, que el sistema nervioso central estaba
involucrado en el control del azicar en la sangre. Hizo también investigaciones
sobre el péancreas, el cual no obtuvo mayor éxito, pero que sirvid para
investigaciones posteriores. Después de diferentes investigaciones en el afio de
1921, con la ayuda de un estudiante de practicas de quimica, la insulina fue
descubierta por Sir Frederick Grant Banting, obteniendo asi, por su gran trabajo el
premio Nobel de medicina en 1923. (20)

(.COMO DETERMINABAN LA GLUCOSA EN LA ANTIGUEDAD?

Como se mencion6 anteriormente la enfermedad de la diabetes mellitus se conoce
desde ya hace varios afos, la deteccion de la glucosa también se empez6 a
realizar desde la antigiedad, en China, por ejemplo, observaban que las hormigas
se sentian atraidas con las muestras de orina que contenian altas concentraciones
de glucosa. Otra de las técnicas de la determinacion de la glucosa en orina, en la
antigiiedad, era la degustacion de la misma, para el monitoreo de la enfermedad,
los pacientes enfermos debian de probar sus orinas. Otros de los métodos para la
determinacién de glucosa en orina, es el que se basa en el reactivo de Benedict,
este en la actualidad se sigue utilizando, no tanto para la determinacion de
glucosa, si no que en bodegas, en la que se identifica los azucares en vinos. En la
actualidad la mayoria de los laboratorios, cuantifican la glucosa en sangre de

manera automatizada. (21)
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2.2 MARCO LEGAL

Para fines de este capitulo, analizaremos las principales leyes y normas, que
sirven para que de manera legal, se realice la validacion de lo expresado en este
trabajo, asi también los institutos y organizaciones nacionales e internacionales

que emiten las normas y leyes.

2.2.1 LEY FEDERAL DE METROLOGIA

Se integra principalmente por seis titulos. EIl titulo primero contiene las
disposiciones generales, el segundo se refiere al tema de la metrologia, el tercero
que regula la normalizacion, el cuarto contiene las disposiciones generales sobre
acreditacion vy certificacion, el titulo quinto regula los procesos de verificacion y en
el ultimo se conjuntan las disposiciones sobre incentivos, sanciones y recursos. Es
de suma importancia conocer esta ley. El objetivo principal en términos de
metrologia, es poder implementar el sistema internacional de unidades y de
medida, tener un control de todos los aparatos que se utilizan para la medicion,
fabricacion, importacién, venta, verificacion y uso de los mismos. En términos de
normalizacion, certificacion, acreditacion y verificacion, el objetivo de esta ley es
coordinar las labores de acreditacion, certificacion, verificacion de los diferentes
laboratorios de gobierno y privados. (22)

2.2.21S0 15189

Esta es la norma que tiene los lineamentos para poder lograr la acreditacion de los
laboratorios de andlisis clinicos, se divide principalmente en dos partes, una de la
gue nos habla sobre el sistema de gestion de la calidad y la otra describe la parte
técnica, tanto del personal como, instalaciones, equipos, procedimientos, garantia
de calidad e informes. La norma consta principalmente de siete puntos, en el
primero se describen los objetivos y el campo de la aplicacion, en el punto dos las
referencias y compatibilidad con otras normas, en el tercer punto se exponen los

términos y definiciones para un entendimiento mayor de la norma. (23)
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El punto cuatro describe los requisitos para un sistema de gestion de la calidad,
ese punto costa a su vez de otros 15 puntos, estos son: 4.1. Organizacion y
Gestion, 4.2. Sistema de gestion de la calidad, 4.3. Control de los documentos,
4.4. Revision del contrato, 4.5. Analisis efectuados por laboratorios de referencia,
4.6. Servicios externos y suministradores, 4.7. Servicios de asesoramiento, 4.8.
Resolucién y quejas, 4.9. Identificacion y control de las no conformidades, 4.10.
Accibén correctiva, 4.11. Accion preventiva, 4.12. Mejora continua, 4.13. Registros

técnicos y de calidad, 4.14. Auditorias internas, 4.15. Revision de la Gestion. (23)

Los requisitos técnicos los describen en el punto cinco de la norma, este punto se
divide en ocho puntos: 5.1. Personal, 5.2. Instalaciones y condiciones ambientales,
5.3. Equipo del laboratorio, 5.4. Procedimiento pre-examen, 5.5. Procedimiento de
examen, 5.6. Aseguramiento de la calidad de los procedimientos de examen, 5.7.

Procedimiento post-examen, 5.8. Informe de resultados. (23)

En los puntos 5.5 hace hincapié en la validacion de los métodos de examen,
puntualmente el apartado 5.5.2 indica que: “el laboratorio debe utilizar anicamente
procedimientos validados para confirmar que los procedimientos de examen son

apropiados para el uso al que esta destinado”. (23)

El punto seis indica la bibliografia citada y el siete la concordancia con otras

normas internacionales.

En el siguiente tema, analizaremos la teoria que corresponda a este a la

validacion.
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2.3 MARCO TEORICO

2.3.1 LA VALIDACION

La validacion es una de los puntos criticos que se pide en la norma 15189, para
que un laboratorio de andlisis clinico logre su acreditacion. En el siguiente capitulo

se realizara la revision bibliografica de la parte de validacion.

La validacion de un método analitico se puede definir como la necesidad de
estimar las capacidades de desempefio de un método del cual se debe registrar
evidencias objetivas. Se entiende que para realizar un procedimiento de validacion
implica utilizar equipo de laboratorio, al cual antes de empezar la validacion estos
deben tener ciertas especificaciones, tales como, estar bien calibrados y estar
trabajando adecuadamente. Todo laboratorio de andlisis clinicos que comience
con procesos de validacion y/o verificacidon de métodos, debe demostrar que tiene
competencia técnica, para la realizacion de dichas actividades. Los datos de
desempefio de un método para la validacién, los informan los fabricantes en los
instructivos de los reactivos, sin embargo los laboratorios deben comprobar que

estos datos se cumplen, bajo las condiciones propias del laboratorio. (1), (24)

Si bien las validaciones se encuentran de la mano con la acreditacién, haciendo
uso de los datos emitidos por la ema, en el estado de Michoacan, todavia el
conocimiento sobre validacién, es deficiente entre los quimicos clinicos, el hecho
estd en que, por el momento, ningun laboratorio de andlisis clinico se encuentra
acreditado._(25)

La validacion de un método se requiere cuando se necesite verificar que sus
pardmetros de desempefio son adecuados para un uso especifico, por ejemplo la
validacion se puede empezar cuando se desarrolla un método nuevo por el
laboratorio, cuando un mismo meétodo es utilizado con diferente instrumento y
diferente analista, esto para verificar que el desempefio no sea afectado por

dichos cambios, cuando el control de calidad interno indica variaciones
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significativas, en la comparacion de dos meétodos, uno nuevo y el otro de
referencia, esto para verificar de que el método en cuestion es equivalente al

método de referencia. (26)

IMPORTANCIA DE REALIZAR VALIDACIONES

La responsabilidad de un resultado, producto del analisis de un analito, recae en el
deber profesional del quimico analista. Las validaciones de métodos analiticos,
expresan que un laboratorio tiene la capacidad de emitir resultados confiables, de
esta manera, los laboratorios que realizan actividades de validacion, la dan la

certeza al cliente de que sus resultados son confiables. (1)

Una de las importancias del por qué se deben validar y verificar los métodos de un
laboratorio de andlisis clinico, es para brindar una adecuada medicion de los
analito y asi satisfacer las necesidades metroldgicas, que requieren los médicos,
para realizar un adecuado diagndstico, y por consecuencia un manejo correcto de
su paciente (24). Al realizar la validacion de un método estamos determinando la
confiabilidad el instrumento, asi también la técnica y la metodologia aplicada para
la cuantificacion del mensurando. En el proceso de validacién, se detectan

también, la presencia de errores. (27)

TIPOS DE VALIDACIONES

VALIDACION TOTAL: Este tipo de validacion se realiza cuando un laboratorio
produce un método nuevo o cuando éste no esté normalizado, el cual debe de
validarse todos los parametros de desempefio emitidos por las diferentes guias,

para la validacion de métodos. (26)

VALIDACION PARCIAL: Se entiende por validacion parcial, aquella que no cumple
con uno de los parametros de desempefio, un ejemplo de validacion parcial,
puede ser la verificacion. Esta se realiza cuando existe una modificacion menor a
un método normalizado, o cuando éste haya sido validado y se necesite realizar la
validacion por segunda ocasioén, esta vez solo se realizara una validacion parcial.
(26)
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REVALIDACION: Es aquella validacion en donde se tienen la validacion ya sea
parcial o total, esta se aplica cundo hay cambios significativos de algunos de los
componentes de la formulacion, aplica solo en validaciones de tipo farmacéutico.
Cuando existe algun cambio de un equipo automatizado o el cambio de alguna
pieza del mismo, se realizara también, dicha validacion. Los siguientes tipos de

validacion son aplicables en laboratorios farmacéuticos. (28)

VALIDACION PROSPECTIVA: En el campo farmacéutico, estas validaciones se
realizan antes de implementar los procesos de la misma, se realiza un analisis de

riesgo en la etapa de desarrollo y durante el proceso de produccion. (29)

VALIDACION CONCURRENTE: En este tipo de validacién se tienen que realizar
una recoleccién de datos durante el monitoreo de la produccion, la recoleccién de
datos se da durante varios ciclos del proceso. Los datos recolectados se
evaluaran y se determinara si el proceso es valido. Es recomendable para
establecimientos que tienen varios afios de ejecucién de un mismo método, el cual

todo el procedimiento de produccion se tiene bien controlado. (26)

VALIDACION RETROSPECTIVA: Para este tipo de validacién se recurre a la
informacion histérica del proceso. Para el analisis de los datos, se tomarda en
cuenta como minimo tres lotes, con el que se cuenten con reportes solidos y
confiables. Es necesario tener en cuenta, para el analisis de esta validacion, que
las areas de la industria estén bien controladas. Este tipo de validacion es valida
cuando los procesos de manufactura estan debidamente consolidados, no es
aplicable para procedimientos en donde se haya realizado cambios recientes,
como en la composicion del producto, en los procedimientos de fabricacion de los
equipos. (29) (28)
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TIPOS DE METODOS A VALIDAR

Para poder elegir qué tipo de validacion se realiza, tendremos que estudiar los
tipos de métodos, ya que el tipo de validacion, que se determinara, estd en
relacion estrecha con el tipo de método. Los tipos de métodos que se pueden
encontrar en un laboratorio son: métodos normalizados, métodos no normalizados

y métodos modificados.

METODOS NORMALIZADOS: Son aquellos métodos que se encuentran
publicados por alguna organizacion, nacional e internacional, o por algun otro
organismo reconocido. Entre las principales organizaciones de normalizacién que
emiten metodologias normalizadas se encuentran, ISO, ASTM, FDA, IUPAC,
AOAC, ETC. Los métodos emitidos por estas organizaciones, son aceptadas por
sectores técnicos, por tanto las validaciones realizadas, de estos tipos de
métodos, se haran con lo establecido en los certificados emitidos por estas

organizaciones. (30)

METODOS NO NORMALIZADOS: estos tipos de métodos son desarrollados por
organismos no reconocidos. Pueden ser métodos desarrollados dentro del propio
laboratorio. Los métodos que se modifican, se extienden o se aplica de manera

diferente al original se le llamara también, como método no normalizado. (31), (30)
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PLANEACION DE LA VALIDACION

Es importante que al empezar el procedimiento de validacion tener un plan de

ejecucion, esto para tener una vision objetiva de lo que sera el trabajo de

validacion, para tal fin se sugiere los siguientes puntos. (30)

Como primer punto, definir los objetivos, el alcance del método y en qué
lugar se realizara la validacion.

Definir cuales seran los parametros de evaluaciéon del método, y en
conjunto definir los criterios de aceptabilidad.

Especificar cuales seran los ensayos, pruebas o experimentos para la
validacion, en este punto se realizara los calculos para los experimentos a
realizar.

Verificar los instrumentos en el cual se llevara a cabo la validacion, estos
debieran de estar en condiciones de calibracion y mantenimiento.
Identificar y caracterizar todos los materiales, asi como también los
calibradores y reactivos que se emplearan en la validacion.

Llevar a cabo los experimentos preliminares de la validacion.

Ajustar los pardmetros de desempefio y aceptacion de los criterios, si fuera
necesario.

Llevar a cabo de manera complementaria todos los experimentos ensayos
y pruebas de la validacion.

Realizar un procedimiento para la realizacion del método de manera
rutinaria.

Realizar un criterio de la periodicidad para la realizacion de la revalidacion.
Definir cual sera la frecuencia para la verificacién del control de calidad del
método validado.

Todo el procedimiento de validacion estara debidamente documentado de

manera objetiva.
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PARAMETROS DE DESEMPENO A EVALUAR

Cabe mencionar, que existe una diferencia significativa entre realizar una
validacion y realizar una verificacion. La validacibn se expresa como la
confirmacion de que un método es adecuado para una aplicacion especifica, el
cual todo el proceso de validacion tiene que documentarse de manera objetiva. La
verificacion se realiza solo cuando un método ya ha sido validado, este consiste
en evaluar el desempefio del método, y asi demostrar que cumple con los
requisitos para un uso especifico, en el cual se especificd en los resultados de la
validacion. Cuando en un laboratorio se valida por primera vez o cuando este
desarrolla sus propios métodos, se realizara todos los parametros de desempefio,

estos son: (7)

e Linealidad

e Precision

e Veracidad

e Limite de deteccion

e Limite de cuantificacion
e Sensibilidad analitica

¢ Intervalo de trabajo

e Especificidad analitica

e Incertidumbre

Para el caso de la verificacion solo se realizaran los siguientes parametros de

desempeiio:

e Linealidad
e Precision
e Veracidad

e |ncertidumbre.
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INFORME DE LA VALIDACION
Una vez concluida la etapa de validacion, es importante documentar todos los
procedimientos realizados, el laboratorio realizara un informe de validacion en
donde se documentard todo el proceso. El informe debera contener por lo
menos lo siguientes puntos: (30)

Identificacion del método validado

Referencia de la normatividad en la que se baso para realizar la validacion

Interpretacion estadistica de los resultados

Conclusion de la validacion.

2.3.2 LA GLUCOSA

Los carbohidratos o también llamados glicidos son compuestos que en su
estructura quimica, tienen grandes cantidades de grupos hidroxilo, los glucidos
mas simples, tienen solo un grupo aldehido, a los que se conoce como
polihidroxialdehidos. Los carbohidratos o hidratos de carbono, se clasifican de
acuerdo a la cantidad de monosacaridos que presentan en su estructura, estos

son, monosacaridos, oligosacaridos y polisacaridos.

El monosacéaridos més importante y abundante, es la glucosa, la importancia
radica, en que este monosacaridos es la principal fuente de energia de la mayoria

de los organismos. (32)
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ILUSTRACION 1.ESTRUCTURA CiCLICA DE LA GLUCOSA

2.3.2.1 METABOLISMO DE LA GLUCOSA

El metabolismo de la glucosa depende de la demanda de las funciones del
organismo. La produccion de energia por conversion a dioxido de carbono y agua,
el almacenamiento de energia como glucégeno en el higado o como triglicéridos
en el tejido adiposo, la conversion de cetoacidos a aminoacidos o proteinas, son
las funciones que desempefia la glucosa para su metabolismo. Las reacciones
gue se presentan en el metabolismo de la glucosa son demasiadas complejas, en
el cual interaccionan con el metabolismo de lipidos y de los aminoacidos. En el
metabolismo de la glucosa ocurren diferentes fases las cuales son: glucogénesis,
glucugendlisis, gluconeogénesis y glucolisis. A continuacion se expondran cada

una de estas fases. (33)
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GLUCOGENESIS

El glucogeno es la formacion de cadenas ramificaciones de glucosa, se clasifica
como un polisacarido, por poseer varias cadenas ramificadas de D-glucosa. Esta
es la forma de como se almacena los carbohidratos, tanto en las plantas como en
los animales. El glucogeno sintetizado se acumula en el higado y en los

musculos, la funcién principal de éste es la reserva de energia.

CH,OH CH,OH
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OH H QH H
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H OH H OH
o o)
CH, H CH,OH H CH,
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OH H OH H OH H
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H OH H OH H OH

ILUSTRACION 2. ESTRUCTURA DEL GLUCOGENO

La glucogénesis se refiere a la sintesis del glucégeno. En el comienzo de la
reaccion, se convierte la glucosa-6-P por la fosfoglucomutasa, a ésta se le enlaza

un ATP dando lugar a UDP-glucosa:

Glucosa-1-P + ATP » UDP- glucosa + pp

La enzima glucégeno sintasa, mete a la glucosa mediante un enlace 1,4 al

glucégeno liberando UDP. (34)
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ILUSTRACION 3. REACCION GENERAL DE LA GLUCOGENESIS

La insulina estimula la realizaciébn de la glucogénesis, por tanto el glucagon
estimula el rompimiento del glucégeno, dando lugar a la formacién de glucosa,

aumentando asi la concentracién de azucar en el torrente sanguineo.

GLUCOGENOLISIS

proceso de la glucogendlisis significa el rompimiento de las cadenas del
glucégeno, para la formacién de glucosa de manera rapida, esta se realiza
cuando los niveles de glucosa en la sangre son bajos (35). En el momento que se
efectla las reacciones de la glucogendlisis, el proceso inverso a esta se encuentra
inhibido, la epinefrina y el glucagén son los responsables de generar el proceso de
glucogendlisis. En el primer paso de la reaccién, mediante la accién de la enzima
glucogeno fosforilasa, el glucégeno se degrada a glucosa-1-fosfato. La glucdégeno
fosforilasa se encarga de la regulacién de esta via, rompiendo los enlaces alfa-1-4
y alfa-1-6. En el segundo paso de la reaccion, la glucosa-1l-fosfato, pasa a
glucosa-6-fosfato, por la accion de la fosfoglucomutasa. En el ultimo paso de la
reaccion, finalmente de la glucosa-6-fosfato se genera la formacién de la glucosa,

esta por la accién de la enzima glucosa-6-fosfatasa. (34)
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GLUCONEOGENESIS

Los tejidos como el cerebro, el eritrocito, el musculo, requieren un aporte continuo
de glucosa, el consumo de energia solamente del cerebro es de 120 g por dia. Las
reservas de la glucosa, expresados en glucégeno, solo son suficientes para
satisfacer las necesidades energéticas de un dia, el ayuno o esfuerzos
prolongados de trabajo requieren otro sistema alternativo de la obtencion de
glucosa. Para la obtencion de glucosa cuando existe un ayuno prolongado, se
realiza la sintesis de glucosa conocida como gluconeogénesis. Esta ruta
metabdlica, implica la sintesis de glucosa a partir de compuestos con tres y cuatro

atomos de carbono no glucidos.

Los principales precursores de la sintesis de glucosa a partir de la
gluconeogénesis son el glicerol, el lactato y los cetoacidos piruvato y oxalacetato.
La mayoria de las reacciones implicadas en la gluconeogénesis, se realizan en
higado, rifiones y epitelio. La gluconeogénesis es el proceso inverso de la
glucdlisis, sin embargo de las once reacciones que se generan en la glucolisis sélo
ocho de ellas son comunes, estas ocho reaccione se dicen que son reversibles,
mientras que las restantes son irreversibles de la fase glucolitica, en esta etapa de

reacciones la fase gluconeogénesis toma otra ruta diferente de reacciones. (34)

GLUCOLISIS

La glucdlisis es otra de las vias metabdlicas de los organismos vivos, anaerobios y
aerobios, las reacciones de la glucolisis, se realizan en el citoplasma, en la cual
se oxidan diferentes tipo de glicidos para generar energia. La reaccion general de
la glucolisis se muestra sencilla, se rompe una molécula de glucosa para generar
dos moléculas de piruvato con la cal se generan dos moléculas de ATP y NADH +
H*. (36)

El balance neto de la reaccién global de la glicolisis es la siguiente:

Hexosa + 2 NAD" + 2 ADP + 2 Pi—> 2 NADH + 2 piruvato + 2 ATP
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EL GLUCAGON, LA ADRENALINA Y LA INSULINA

El glucagon, la insulina y la adrenalina son importantes en la homeostasis de la
glucosa, el glucagén y la adrenalina realizan funciones opuestas al metabolismo
de los carbohidratos, lipidos y proteinas, mientras que la insulina regula la
cantidad de glucosa en la sangre.

El glucagén: Hormona que es sintetizada en las células del pancreas, células
alfa de las islotes de Langerhans, esta no participa en la regulacion de la via
metabolica glucogendlisis en las células musculares. El principal sitio de accion de
esta hormona se encuentra en el higado, por lo cual estimula la producciéon de
glucosa mediante la glucogendlisis. (35) El glucagon tiene en su estructura una
sola cadena de polipeptidica, el cual carece de enlaces bisulfuros, la mayoria de la
aminoécidos estimulan la rapida secrecién de esta hormona, particularmente la

arginina es la que provoca de manera abundante esta accion. (37)

La adrenalina: La adrenalina también es conocida como epinefrina, hormona que
se produce en las glandulas suprarrenales, cuando esta es secretada se contraen
los vasos sanguineos, el ritmo cardiaco aumenta, los conductos del aire se dilatan,
entre otras mas funciones. (38) Esta hormona es secretadas cuando hay
situaciones de estrés o cuando la glucosa en la sangre es muy baja, al igual que el
glucagén estimula la produccion de la glucosa, participa también como regulador

en el metabolismo del glucégeno hepético. (38)

La insulina: la insulina es una hormona que se sintetiza en las células beta de los
islotes de Langerhans, en el pancreas, se clasifica como un polipéptido, el cual
consta de dos cadenas de aminodacidos, una cadena A y una B, la primera consta
de 21 aminoéacidos y la otra de 30 aminoacidos, antes de que se sintetizara la
insulina humana, la porcina y la bovina fueron las que se utilizaban en la terapia
de la diabetes mellitus. La funcion principal de la insulina, es la realizacion de un

balance en la produccion de la glucosa y la utilizacion de esta en los tejidos.
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2.3.2.2 LA DIABETES

La diabetes mellitus es uno de los trastornos mas importantes causados por la
alta concentracion de glucosa en la sangre, es por eso que es importante
mencionarla en este trabajo de investigacion. La diabetes mellitus es una de las
principales causas de mortalidad a nivel internacional, entre la complicacion mas
importantes de la diabetes y de la cual es la principal causa de muerte, son las
enfermedades cardiovasculares, del cual puede representar hasta mas del 50%
de los fallecimiento en las poblaciones. Se encontr6 que en los paises que
cuentan con el mayor indice de personas afectadas por la enfermedad, tienen
también el mayor numero de mortalidad. India, China Estados Unidos y la
Federacion de Rusia, son los paises que cuentan con el mas alto nivel de

personas que padecen diabetes mellitus. En la siguiente figura muestra el

Figura 2.6. Falloaoimiontos atribuil
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llustracién 5. PORCENTAJE DE MUERTES EN PERSONAS DE 20 A 79 ANOS DE EDAD.

Porcentaje de muertes que se presentaron entre personas con edades que van de
20 a 79 afos de edad, esto en los diferentes paises que cuentan con la mayor

incidencia de la enfermedad. (39)

En los ultimos afnos la violencia en México se ha incrementado considerablemente,

con ello también el indice de defuncion ha alcanzado cifras importantes, sin
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embargo la diabetes mellitus en México no deja de ser un grave problema de
salud, las cifras de mortalidad que se encontraron en México son
considerablemente graves. La enfermedad de la diabetes mellitus ocupa el primer
lugar de defuncion en este pais, esta por encima de las muertes causadas por
homicidios, causados por el crimen, y de enfermedades como la cirrosis e incluso
por encima de defunciones causadas por accidentes vehiculares. Se realizé un
analisis de 100 mil habitantes en los afios de 1938 al 2011, en la siguiente tabla se

representa los datos obtenidos. (40)

ALGUNAS CAUSAS DE MORTALIDAD EN MEXICO, 1938-2011, TASAS POR 100 MIL HABITANTES
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llustracién 6. INDICE DE MORTALIDAD EN MEXICO (40)

Se observa que esta enfermedad ha ido incrementandose, en la actualidad

representa la principal causa de muerte en México.

Es relevante mencionar que la elongacién de la concentracién de glucosa en el
torrente sanguineo y la gravedad de este, traen consigo complicaciones que
afectan al individuo que tiene la enfermedad. Entre las complicaciones mas

destacadas tenemos: pérdida de la vision, complicaciones renales, afectacion en
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los vasos arteriales, cardiopatias y un incremento de la enfermedad vascular
cerebral, pero el conjunto de enfermedades que afecta con mas frecuencia son las
que se trata del sistema nervioso, englobando tanto al sistema nervoso central

como al sistema nervioso autbnomo. (6)

Las causas por la que se presenta la enfermedad depende del tipo de diabetes
mellitus, los principales tipos de diabetes que se conocen y que se presentan con
mayor frecuencia son la diabetes mellitus tipo I, la diabetes mellitus tipo Il y la

diabetes mellitus gestacional o del embarazo. (41)

DIABETES MELLITUS TIPO I

La diabetes mellitus del tipo uno, se refiere a la nula secrecién de insulina por
parte del pancreas, los pacientes que presentan esta enfermedad, se dice que son
insulinodependientes, dependen de la administracion de insulina para su
supervivencia. Esta tipo de diabetes, representa el 25% de todos los pacientes con
diabetes mellitus. La patologia de esta enfermedad se encuentra en la destruccion

de las células de los islotes de Langerhans, ubicados en el pancreas. (42)

Los factores genéticos, ambientales y virales son los principales causas que
ocasionan esta enfermedades, los investigadores genéticos han estudiado la
enfermedad, encontrando 18 localidades genéticas implicados con la diabetes
tipo 1, estas son IDDM1-IDDM18, sin embargo no ha encontrado aun la causa
precisa de la aparicion de la diabetes mellitus tipo 1, en las Gltimas décadas ha
aumentado el nimero de personas enfermas de diabetes mellitus del tipo 1. La
enfermedad se da con mayor frecuencia en nifios y adolescentes, sin embargo

puede aparecer a cualquier edad. (43)
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DIABETES MELLITUS TIPO II

La diabetes tipo 2, es la diabetes mas conocida y abundante, representa casi el
90% de los casos de personas diabéticas, en este tipo de diabetes las células del
cuerpo no responden correctamente a la insulina, esta condicién implica que con
el paso del tiempo, el pancreas puede llegar a secretar cantidades inadecuadas de
insulina. Se presenta en personas adultas, pero se da el caso que la presente en
nifos, los factores predisponentes de esta enfermedad es la falta de ejercicio, la
edad avanzada, la obesidad, el sedentarismo y en menor proporcién los factores
genéticos. (44) Entre los factores predisponentes que presentan un alto grado de
mortalidad, son los que se refieren a los problemas cardiovasculares, el riesgo de
mortalidad para los pacientes con diabetes mellitus tipo Il, que presentan
problemas de mortalidad es de tres veces mayor, sin embargo muchos de los
pacientes que presentan este tipo de padecimiento ni si quiera se dan cuenta de la

gravedad del problema. (45)

DIABETES GESTACIONAL

La diabetes del embarazo o también conocida como diabetes gestacional aparece
durante la gestacion entre la semana 24 y 28, este tipo de diabetes es similar que
la diabetes mellitus tipo 2, en donde las células del cuerpo no detectan de forma
adecuada la presencia de glucosa. La diabetes mellitus gestacional se detecta
durante el embarazo, esto significa que si ésta se diagnostica antes del embarazo,

esta ya no seria gestacional, si no del tipo 1 o 2. (6) (46)

El tener diabetes mellitus durante el embarazo puede causar varias
complicaciones riesgosas, sin embargo, se puede controlar mediante ejercicio,
una dieta saludable e incluso con medicamento, la enfermedad puede
desaparecer después del parto, no obstante si ha tenido la enfermedad el riego de

gue se pueda presentar nuevamente esta latente. (46)
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DIAGNOSTICO

Para el diagnostico de la diabetes mellitus se realizan diferentes pruebas, estas
indican que existe una tolerancia anormal de la glucosa en el paciente enfermo,
dentro de las pruebas que se realizan para el diagnéstico de la diabetes se
encuentra la determinacion basal de la glucosa y la realizacion de pruebas en la
gue se administra al paciente una sobrecarga de glucosa, el cual se conoce la

cantidad de glucosa administrada.

Determinaciéon de glucemia basal: para la realizacion de esta prueba, se realiza
una cuantificacion de la glucosa en sangre, para esto, el paciente debe de tener
por lo menos de 10 a 16 horas de ayuno, si el paciente presenta valores de 110
mg/dl, se considera como un valor normal, si el valor de la cuantificacion se
encuentra entre 110 y 140, la prueba se tiene que realizar nuevamente ya que son
dudosos y tienen que ser confirmados, si el resultado se encuentra por encima de

140 mg/dl indica una probabilidad mayor de contener la enfermedad.
PRUEBAS DE SOBRE CARGA

Prueba de sobrecarga oral de glucosa: esta prueba indica de manera definitiva
el diagnéstico de la diabetes, para la realizacién de esta prueba se tiene que tener
un ayuno de por lo menos 72 horas, realizar una dieta baja en carbohidratos, no
exceder un rango de 150 a 200 gramos por dia. En el comienzo de esta prueba,
se realiza una extraccion de sangre, para cuantificar la glucosa basal, esta
cuantificacion servird para la comparacion de los resultados posteriores. Después
se le pide al paciente que ingiera una bebida, esta contiene una cantidad de
glucosa conocida. Posteriormente se realiza la cuantificacion de glucosa cada 30
minutos durante 2 horas. Si a las dos horas, la concentracién de glucosa en
sangre es mayor a 200 mg/dl, al paciente se diagnostica como diabético, en un
paciente sano la concentracion de glucosa a las dos horas no debe exceder los
200 mg/dl. (47)
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Prueba de O’Sullivan: la prueba de O’Sullivan se les practica a las mujeres
embarazadas durante la 23 semana de gestacion, se administra 50 gr de glucosa
por via oral, se cuantifica la concentracion de glucosa sanguinea a la primera hora
de haber ingerido la dosis de glucosa, el resultado obtenido debe ser menor a los
140 g/dl, en cambio, si éste se encuentra entre 140m y 180 g/dl, se le pedira la

realizacion completa de la prueba de sobrecarga oral de glucosa. (47) (48)

2.3.2.3 METODOS PARA LA DETERMINACION DE LA GLUCOSA

Para la determinacion de la glucosa en sangre existen varios métodos, los
métodos que se utilizaban en un principio eran los que se basaban en el poder
que tiene la glucosa para reducir los iones de cobre, e iones clpricos (Cu*?) a

iones cuprosos (Cu 7).

En la actualidad se utilizan enzimas como reactivos para la determinaciéon de la
glucosa, en el cual se emplea la técnica de espectrofotometria para la
cuantificacion. El método de la glucosa oxidasa y el método de la hexoquinasa,
son los métodos principales en donde se emplean estas enzimas para la

cuantificacion de la glucosa. (49)
Método de la glucosa oxidasa

La enzima utilizada para este método de cuantificacion es la glucosaoxidasa, el
método es uno de los mas especificos y de mayor utilidad en la actualidad. La
reaccion se lleva a cabo en dos fases, en la primea parte de la reaccion la glucosa
oxidasa (GOD) oxida a la beta D-glucosa, generando peroxido de hidrégeno y

glucorénico. (49)

GOD

Beta D-glucosa—°2° _ Gluconolactona ",°*°

A. glucénico + H,0,
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En la segunda etapa de la reaccion se conjuga un sistema enzimatico, en donde el
peroxido de hidrégeno formado se une a través de una peroxidasa (POD) se une a
un receptor cromogénico, el cual se puede medir espectrofotométricamente. (49)

POD

H,O,+Receptor Cromogénico » cromogeno + H,0

Los receptores cromogénicos que se emplean con mayor frecuencia es la
orto_toluidina, el uso de este cromdgeno esta restringido ya que se considera
cancerigeno, la fenol-4-aminofenazona, etc. Las longitudes de onda en que se
mide la cuantificacion de la glucosa depende del colorante empleado. (49)

Método de la Hexoquinasa

Este es uno de los métodos mas especificos para la cuantificacién de la glucosa,
al igual que el método de la glucosa oxidasa, consta de dos fase principales de
reaccion, en la reaccion general se utilizan dos enzimas principales, la
hexoquinasa y la glucosa-6-fosfato-deshidrogenasa. En la primera parte de la
reaccion la hexoquinasa transforma la glucosa en glucosa-6-fosfato y ADP en
presencia de ATP y Mg. (49)

Glucosa + ATP_He&xoaunasa | G|ycosa-6-fosfato + ADP

La segunda parte de la reaccion la glucosa-6-fosfato, la enzima glucosa-6-fosfato-

deshidrogenasa, oxida a la glucosa-6-fosfato en presencia de NAD, produciendo
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6-fosfogluconato y NADH. Por cada mol de glucosa presente en la reaccion, se

genera un mol de NAD y a su vez se convierte en un mol de NADH.

Glucosa-6-fofato-DH

Glucosa-6-fosfato » 6-fosfogluconato + NADH

La cuantificacion de la glucosa se realiza mediante la absorbancia del NADH a
340 y 383 nm.

2.3.3 LA ESPECTROFOTOMETRIA

El método més usado e importante en la cuantificacion del analisis quimico es la
espectrofotometria, la espectrofotometria es una técnica en donde se mide la
cantidad de energia radiante que absorbe un sistema quimico en funcion de la
longitud de onda de la radiacion. El espectrofotometro es un instrumento de
medicion, el cual mide la concentracibn comparando la radiaciébn absorbida o
transmitida de una solucién, la cual contiene una cantidad desconocida de soluto.
(27)

La interaccion de la radiacion electromagnética con la materia es el principio
fundamental de las técnicas espectroscopicas, esta interaccion hace pasar las
moléculas de un estado a otro estado energético distinto, en donde se absorbe

una cantidad de energia radiante. (50)
LEY DE LAMBER-BEER

Cuando se hace pasar radiacion monocromatica sobre una muestra con una
concentracion “C” de una sustancia que absorbera a una longitud de onda, la
intensidad de la radiacién que la atraviesa, esta relacionada con la intensidad que

pasa sobre la muestra y por la densidad de la muestra, a este principio se le

38




ANALISIS DE LAS CONDICIONES MiNIMAS DE LAS VALIDACIONES PARCIALES DE ANALITOS DE PRUEBA DE
GLUCOSA UTILIZADA EN LAS PRUEBAS QUE SE REALIZAN EN EL LABORATORIO DE ANALISIS CLINICOS DE LA 2 0 1 3
FACULTAD DE QUIMICOFARMACOBIOLOGIA

conoce como la ley de Bourguer-Lambert-Beero ley general de la

espectrofotometria. (26)

Este principio se puede representar en términos de potencia de luz, de donde se

obtiene la siguiente formula:

It
/IO =10 —¢lc

La transmitancia se conoce como la relacién 1t/10, por tanto la absobancia de una
muestra se define como A= log (1/T), éstas dos mediciones, transmitancia y
absorbancia se miden en el equipo de espectrofotometria. Segun las definiciones
anteriores, queda plasmada la siguiente ley, conocida como ley de Lamber-Beer.
(51)

A=¢lc En donde:
A= la absorbancia
€= absortividad molar
1= espesor de la celda
c= cocentracion molar

Una de las limitantes que tiene esta ley, es que no se puede aplicar a
concentraciones muy elevadas. Por tanto, antes de comenzar la cuantificacion de
la concentracion de la muestra, es pertinente comprobar experimentalmente el

rango de concentracion. (51)
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3.1 MATERIALES

En este capitulo realizaremos una explicacion de los equipos y reactivos que se
ocuparon para la validacion del método. Basicamente la metodologia que se
emple6 para este analisis fue el seguimiento de los puntos de la guia para la
validacion y verificacion de los procedimientos de examen cuantitativos empleados
por el laboratorio de analisis clinico, emitida por la entidad mexicana de
acreditacion (ema) y el Centro Nacional de Metrologia (CENAM). Para el control

del proceso se realizaron cartas control. Ver anexo A.

El instrumento de medicion, en donde se realizo la validaciéon fue el Dimension
XL, clinical chemistry system, el cual se encuentra en el area de quimica clinica
del laboratorio de la Facultad, este realiza mediciones de diferentes analitos tales
como: glucosa, colesterol, triglicéridos, acido arico, nitrdgeno ureico, creatinina,

entre otras.

A continuacién se enlista los materiales y reactivos que se ocuparon en la

realizacion de este trabajo.
Materiales:

- Dimension XL, clinical chemistry system
- Pipeta graduada de 5 ml

- Micropipeta de 10 a 100 pl

- Micropipetas de 100 a 1000 pl

- Propipeta

- Termometro de 0 a 100 °C

- Higrémetro ambient Weather

- Copas para suero o celdas

- Segmentos, propios del Dimension XL

- Microtubos

41




ANALISIS DE LAS CONDICIONES MiNIMAS DE LAS VALIDACIONES PARCIALES DE ANALITOS DE PRUEBA DE
GLUCOSA UTILIZADA EN LAS PRUEBAS QUE SE REALIZAN EN EL LABORATORIO DE ANALISIS CLINICOS DE LA 2 O 1 3
FACULTAD DE QUIMICOFARMACOBIOLOGIA

Reactivos

Reactivo para la glucosa, Flex® reagent cartridge Gluc, Marca SIEMENS

Agua grado reactivo
Calibradores, CHEM |, CAL, Marca SIEMENS
Controles, DADE® Moni-Trol®

Para la realizacion de los calculos estadisticos, se utilizd el Microsoft Office
Excel 2007.

3.2 METODOLOGIA

El presente trabajo de investigacion tiene la caracteristica de ser un método
inductivo y deductivo, aun cuando por utilizar antecedentes de los valores, se
puede considerar a este método, como un método retrospectivo y transversal que

cubre con los aspectos que validan un conjunto de parametros generales.

Para la realizacion de las mediciones en el equipo DIMENSION clinical chemistry
system, primero se le realiza un mantenimiento diario, que consta de pruebas de
agua y de aire, es importante comentar que el equipo, cuando estd en
funcionamiento frecuente, no se tiene que apagar por completo, al término del
trabajo diario, éste solo se pone en pausa. Antes de evaluar todos los parametros
de la validacion, el equipo en donde se realizaran las mediciones tiene que estar

debidamente calibrado.

-Para la evaluacion de la linealidad se realizaron diluciones de los calibradores, las
diluciones que se analizaron fueron de cinco niveles de concentracion, estos son
0%, 25%, 50%, 75% y 100%. Se utilizaron calibradores de concentracion, M1=0 y

42




ANALISIS DE LAS CONDICIONES MiNIMAS DE LAS VALIDACIONES PARCIALES DE ANALITOS DE PRUEBA DE 2 O 1 3

GLUCOSA UTILIZADA EN LAS PRUEBAS QUE SE REALIZAN EN EL LABORATORIO DE ANALISIS CLINICOS DE LA

FACULTAD DE QUIMICOFARMACOBIOLOGIA

M2=537. Se realizaron cinco repeticiones de cada concentracion las que se

realizaron.

En la tabla 2 se expone la forma de la realizacién de las diluciones.

TABLA 2. REALIZACION DE LAS DILUCIONES

Numero de dilucion Porcion en volumen del la | Porcion en volumen de la
muestra 1 muestra 2
1 Usar sin diluir 0
2 3 1
3 2 2
4 1 3
5 0 Usar sin diluir

Después de realizadas las diluciones se llevan a la cuantificacion en el equipo

DIMENSION, los resultados obtenidos serviran para la evaluacion de la linealidad.

-Para la evaluacién de la precision se realizaron diferentes mediciones en el

mismo aparato. Se cuantifico la glucosa de los controles de calidad internos. Para

esto se realizaron veinte mediciones del analito glucosa, durante veinticuatro

horas, con los resultados obtenidos, se verificé el desempefio de la precision.

Los sueros del control de calidad interno, se encuentran a temperaturas de

congelacion para mantener por mayor tiempo su estabilidad, en el comienzo de

este proceso de analisis, los controles se atemperan, se registra en el equipo y se

lleva a la cuantificacion. Este es el proceso general de la realizacion de todas las

veinte mediciones durante las 24 horas.
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-La evaluacion de los parametros restantes, se realizaron con los mismos datos

arrojados de este mismo proceso de medicion.

En el siguiente tema se realiza el andlisis de cada uno de los resultados

obtenidos.

3.3 RESULTADOS

En este capitulo se plasman los resultados obtenidos en el proceso de la
validacion, empezamos por evaluar la linealidad del método.

3.3.1 LINEALIDAD

Para la linealidad del método se realizaron cinco diluciones a cinco niveles de
concentracion, de cada uno se realizaron cinco mediciones, los datos arrojados
por el equipo se muestran a continuacion:

TABLA 3. DATOS DE LAS MEDICIONES DE LAS DILUCIONES

Dilucién

Mediciones de la concentracién de la glucosa en mg/dL

1 2 3 4 5
1 521 516 521 525 516
2 392 392 391 392 392
3 271 271 268 269 267
4 137 135 131 128 128
5 0 1 0 1 1

Después de obtener las mediciones del equipo, utilizando el método de minimos

cuadrados se realiza una grafica de linealidad, se graficé en el eje de las “X” los

44




ANALISIS DE LAS CONDICIONES MiNIMAS DE LAS VALIDACIONES PARCIALES DE ANALITOS DE PRUEBA DE

GLUCOSA UTILIZADA EN LAS PRUEBAS QUE SE REALIZAN EN EL LABORATORIO DE ANALISIS CLINICOS DE LA 2 0 1 3

FACULTAD DE QUIMICOFARMACOBIOLOGIA

valores asignados a los calibradores y en eje de las “Y” los valores de las medias

de los datos arrojados por el equipo.

TABLA 4. PARA EL GRAFICO DE LA LINEALIDAD

Eje x, valor asignado a los calibradores

Eje y, valor de las medias, datos

(mg/dL) arrojados por el equipo (mg/dL)
0 0.6
135 131.8
270 269.2
405 391.8
540 519.8

La grafica obtenida de la linealidad para glucosa es la siguiente.

Linealidad de la glucosa
600 y =0.9618x + 2.96
R?=0.9997
500 Vo
400
& media de los valores

300 de ]

/ Lineal (media de los
200 / valores de [])
100

0 / T T 1
0 200 400 600

ILUSTRACION 7. LINEALIDAD DE LA GLUCOSA
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El valor de R°=0.999, indica que la funcién de calibracién es lineal en el intervalo
evaluado. Sin embargo para poder validar este intervalo, se ocupa saber los

porcentajes de errores, asi como también su desviacion o sesgo.

Para el célculo del sesgo se resta la media de los valores arrojados por el equipo y

el valor de concentracion conocida de las diluciones de cada calibrador, esto es:

valor de las medias datos arrojados por el equipo (mg/dL) - valor asignado a los

calibradores (mg/dL).

Para calcular el porcentaje de error, basta con dividir el sesgo obtenido entre la
media de los valores, de los datos arrojados por el equipo y multiplicarlo por 100,

esto es:

sesgo (desviacion)

100
media de los valores

la siguiente tabla muestra el sesgo y el porcentaje de error de cada una de las

mediciones obtenidas:

TABLA 5. PORCENTAJE DE ERROR

Numero de Media de los | Valor teorico Sesgo % Error
dilucion valores de los

calibradores

1 0.6 0 0.6 -

2 131.8 135 3.2 2.37
3 269.2 270 0.8 0.30
4 391.8 405 13.2 3.26
5 519.8 540 20.2 3.74

Los datos de la linealidad del método, el fabricante de los reactivos no los informa.

Por tanto este parametro de la validacién, no se puede comparar, sin embargo se
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llevd a cabo con éxito todo el proceso para la validacion del parametro de la

linealidad.

3.3.3 PRECISION
A continuacion se mostraran los resultados obtenidos para la validacion del

parametro de la precision, para este parametro de desempefio, se realizaron 20
mediciones en 24 horas, se utilizO6 como muestra problema los sueros de los
controles de calidad, nivel 1 (control 1) y nivel 2 (control 2) Los datos de estas

mediciones se muestran en la tabla 6 .

TABLA 6 MEDICIONES DE LAS 24 HORAS

GLUC ( mg/dl)
) GLUC (mg/dl) MEDICION nivel 2
MEDICION nivel 1
1 78
1 224
2 78
2 224
3 78
3 227
4 79
4 226
5 79
5 229
6 79
6 225
7 75
7 223
8 75
8 221
9 80
9 222
10 76
10 223
11 75
11 222
12 76
12 223
13 76
13 223
14 76
14 224
15 76
15 227
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16
17
18
19

20

224
227
225
225

228

16
17
18
19
20

76
77
78
78
78

Se realiz6 el célculo de la media la desviacion estandar y el coeficiente de

variacion, este Ultimo esta expresado en porcentaje.

Los resultados obtenidos del fabricante son los siguientes.

TABLA 7. PROMEDIO, DESVACION ESTANDAR Y COEFICIENTE DE VARIACION NIVEL 1

PROMEDIO mg/dI 224.6
SD 2.16
CV % 0.0096

PROMEDIO mg/d| 77.15
SD 1.583
CV % 1.98

TABLA 8. PROMEDIO, DESVIACION ESTANDAR Y COEFICIENTE DE VARIACION NIVEL 2

Promedio mg/dl SD % CV
Nivel 1 55 0.6 0.9
Nivel 2 118 0.6 1.4

Se puede observar en la comparacion de resultados, que los valores de la SD vy el

CV del fabricante estan por debajo que los valores reportados por el LAC-QFB,

esto porque la utilizacion de los controles fue diferente. El control utilizado en el
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lab-QFB fue el DADE® Moni-trol® mientras que el control utilizado por el fabricante

fue control suero BioRad® Multiqual ©.

3.3.4 VERACIDAD

Para el calculo de la veracidad se tomaron en cuenta los valores del nivel 1. La
guia para la validacion y verificacion de los procedimientos de examen, indica tres

puntos de como realizar el célculo de la veracidad, estos son:

- Valoracion de un material de referencia certificado
a) Valoracion por el célculo relativo
b) Valoracién por el célculo de porcentaje de recuperacion
- Estudios de comparacion de métodos
- Estudios de comparacion interlaboratorios con base en los resultados de

programas de ensayos de aptitud.

En este caso para la realizacion de este parametro se tomé en cuenta el primer

punto en sus dos incisos.

-VALORACION POR EL CALCULO RELATIVO

En este calculo los datos que se obtuvieron de las mediciones de 24 horas, son

con los que realizaremos el célculo
La siguiente férmula nos expresa el calculo del % de error relativo:

(valor real — valor de la medicion)

% de error relativo = | 1X 100

valor real

- El valor asignado o real del control de calidad que se metié en las mediciones es
de: 242 mg/di

-la media o el valor de las mediciones fue de: 224.6 mg/d|
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-aplicando la formula del error relativo tenemos:

(242 mg/dl — 224.6 mg/dl)

% de error relativo = 242 mg /dl X100

% de eror relativo = 7.19

Para el criterio de aceptacion de esta prueba, segun la guia, dice que tiene que
ser igual o menor que el que reporta el fabricante del equipo, al igual que la

mayoria de los parametros de validacion, el fabricante no informé este parametro.

-VALORACION POR EL CALCULO DEL PORCENTAJE DE RECUPERACION

La formula que representa el célculo del porcentaje de recuperacion es la que se
muestra a continuacion:

valor obtenido

% de recuperaciéon = —alor de referenciaXlOO

Los valores que se tienen para este célculo son los mismos que para el calculo del
porcentaje de error relativo, luego entonces:

-valor asignado o de referencia= 242 mg/dl

-media o valor obtenido= 224.6 mg/dl

Por tanto tenemos:

224.6~7
% de recuperacion = ZZ—mgX 100
dr
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% de recuperaciéon = 92.80

Los valores de recuperacion deben estar cercanos a 100, entre mas cercano a
100 mayor porcentaje de recuperacion, resultados menores indican cantidades

menores de recuperacion del analito.

El criterio de aceptacion es que el resultado debe ser menor o igual al reportado
por el fabricante, el % de recuperacion no esta informado en los insertos de los

reactivos.

3.3.5 SENSIBILIDAD

El siguiente parametro a calcular es la sensibilidad, ésta se calcula con la

siguiente formula:

b
V75,
En donde:
y = sensibilidad.
b = pendiente obtenida desde la regresion lineal del analito.

Sm = desviacién estandar de la muestra.

-El valor de la pendiente, se obtiene con el célculo de la gréfica de la linea recta, el

valor obtenido fue: 0.961

-para el valor de la deviacion estandar, se toma la desviacion estandar obtenida de
las mediciones del analito. Esta fue: 1.79

-aplicando la formula para la sensibilidad tenemos que:
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0961
Y =179

Por lo tanto el valor es igual a y=0.53, este valor indica la sensibilidad del método
de detectar pequefias variaciones de la concentracion del analito.

3.3.6 LIMITE DE DETECCION

Para los limites de deteccion y de cuantificacion, se realizaron mediciones con
muestras de blancos de agua, fueron cinco mediciones las que se realizaron.

Los resultados arrojados por el equipo son los siguientes.

TABLA 9. VALORES DE LOS BLANCOS

Mediciones
de los
blancos para
glucosa mg/dl

elle}] Jlelle]

De estos resultados sacaremos la media, la desviacidén estandar y el coeficiente
de variacion estos valores son:

Media= 0.36

Desviacion estandar= 0.19

CVv=53.00

La formula utilizada para el caculo del limite de deteccion es la siguiente.

_ Ybl+ 3 * Sl
-

En donde:

Ybl = sefial promedio del blanco.
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Sbl = desviacién promedio del blanco.
b= pendiente obtenida desde la regresion lineal del analito.

Sustituyendo los valores en la formula tenemos que:

036+ 3%0.191
B 0.961

LD = 0.30mg/dl

El limite de deteccidn es la minima concentraciéon de un analito que se puede

detectar con certeza, sin embargo esta no puede ser necesariamente cuantificada.

3.3.7 LIMITE DE CUANTIFICACION

Las mismas mediciones de los blancos son las que se utlizaran para la
determinacién del parametro del limite de cuantificacion.

La formula para determinar el limite de cuantificacion es:

Ybl + 10 * Shl
C = 5

Sustituyendo los valores en la formula:

036 +10%0.191
N 0.961

Por tanto:

LC =0.74mg/dl

El limite de cuantificacion indica la minima cantidad de analito que se puede
determinar en términos de precision y exactitud razonables, esta se expresa en

unidades de concentraciones.
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CAPITULO IV

€
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maravillose mundo def saber

Fbert Einstoin.
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CONCLUSIONES

El funcionamiento de un laboratorio de analisis clinicos es de suma importancia,
ya que sus resultados emitidos pueden ser factor determinante para el diagnostico
de las enfermedades, por tanto, los resultados emitidos deben de ser altamente
confiables. Para obtener esta confiabilidad, los métodos utilizados por los
laboratorios deberian de estar debidamente validados. Con este trabajo de
investigacion se dio un paso para la validacion del método empleado para la

cuantificacion del analito de la glucosa.

Para realizar la validacion del método en el laboratorio de analisis clinicos de la
Facultad de Quimico Farmacobiologia, se utilizd la metodologia empleada por la
guia para la validacion y verificacion de los procedimientos de examen

cuantitativos empleados por el laboratorio clinico, emitida por ema.

Se obtuvieron resultados para los parametros de linealidad, precision, veracidad,
limite de deteccion, limite de cuantificacion, sensibilidad analitica, sin embargo el
criterio que pide la entidad mexicana de acreditacion, mediante la guia de
validacion, indica hacer un comparativo de cada uno de los resultados de los
pardmetros obtenidos en el laboratorio con los resultado informados por el
fabricante en sus insertos. No obstante, el fabricante de los reactivos se limita a
informar sus resultados de los parametros de desempefio del método empleado,
sin que reporten todos los pardmetros de desempefio. Pese a esa omision, se
realizé la obtencion de los parametros solicitados, sin embargo seria conveniente
obtener la documentacién de los parametros de analisis inicial o a obtencién de un
equipo que de manera rutinaria pueda ser presentado para una comparacion con
fines de validacion e inclusive someterse a calificaciones de equipos e
instrumentos de medicién analitica (CEIMA), sugeridos por organismos como el

Centro Nacional de Metrologia.
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TRABAJO A FUTURO

En este capitulo se dard una perspectiva de la continuaciébn de este trabajo,

complementandolo con otras investigaciones referentes a validaciones.

Uno de muchos de los criterios que la Entidad Mexicana de Acreditacion pide
para que un laboratorio pueda ser acreditado, es la presentacion de evidencias
objetivas de que los métodos utilizados en dichos laboratorios estén debidamente
validados. El objetivo principal del laboratorio de analisis clinicos es hacerse
acreedor de la acreditacion emitida por EMA. Existen muchos otros métodos del
cual el laboratorio hace uso de ellos, este trabajo de investigacion hace una pauta
para que en el futuro otros métodos puedan ser validados y asi contar con la
mayoria de métodos validados, proporcionando asi al cliente la confiabilidad que

Sé merece.
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ANEXOS

ANEXO A

Para llevar el control de todo el proceso de las mediciones, se realizaron cartas

control. A continuacion se muestran los graficos obtenidos.

GLUC+ GLUC-
GLUC |GLUC-2SD_GLUC|2SD_GLUC |3SD_GLUC GLUC+3SD_GLUC |LIM_INF | LIM_SUP

224.60 220.3 228.9 218.1 231.1 193 290
224.60 220.3 228.9 218.1 231.1 193 290
224.60 220.3 228.9 218.1 231.1 193 290
224.60 220.3 228.9 218.1 231.1 193 290
224.60 220.3 228.9 218.1 231.1 193 290
224.60 220.3 228.9 218.1 231.1 193 290
224.60 220.3 228.9 218.1 231.1 193 290
224.60 220.3 228.9 218.1 231.1 193 290
224.60 220.3 228.9 218.1 231.1 193 290
224.60 220.3 228.9 218.1 231.1 193 290
224.60 2203 228.9 218.1 231.1 193 290
224.60 220.3 228.9 218.1 231.1 193 290
224.60 2203 228.9 218.1 231.1 193 290
224.60 220.3 228.9 218.1 231.1 193 290
224.60 220.3 228.9 218.1 231.1 193 290
224.60 2203 228.9 218.1 231.1 193 290
224.60 220.3 228.9 218.1 231.1 193 290
224.60 2203 228.9 218.1 231.1 193 290
224.60 220.3 228.9 218.1 231.1 193 290
224.60 220.3 228.9 218.1 231.1 193 290
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MEDICIONES

230

210

190

CONTROL DE GLUCOSA (NIVEL 1)

[ s R R R e e e —

—4@ -GLUC_MEDIDA

GLUC
— = GLUC-2SD_GLUC
GLUC+2SD_GLUC

LUC-3SD_GL
- GLUC-35D_GLUC

GLUC+3SD_GLUC

i LIM_INF

e LIM_SUP

1 2 3 45 6 7 8 9 1011 12 13 14 15 16 17 18 19 20

Para el control 2 se obtuvieron los siguientes datos.

GLUC- GLUC+2SD_GLU | GLUC- GLUC+3SD_GLU
GLUC 2SD_GLUC | C 3SD_GLUC | C LIM_INF  |LIM_SUP
77.15 74.1 80.2 72.6 81.7 68.7 103
77.15 74.1 80.2 72.6 81.7 68.7 103
77.15 74.1 80.2 72.6 81.7 68.7 103
77.15 74.1 80.2 72.6 81.7 68.7 103
77.15 74.1 80.2 72.6 81.7 68.7 103
77.15 74.1 80.2 72.6 81.7 68.7 103
77.15 74.1 80.2 72.6 81.7 68.7 103
77.15 74.1 80.2 72.6 81.7 68.7 103
77.15 74.1 80.2 72.6 81.7 68.7 103
77.15 74.1 80.2 72.6 81.7 68.7 103
77.15 74.1 80.2 72.6 81.7 68.7 103
77.15 74.1 80.2 72.6 81.7 68.7 103
77.15 74.1 80.2 72.6 81.7 68.7 103
77.15 74.1 80.2 72.6 81.7 68.7 103
77.15 74.1 80.2 72.6 81.7 68.7 103
77.15 74.1 80.2 72.6 81.7 68.7 103
77.15 74.1 80.2 72.6 81.7 68.7 103
77.15 74.1 80.2 72.6 81.7 68.7 103
77.15 74.1 80.2 72.6 81.7 68.7 103
77.15 74.1 80.2 72.6 81.7 68.7 103
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COTROL DE GLUCOSA NIVEL 2

110 - —o—GLUC_MEDIDA
105 —GLUC
100 - e GLUC-2SD_GLUC
95 -

——GLUC+25D_GLUC
90 -
g5 | ——GLUC-35D_GLUC
80 - ———GLUC+3SD_GLUC
75 v ——LIM_INF
70 - = LIM_SUP
65 -
60 T T T T T T T T T T T T T T T T T T T 1

123456 7 8 91011121314151617181920

59




ANALISIS DE LAS CONDICIONES MiNIMAS DE LAS VALIDACIONES PARCIALES DE ANALITOS DE PRUEBA DE
GLUCOSA UTILIZADA EN LAS PRUEBAS QUE SE REALIZAN EN EL LABORATORIO DE ANALISIS CLINICOS DE LA 2 O 1 3
FACULTAD DE QUIMICOFARMACOBIOLOGIA

GLOSARIO

Adecuado al propésito:

Grado en el que los datos resultantes de un proceso de medicién le permiten al
usuario tomar decisiones técnica administrativamente correctas para el proposito

establecido.
Ambito lineal

Es la parte de la funcién de calibracion en la que la sefial obtenida para el analito
responde “linealmente” a la concentracion. Se verifica mediante la obtencién de
un coeficiente de correlacion mayor o igual a 0.995. (Metrologia en el laboratorio

clinico).

Analito

Especie de interés a determinar en un analisis.
Calibracién

conjunto de operaciones que establecen, en condiciones especificas, la relacion
entre los valores de las magnitudes indicadas por un instrumento de medicion o un
sistema de medicién, o los valores representados por una medida materializada o
un material de referencia, y los valores correspondientes de la magnitud realzada

por los patrones.
Corrida

Conjunto de muestras analizadas en forma continua, bajo las mismas condiciones

experimentales.
Desviacion/sesgo

Error sistematico de un proceso de medicion.
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Ensayo/prueba
Determinacion de una o mas caracteristicas de acuerdo con un procedimiento.
Especificidad

Es la capacidad de determinar el analito inequivocamente en la presencia de
componentes los cuales se espera que estén presentes. Comunmente puede

incluir impurezas, degradantes, matriz, etc.

Evidencia objetiva

Datos que respaldan la existencia o veracidad de algo.
Exactitud de medicién

Grado de la concordancia entre el resultado de una medicion vy el valor verdadero

(o real) de lo medido (el mensurando).
Exactitud relativa

Grado de concordancia entre los resultados del método evaluado y los obtenidos

utilizando un método de referencia conocido.
Incertidumbre de mediciéon

Pardmetro asociado al resultado de una medicién, que caracteriza la dispersion de

los valores que podrian razonablemente, ser atribuidos al mensurando.
Intervalo de trabajo

Intervalo de las concentraciones analiticas o los valores de las propiedades sobre
las cuales el método va a ser aplicado. Entro del intervalo de trabajo puede existir
un intervalo de respuesta lineal, en el que, la sefal de respuesta sistema de

medicion tendra una relacion lineal con la concentracion del analito o el valor de la

propiedad.
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Limite de cuantificacion

Es aquel valor de concentracibn minimo que puede obtenerse con una imprecision

aceptable.
Limite de deteccion

Concentracion minima de un analito en la matriz de una muestra que puede ser
detectada, pero no necesariamente cuantificada, bajo condiciones analiticas
especificas.

Linealidad

La capacidad (dentro de un intervalo dado) para proporcionar resultados que son
directamente proporcionales a la concentracion del analito en el que la respuesta
del sistema de medicion es una funcion lineal de la concentracion del analito en

las muestras de examen.

El termino linealidad aplicado a un método analitico, se refiere al tramo de
concentraciones del analito en el que la respuesta del sistema de medicion es una
funcion lineal de la concentracion; la representacion grafica de este tramo
(concentraciones frente a respuestas) debe exhibir una buena correlacion de los
puntos experimentales a la recta de regresion para que el método analitico en

cuestidon sea aceptable.

Magnitud

Atributo de un fendmeno, de un cuerpo o de una sustancia, que es susceptible de

distinguirse cualitativamente y de determinarse cuantitativamente.
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