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PRESENTACION

El laboratorio de bioquimica clinica comprende un conjunto de pruebas, que
agrupadas en perfiles, sirven para el diagnostico, seguimiento, y prondstico de la
enfermedad de un paciente. En este sentido, al ser estas pruebas centrales para el
correcto tratamiento de un paciente, este laboratorio permite desarrollar en el futuro
profesional del laboratorio clinico habilidades tedricas y procedimentales, es decir,
el saber y el saber hacer propio de su profesién, que junto con el desarrollo de su
ser le permitirdn desempefiarse en su contexto de acuerdo con la relevancia que
reviste su perfil ocupacional en el area clinica.

Por otro lado, el laboratorio de bioquimica clinica aplica todos los conocimientos
aprendidos por el estudiante de bacteriologia en las areas de quimica general y
andlisis instrumental, para llegar a éste, donde se sintetizan y ponen en préactica
todas las competencias adquiridas a lo largo de cuatro semestres, en la realizacion
e interpretacion de pruebas quimicas y bioquimicas al servicio del laboratorio clinico.
Proporcionar a los estudiantes de bacteriologia conceptos tedrico-practicos basicos
de bioquimica clinica, es tarea fundamental para la comprension y correlacion de
las pruebas realizadas en el laboratorio clinico a muestras biolégicas bajo estrictas
normas de calidad, para el diagnéstico, tratamiento y prevencion de las
enfermedades al tiempo que le permiten interactuar con otros profesionales de la
salud. Los principales logros que deben alcanzar los estudiantes para lograr este
gran objetivo se pueden resumir de la siguiente manera:

e Interpretar los valores de referencia dados con cada prueba para
identificacion de las patologias asociadas, asi como el montaje del control de
calidad interno y toma de decisiones.

e Comprender las bases tedricas y la utilidad clinica de las pruebas quimicas
y bioquimicas realizadas por el laboratorio clinico.

e Desarrollar habilidades procedimentales en los estudiantes que les permita
realizar pruebas quimicas y bioquimicas del laboratorio clinico con criterios
de calidad.

e Desarrollar en los estudiantes habilidades de pensamientos argumentativos
e interpretativos que les permita correlacionar los resultados de las diferentes
pruebas de laboratorio con los procesos patolégicos del paciente.

e Dominar un lenguaje cientifico que le permitan interactuar con los diferentes
profesionales de la salud

Programa de Bacteriologia Pagina 4 de 41
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NORMAS GENERALES DE BIOSEGURIDAD EN EL LABORATORIO.

e Utilizar siempre los elementos de barrera de proteccion apropiados segun las
necesidades: bata, gorro, guantes, tapabocas y gafas etc. Nunca circular con
ropa de calle y/o cambiarse de ropa dentro del laboratorio.

e Siempre respetar las sefializaciones de bioseguridad.

e Reportar siempre a su docente los accidentes ocurridos en el Laboratorio.

e LaAvese las manos vigorosamente antes y después de efectuar un
procedimiento.

e Los elementos cortopunzantes como agujas, lancetas y otros, deben ser
desechados con precauciones para evitar lesiones (utilice siempre el
guardian).

e Si padece lesiones exudativas o dermatitis debe evitar el contacto con los
pacientes y con los equipos de trabajo, hasta que estas sanen.

e Ultilice siempre dispositivos de pipeteo mecénico en el manejo de liquidos y
reactivos, nunca bucal.

e Absténgase de comer, beber o fumar en el laboratorio.

e Es responsabilidad de cada estudiante el manejo del reactivo al que tenga
acceso, conozca todos los simbolos de riesgo para el manejo de las
sustancias.

e En caso de derrames, neutralice, desinfecte y luego limpie el derrame con un
material absorbente.

¢ Nunca debe esterilizar material limpio con contaminado.

e Utilizar adecuadamente los equipos y proporcionarles un mantenimiento
conveniente y permanente, si un equipo se contamina con una muestra
bioldgica, debera ser descontaminado con hipoclorito de sodio al 7%, y luego
limpiarlo de acuerdo con las especificaciones del fabricante.

e En caso de rompimiento de un tubo o derrame en la centrifuga, apaguela
inmediatamente y espere treinta minutos antes de abrirla para evitar la
formacion de aerosoles.

e Alinicio y al final de una practica de laboratorio, o después de salpicaduras
con sangre u otros liquidos corporales, las superficies de las mesas deberan
ser descontaminadas con una solucién de hipoclorito de sodio al 7%.

e Todo material contaminado debera ser eliminado en bolsa roja.

Programa de Bacteriologia Pagina 5 de 41
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PLAN DE TRABAJO DEL ESTUDIANTE

1. Previamente a la préctica, lea los procedimientos que se va a realizar y
prepare todos los aspectos tedricos correspondientes, y los materiales y/o
muestras necesarias para la ejecucion de la misma.

2. Anote cuidadosamente sus resultados: el examen de la practica, no solo se
limitara a la informacion proporcionada por el manual o el docente sino
también por sus propias observaciones, investigacion y deducciones.

3. Asegurese que la superficie del meson esté limpia y seca antes de comenzar
la practica.

4. En la mesa de trabajo solo debe estar el material necesario para la
realizacion de la practica. Debe estar limpio y ordenado.

5. Asegurese de marcar adecuadamente los tubos.

6. Practique varias veces el procedimiento y en caso de dudas preguntar a su
docente.

7. Anote y/o dibuje todo los fendmenos observados y los resultados obtenidos
para una mejor realizacion del informe de laboratorio.

8. Alterminar limpie la zona de trabajo descartando el material que no necesite.
Descarte los materiales usados en los sitios destinados para esto. No deje
material contaminado en las mesas de trabajo al finalizar la practica.

9. Siempre utilice todas las normas de bioseguridad.

MATERIALES PARA TODAS LAS CLASES

Lapiz de cera o marcador cristalografico.

Guantes desechables.

Mascarilla o tapabocas.

Gafas de proteccion.

Toalla pequefia.

Muestra solicitada.

Papel absorbente.

Guias de laboratorio previamente estudiadas.

Folder. Tema y # de la practica a desarrollar, objetivos, materiales,
procedimiento, resultados (dibujos), conclusién personal y desarrollo de
talleres.

10. Papel logaritmico, lapiz, borrador, sacapuntas, calculadora.
INDISPENSABLES EN TODOS LOS LABORATORIOS

©o~NoObhwdE
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PRACTICA N°1: VALORES DE REFERENCIA

l. INTRODUCCION
En todos los laboratorios clinicos del mundo cada dia se realizan cientos de
determinaciones de magnitudes bioquimicas, originando resultados que no tienen
valor por si mismos y que solo cuando se comparan con otros datos se convierten
en informacion con utilidad diagnéstica. El actuar de los laboratorios clinicos supone
entonces obtener valores de referencia con los que se comparen los valores
observados en los pacientes.
Los profesionales del laboratorio clinico deben establecer valores de referencia para
los diferentes analitos que cuantifican en el laboratorio a fin de poder comparar los
resultados de la muestra del paciente, con valores de referencia obtenidos de
muestras poblacionales con caracteristicas fisioldgicas, genéticas, ambientales,
culturales y técnicas similares.
La Federacion Internacional de Quimica Clinica (IFCI) recomienda la métodologia
para la determinacion de valores de referencia que parte de la etapa de seleccion y
registro de los individuos sanos de referencia, seguida de la aplicaciéon de los
protocolos pre-analiticos y analiticos, para finalizar con el tratamiento estadistico de
los resultados, para obtener el intervalo de referencia con un nivel de confianza de
95%.

. OBJETIVOS
GENERAL
Determinar valores de referencia con el 95% de confianza mediante estadisticas
paramétricas recomendadas por la Federacion Internacional de Quimica Clinica
(IFCI).
OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Determinar la desviacion estandar y la media de los datos estudiados.

e Determinar los limites de referencia de los datos estudiados.
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I METODO

Prueba enziméatica colorimétrica.

IV.  FUNDAMENTO
El método de la glucosa se basa en la oxidacion de la misma, por la enzima glucosa
oxidasa, reaccion en la que se consume oxigeno (O2) y se genera agua oxigenada
(Hz2 O2), se genera un complejo coloreado que se cuantifica por espectrofotometria.

V. REACTIVOS, MATERIALES Y EQUIPOS

¢ Kit Colesterol, kit glucosa.

e Solucién estandar de cada uno de los kits anteriores.

e Espectrofotdmetro UV- Visible.

e Micropipetas de 5 a 25 pl, de 50 a 200 ul y de 200 a 1000 pl.
e Cubetas plasticas.

e Tubos de ensayo de 5 ml y gradillas.

e Puntas amarillas y azules.

VI. MUESTRA

e Suero o plasma.

VIl.  PROCEDIMIENTO

e Realizar el montaje correspondiente, segun el analito a procesar (Ver
inserto).

e Ordenar los datos de mayor a menor (anexo 1).

e Eliminar los datos aberrantes aplicando el coeficiente de Dixon.

e Calcular la media de los datos.

e Calcular la desviacion estandar.

e Calcular el intervalo de confianza con el 95% de confianza.
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VIII.
escrito, el cual constara de los siguientes puntos:
equipo utilizado, tipo de

Especificaciones analiticas (caracteristicas del

TALLER
Una vez cumplido con el procedimiento del laboratorio, se realizara un trabajo
programacion, fundamento del método, filtro (regidn), tipo y condiciones de la

porcentajes de masculinos,

muestra).
Caracteristicas poblacionales (edad, genero,

porcentajes de femenino).
¢ Por qué no es correcto utilizar los valores de referencia que suministran

Explique:

las casas comerciales?
Explique las variables que pueden afectar los valores de referencia entre

[}
dos poblaciones distintas.

e Conclusiones.

Pagina 9 de 41
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ANEXO 1
DETERMINACION DE VALORES ABERRANTES
(METODO DE DIXON)
ANALITO: LOTE:
ANALISTA:
DATO

e  APLICACION DEL FILTRO DIXON:

1. Se arreglan ordenadamente de mayor a
menor todos los datos

2. Al mayor valor se le designa como XN y al
gue le sigue XN -1

3. Al menor valor se le designa como X1y al
gue le sigue como X2

4. EL MAYOR VALOR ES ABERRANTE SI:
XN -XN -1 es mayor que (XN -X1/ 3).

5. EL MENOR VALOR ES ABERRANTE SI: X2 -
X1 es mayor que (XN -X1/ 3).
X2 - X1 MAYOR (Xn - X1)/ 3

PROCEDIMIENTO ESTADISTICO
6. media: — Xi
>

n
Media o promedio es una medida de tendencia central.
, (xi— x)
8 ( xl . f)z

9.
La desviacion estandar: Permite interpretar el

comportamiento de los datos.

EL intervalo de confianza: Al valor de la media le
sumamos dos desviaciones estandar, a la media le
restamos dos desviaciones estandar. 95%

Programa de Bacteriologia
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PRACTICA N° 2: CONTROL DE CALIDAD

: INTRODUCCION
La calidad es un concepto que esta inmerso en todas las actividades humanas, los
productos y servicios que se ofrecen a la sociedad estan enmarcados en parametros

legales que regulan su calidad a fin de satisfacer las necesidades del cliente o

usuario.

En un sentido mas amplio, la calidad se define como el conjunto de atributos o
caracteristicas que poseen los productos o0 servicios y que satisfacen las

necesidades del cliente o usuario del servicio.

Los laboratorios clinicos, como entidades prestadoras de servicios relacionados con
la salud de las personas, tienen que ofrecer a sus usuarios informacion clinica de
gran calidad que se convierta en una herramienta verdaderamente util para el

diagndstico, pronostico, tratamiento y prevencién de las enfermedades que afectan

a los usuarios del servicio.
complementarias entre si: el control de calidad interno y el control de calidad

Para garantizar la calidad del servicio, se han disefiados dos estrategias que son
externo. Estas estrategias tienen como objetivo central controlar los diferentes tipos
de errores analiticos que pueden afectar de forma significativa la precision y
exactitud de los resultados.
El control de calidad interno se fundamenta en la determinacion diaria de un analito
de sueros controles para garantizar la reproducibilidad o precision del procedimiento
de medida, es una estrategia ejecutada por el mismo laboratorio. Mientras que el
control de calidad externo apunta al control de concordancia entre un valor

esperado y el valor hallado por el laboratorio, monitorea la exactitud del resultado y
la presencia de errores sistematicos, es una estrategia ejecutada por entidades

externas al laboratorio.

Programa de Bacteriologia
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Il. OBJETIVOS
OBJETIVO GENERAL
Aplicar mediante un taller los conceptos adquiridos en clase para el control interno
de la calidad en el laboratorio clinico.
Realizar el montaje del control interno, y determinar el procedimiento estadistico
debido.
OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Determinar la media y la desviacion estandar de los datos de control de

calidad interno.
e Realizar las graficas de Levey-Jennings para los datos de control.

e Aplicar las reglas de Westgard para los datos de control.

Il METODO

Prueba enzimatica colorimétrica para glucosa.

V. FUNDAMENTO

El método de la glucosa se basa en la oxidacién de la misma, por la enzima glucosa
oxidasa, reaccion en la que se consume oxigeno (O2) y se genera agua oxigenada

(H2 02), se genera un complejo coloreado que se cuantifica por espectrofotometria.

V. REACTIVOS, MATERIALES Y EQUIPOS

e Kit Colesterol, kit glucosa.

e Solucion estandar de cada uno de los kits anteriores.

e Espectrofotdmetro UV- Visible.

e Micropipetas de 5 a 25 pl, de 50 a 200 pl y de 200 a 1000 pl.
e Cubetas plasticas.

e Tubos de ensayo de 5 mly gradillas.

e Puntas amarillas y azules.

Programa de Bacteriologia Pégina 12 de 41



- vy "-\\

".'3.;-. CORPORACION UNIVERSITARIA

iz RAFAEL NUNEZ Guia Bioquimica clinica.

,:1_._.,-»--.._.‘_:23,

VI. MUESTRA

e Control normal y/o patologico.

VIl. PROCEDIMIENTO

e Realizar el montaje correspondiente, segun el analito a procesar. (Ver
inserto)

e Calcular la desviacion estandar y media. (Ver anexo 2)

e Dibujar las gréficas de Levey-Jennings, sobre papel milimetrado.

e Aplicar las reglas de control a las graficas de Levey-Jennings.

e Aceptar o rechazar la serie analitica segun la regla de control violada.

VIIl. TALLER DE PREGUNTAS

¢ Investigar todo lo relacionado con el control de calidad externo.

e Mediante un ejemplo hipotético, ilustre las consecuencias de no aplicar
correctamente el control de calidad interno.

e Realice un cuadro comparativo entre el control de calidad interno y externo.

Programa de Bacteriologia Pégina 13 de 41
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Anexo 2 CUADRO PARA EL CONTROL DE CALIDAD

ANALISTA: ANALITO: MES:
LOTE:
PASOS DETERMINAC | d d2
ION
N | X (x — %) |(x - x)
1. Anotar el resultado de cada determinacion
en la columna x. 1
2
2. Sumar los valores de la columna x. 3
4
3. Calcular el valor de la MEDIA: 5
: 6
X = 2. X 7
n 8
4. Anotar la diferencia entre cada 9
determinacién y la Media. 10
11
5. Elevar al cuadrado cada una de las 12
diferencias anotadas. 13
14
6. Determinar la desviacion estandar(DS): 15
i 16
i ?’-_-1(}( —X) 17
N=1 18
El intervalo de confianza (limites): Al valor de 19
la media le sumamos dos desviaciones 20
estandar, a la media le restamos dos 21
desviaciones estandar. 95% 22
23
Realizar la gréfica. 24
25
X=
DS=
Limites = +- 2DS.
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PRACTICA N° 3: CUANTIFICACION DE LA ACTIVIDAD ENZIMATICA

INTRODUCCION
La enzimologia clinica es uno de los campos mas importantes de la bioguimica
clinica que se han desarrollado recientemente, gracias a los aportes en el

conocimiento tedrico de las enzimas y a los progresos tecnoldgicos. La
la actividad enziméatica suministra al médico importante
informacion diagndstica y pronostica de un paciente. En la actualidad, los andlisis

determinacion de
enzimaticos pueden representar hasta un 20% de la carga total de las pruebas

bioguimicas en un laboratorio clinico.

Las enzimas son agentes quimicos que ayudan a que los procesos bioquimicos del
organismo se lleven a cabo a una velocidad compatible con la vida. Practicamente
todas las reacciones bioguimicas son catalizadas por las enzimas. En ausencia de

éstas, dichas reacciones se efectuarian con tal lentitud que no podrian aportar la

energia que se requiere para cubrir las necesidades metabdlicas del cuerpo. Las
enzimas tienen implicaciones importantes como determinantes de salud y la
enfermedad, por ejemplo los errores congénitos del metabolismo se deben a

anormalidades en la sintesis de enzimas, debido a alteraciones a nivel genético.

Por otro lado, cuando se producen lesiones celulares, como las provocadas por
afecciones del suministro sanguineo, inflamacion o necrosis de los tejidos, ciertas
enzimas pasan al plasma y sus niveles en él aumentan. Estos niveles enzimaticos

en plasma o suero se analizan para detectar la enfermedad y llegar al diagndstico
diferencial y pronéstico de la misma. Los niveles enzimaticos también son Utiles para

vigilar el curso del tratamiento una vez que se inicia, por tanto la enzimologia

clinica es un aspecto central de la ciencia del laboratorio clinico.
Como la velocidad de las reacciones enzimaticas es directamente proporcional a la

concentracion de enzima, la cual es baja en plasma, los ensayos enzimaticos
consisten en la medida de actividades enzimaticas y no su concentracion. La

unidad de actividad enzimética se expresa en Unidades Internacionales y se
define como la cantidad de enzima que produce 1 mmol de producto por

Programa de Bacteriologia
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minuto en condiciones estandar. Dentro de los métodos utilizados para la
cuantificacion de la actividad enzimatica se encuentra el cinético (de punto
multiples), donde se toman varias lecturas en el curso de reaccion, lo que permita
verificar si ésta es lineal; y el método de vigilancia continua, en donde se utiliza un
espectrofotometro con registrador para trazar el progreso de la reaccion durante un

periodo de varios minutos.
Los ensayos enzimaticos se basan en el analisis de alguna propiedad fisica que sea
funcién de la cantidad de producto formado o de la cantidad de sustrato consumido.

Con mucha frecuencia se emplea la espectrofotometria UV-Vis, mediante la cual se
mide la absorbancia del medio de ensayo a una longitud de onda coincidente o
cercana al maximo de absorcién del sustrato o el producto de la reaccion. En los

casos en que dicho sustrato o producto no posean espectros de absorcion UV-Vis
caracteristicos, se utilizan reacciones acopladas, de manera que la actividad
enzimatica de interés se determina a partir de la medida del producto de una
segunda o tercera reaccion acoplada con caracteristicas espectroscépicas

singulares.
formado en funcién del tiempo. Asi, por lo general, se toman medidas de

Absorbancia a tiempo Omin, 1min, 2min 0 3 min, con cuyos datos se calcula la delta

Abs (Diferencia entre dos valores de absorbancia consecutivos) que posteriormente
se promedia y se multiplica por un factor previamente establecido por el Kit utilizado
en funcién del coeficiente de absortividad, el paso de luz y los volumenes

De manera que de forma concreta se mide la cantidad de sustrato o producto

finales y de muestra empleados.

I OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL

Comprender los fundamentos bioquimicos que permiten la determinacion de la
actividad enzimatica en suero para aplicar los protocolos de laboratorio actuales de
cuantificacion que permitan el desarrollo de destrezas procedimentales para el

optimo desempefio profesional en el laboratorio clinico.
Pégina 16 de 41
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OBJETIVOS ESPECIFICOS
e Determinar la Actividad enzimatica de una enzima en suero humano
utilizando un método espectrofotométrico ya sea en la region visible o en la
region UV.
e Explicar los fundamentos quimicos del método utilizado.
e Describir la utilidad clinica de la enzima cuantificada y su valor diagnéstico,
relacionando alteraciones de los valores de referencia con procesos

patolégicos.

Il METODO

Cinético enzimatico.

IV.  FUNDAMENTO
Lactato deshidrogenasa (LD o LDH) cataliza la oxidacion del piruvato por NADH+,
obteniéndose lactato y NAD. La concentracion catalitica se determina a partir de la

velocidad de aparicion del NADH, medido a 340 nm.

LOH
Piruvato + NADH + H* ———»  Lactato + NAD"

La fosfatasa alcalina (FAL) cataliza en medio alcalino la transferencia del grupo
fosfato del 4-nitrofenilfosfato al 2-amino-2-metil-1-propanol (AMP), liberando 4-
nitrofenol. La concentracién catalitica se determina a partir de la velocidad de

formacioén del 4-nitrofenol, medido a 405 nm.

FAL
4 — Nitrofenil fosfato + AMP »  AMP - fosfato + 4 - Nitrofenol

V. REACTIVOS, MATERIALES Y EQUIPOS
e Reactivo de LDH. (Lactato deshidrogenasa).

¢ Reactivo de ALP. (Fosfatasa alcalina).
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e Espectrofotometro UV- Visible.

e Micropipetas de 5 a 25 pl, de 50 a 200 ul y de 200 a 1000 pl.
e Cubetas plasticas.

e Tubos de ensayo de 5 mly gradillas.

e Puntas amarillas y azules.

VI. MUESTRA

e Suero o plasma.

VIl. PROCEDIMIENTO
El estudiante debe leer, comprender y analizar los fundamentos y aspectos

practicos durante el laboratorio (ver insertos).

VIIl. TALLER
Se realizara el siguiente taller:

e Investigue la utlidad diagnéstica de la cuantificacion de las enzimas
anteriores y enuncie sus diferentes Isoenzimas.

e Mencione los 6rganos donde la enzima tiene mayor actividad.

e Explique si la elevaciéon de la enzima en suero se considera especifica o
inespecifica, sensible, o no sensible para el diagnostico de una patologia
en particular.

e ¢ El método de cuantificacion utilizado es de tipo creciente o decreciente?
Argumente su respuesta.

¢ Mencione otras cinco enzimas, y su utilidad diagnostica, y los 6rganos donde

tienen mayor actividad.
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PRACTICA N°4: DETERMINACION DE PROTEINAS TOTALES Y ALBUMINA

INTRODUCCION
Aproximadamente tres cuartas partes de los solidos del organismo son proteinas.
Estas comprenden las proteinas estructurales, las enzimas, las nucleoproteinas, las
proteinas de transporte de oxigeno, las proteinas contractiles del muasculo, las

proteinas plasmaticas y muchas otras que realizan el cuerpo funciones especificas,
tanto extracelular como intracelularmente. Ademas de ser los constituyentes

inmunidad,

estructurales fundamentales de las células, las proteinas participan practicamente
en todos los procesos del ser vivo: Transporte, catdlisis enzimética, control
la sangre,

regulaciéon hormonal, coagulacién de

homeostatico,
crecimiento, cicatrizacion de heridas y herencia.
El grupo de proteinas plasméaticas mencionado antes esta constituido por cerca de
100 proteinas cuya funcién se realiza en el plasma sanguineo. Aunque todos los
fluidos corporales contienen proteinas, son las proteinas plasmaticas las mas
frecuentemente utilizadas para establecer diagndésticos clinicos, ya que la
concentracion de muchas de ellas cambia de manera -caracteristica en
determinadas condiciones fisioldgicas. La proteina plasmatica mas abundante es la
albumina, y la mayor parte de las restantes se conocen colectivamente con el
nombre de globulinas. Algunas proteinas plasmaticas son enzimas, como por
ejemplo los factores de coagulacién. Algunas proteinas plasmaticas y sus funciones

se relacion a continuacion:
e Transporte: apolipoproteinas, albumina, transferrina.

e Inmunidad: inmunoglobulinas.
Mantenimiento de presion osmatica: todas, particularmente la albumina.

[ ]
Enzimas: renina, factores de coagulacion.

[}
Inhibidores de proteasas: antitripsina a1.

[}
e Regulacion del pH (tampdn): todas.
Por lo general, la variacion de la concentracion de proteinas plasmaticas totales

depende de:
Pégina 19 de 41
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a) La variacion de la velocidad de sintesis proteica.

b) La variacion de su velocidad de degradacion.

c) Cambios en el volumen de distribucion.

En los dos primeros casos, los cambios ocurren en un periodo de tiempo largo, ya
gue estan asociados a procesos altamente regulados. Sin embargo, la variacion del
volumen de distribucion puede ocurrir de forma rapida y, por lo general, esta
asociada al estado de hidratacion del paciente.

Il. OBJETIVOS
OBJETIVO GENERAL
Comprender los fundamentos quimicos que permiten la cuantificacion de proteinas
totales, y albumina en suero y aplicar las técnicas de laboratorio actuales para el
desarrollo de destrezas procedimentales requeridas para el 6ptimo desempefio

profesional en el laboratorio clinico.

OBJETIVOS ESPECIFICOS
Al finalizar la practica el estudiante estard en capacidad de:
e Cuantificar proteinas totales en suero humano.
e Cuantificar Albumina en suero humano.
e Aplicar la férmula del proteinograma y su importancia clinica.
e Explicar los fundamentos quimicos del método utilizado.
e Describir la utilidad clinica de la cuantificacion de proteinas y albumina en

suero humano.

.  METODO
Biuret- BCG.

V. FUNDAMENTO
La cuantificacion de proteinas totales se basa en el reconocimiento de proteinas
con el reactivo de Biuret (método colorimétrico). Este método se basa en la

formacion de un complejo coloreado entre el ion Cu++ del reactivo y los nitrégenos
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amidicos del enlace peptidico. Por lo tanto, este reactivo reconoce especificamente
la presencia de enlaces peptidicos. Se utiliza como blanco el reactivo de Biuret y el

color generado por la muestra se compara con un estandar.

METODO: albumina - BCG.
FUNDAMENTO: la cuantificacion de albumina presente en la muestra reacciona
con el verde de bromocresol en medio &cido, originando un complejo coloreado que

se cuantifica por espectrofotometria.
V. REACTIVOS, MATERIALES Y EQUIPOS

e Reactivo de Biuret.

e Estandar de proteinas

e Reactivo de Albumina.

e Estandar de albumina

e Espectrofotdmetro UV- Visible.

e Micro pipetas de 5 a 25 pl, de 50 a 200 ul y de 200 a 1000 pl
e Cubetas plasticas

e Tubos de ensayo de 5 ml y gradillas

e Puntas amarillas y azules.

VI. MUESTRA

e Suero o plasma.

VIl.  PROCEDIMIENTO
El estudiante debe leer, comprender y analizar los fundamentos y aspectos
practicos durante el laboratorio (ver insertos).
FORMULA DE PROTEINOGRAMA:
PROTEINAS TOTALES (g/dl) = ALBUMINA (g/dl) + GLOBULINAS(g/dl).
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VIIl. TALLER

e Exprese la concentracion de Proteinas Totales y albumina obtenida en g/dL.

e Escriba con sus propias palabras lo que entiende por proteinas seéricas,
proteinas plasmaticas, las diferentes fracciones que las componen y dé
ejemplos de proteinas incluidas en cada fraccion junto con sus principales
funciones.

¢ Investigue la utilidad diagnostica de la cuantificacion de proteinas totales y
albumina.

e Describa otros métodos de utilidad para el andlisis de proteinas.

e Expligue el concepto de electroforesis de proteinas y diagrame un
proteinograma caracteristico de un paciente sano. Argumente qué tipo de
caracteristicas estructurales de las proteinas hacen posible la migracion

electroforética.

PRACTICA N° 5: CUANTIFICACION ACIDO URICO.

l. INTRODUCCION
El acido urico es el producto final del catabolismo de las purinas, deriva de la
oxidacion de las bases puricas. La mayor parte se forma en el higado y en la mucosa
intestinal y se excreta mayoritariamente por el rifidn, que lo filtra por el glomérulo y
lo reabsorbe en un 98% por el tabulo proximal. La cantidad eliminada diariamente
por la orina, en circunstancias normales, es de 250 — 750 mg/dl. No obstante, varia
mucho en funcion de la ingestion de purinas, el catabolismo enddgeno, la
insuficiencia renal, la acetoacidosis y el uso de diuréticos. Los niveles plasmaticos
son considerablemente variables y son mas elevados en los hombres que en las

mujeres.
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Su aumento en plasma, que fisiopatologicamente es mas significativo que su
disminucién, es caracteristico de algunos procesos, entre los que destacan el
fracaso renal; los procesos hiperregenerativos con amplia destruccion celular, como
las neoplasias y las leucemias; el uso de diuréticos, y, fundamentalmente, la gota.
En los casos de insuficiencia renal cronica avanzada, existe un aumento progresivo

del nivel plasmatico de acido urico.

Il. OBJETIVOS
OBJETIVO GENERAL
Comprender el valor diagnostico de la determinacion de acido Urico, esquematizar
el fundamento e interpretar y aplicar el protocolo descrito para su determinacion a
fin de adquirir las destrezas requeridas para un excelente trabajo en el laboratorio
clinico.
OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Determinar la concentracion de acido uUrico en la muestra de un paciente.

e Describir la utilidad clinica y los procesos patoldgicos y normales donde la

cifra de acido Urico se encuentre alterada.

Il METODO

Andlisis enzimético colorimétrico para acido urico.

IV.  FUNDAMENTO
La uricasa se ha empleado ampliamente para aumentar la especificidad del ensayo
de acido urico. Los métodos de uricasa se basan en la especificidad de la reaccion
del acido Urico catalizada por la uricasa, a alantoina y peréxido de hidrégeno. Asi,
el peréxido de hidrogeno producido, oxida a un cromdégeno del reactivo lo que
genera la formacion de un color cuya formacion es directamente proporcional a la
concentracion de acido urico en el suero del paciente.

V. REACTIVOS, MATERIALES Y EQUIPOS

e Reactivo de acido Urico.
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e Estandar de acido Urico.

e Espectrofotometro UV- Visible.

e Micropipetas de 5 a 25 pl, de 50 a 200 ul y de 200 a 1000 pl.
e Cubetas plasticas.

e Tubos de ensayo de 5 ml y gradillas.

e Puntas amarillas y azules.

VI. MUESTRA

e Suero o plasma.

VIl.  PROCEDIMIENTO
El estudiante debe leer, comprender y analizar los fundamentos y aspectos

practicos durante el laboratorio (ver inserto).

VIIl. TALLER.
e Investigar sobre la gota. Una breve descripcién sobre la patologia que incluya
el origen, la fisiopatologia, los signos y sintomas del paciente, asi como los

niveles de acido Urico que comunmente alcanzan estos pacientes.

PRACTICA N°6: CUANTIFICACION DE GLUCOSA Y HEMOGLOBINA
GLICOSILADA.

l. INTRODUCCION.
Los carbohidratos son considerados biomoléculas que cumplen diversas funciones
en nuestro organismo, siendo la mas importante su funcion energética, esto como
consecuencia de la gran cantidad que en forma de ATP se origina de su catabolismo
a nivel celular. La glucosa representa el principal carbohidrato que en nuestro

organismo cumple con esta funcion, en presencia de oxigeno en las mitocondrias.
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Es importante resaltar que el sistema nervioso central utiliza solo glucosa para este

fin.

Las concentraciones normales de glucosa oscilan entre 70 y 105 mg/dl, esta
concentracion es producto de procesos como la gluconeogénesis, glucégenolisis y
gluconeogénesis, los cuales, bajo la regulacion de hormonas como la insulina, el

glucagon y glucocorticoides, aumentan o disminuyen las concentraciones segun sus

funciones o procesos que regulen.

Los trastornos metabolicos de la glucosa pueden generar un aumento en su
concentracion o hiperglicemia, como también una disminucion o hipoglucemia.
Ambas situaciones son desequilibrantes de la homeostasis de la misma y nocivas

para la salud de las personas.

El laboratorio clinico juega un papel importante en la evaluacion de la homeostasis
de los carbohidratos, especialmente el de la glucosa mediante diversas pruebas
disefiadas para detectar aumentos o disminuciones en su concentracion basal.

La glicemia en ayunas, glicemia post carga, glicemia post prandial, curva de

tolerancia y el test de O Sullivan son pruebas que tienen utilidad diagnostica en
patologias como la diabetes, la diabetes gestacional y la hipoglicemia; la
hemoglobina glicosiladay la fructosamina, ademas de diagnésticas, también son

utilizadas como pruebas de monitoreo o seguimiento al paciente.

Il. OBJETIVOS
OBJETIVO GENERAL

Comprender el valor diagnostico de las diferentes pruebas que valoran el
metabolismo de carbohidratos y los fundamentos bioquimicos que permiten su

cuantificacion para aplicar los protocolos de andlisis de forma consciente,
autorregulada y desarrollar las destrezas necesarias para el futuro desempefo

profesional.

OBJETIVOS ESPECIFICOS
Cuantificar glucosa, hemoglobina glicosilada.

[ ]
Explicar los fundamentos analiticos que permiten su cuantificacion.
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e Comparar los resultados obtenidos con los valores de referencia de la

poblacioén a fin de correlacionar clinicamente los datos del paciente.

Il METODO

Prueba enzimatica colorimétrica para glucosa.

V. FUNDAMENTO
El método de la glucosa se basa en la oxidacion de la misma, por la enzima glucosa
oxidasa, reaccion en la que se consume oxigeno (O2) y se genera agua oxigenada

(H2 02), se genera un complejo coloreado que se cuantifica por espectrofotometria.

METODO: fijacion del antigeno y del anticuerpo para determinar directamente el
HbAlc en sangre total.

FUNDAMENTO: la hemoglobina glicosilada, se trata de una porcion de la
hemoglobina que se encuentra unida de forma irreversible a la glucosa mediante
enlaces covalentes. Se forma por mecanismos no enzimaticos dentro de los
eritrocitos, siendo su cantidad proporcional a los niveles de glicemia, y permanece
en ellos hasta que son destruidos.

V. REACTIVOS, MATERIALES Y EQUIPO

e Reactivo de glucosa.

e Estandar de glucosa.

e Reactivo de hemoglobina glicosilada.

e Espectrofotdmetro UV- Visible.

e Micropipetas de 5 a 25 pl, de 50 a 200 ul y de 200 a 1000 pl.
e Cubetas plasticas.

e Tubos de ensayo de 5 ml y gradillas.

e Puntas amarillas y azules.
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VI. MUESTRA
e Suero o plasma.

e Sangre total con anticoagulante.

VIl.  PROCEDIMIENTO
El estudiante debe leer, comprender y analizar los fundamentos y aspectos

practicos durante el laboratorio (ver insertos).

VIIl. TALLER

e (Qué otros métodos, ademas del desarrollado en este laboratorio, se pueden
utilizar para la determinacion de glucosa sanguinea?

e Consulte los valores de referencia actuales de glicemia.

e Con relacibn a procesos que cursan con hiperglicemia investigue la
clasificacion de la patologia diabética (diabetes mellitus tipo 1, diabetes
mellitus tipo 2), hipoglicemia, y una breve descripcion fisiopatolégica en cada

caso.

PRACTICA N° 7: PERFIL LIPIDICO

l. INTRODUCCION
Para que una sustancia sea considerada como un lipido, segun la definicion clasica,
debe cumplir los siguientes requisitos:

e Ser insoluble en agua y soluble en solventes organicos.

e Ser actual o potencialmente un éster de acido graso.

e Ser utilizada por los organismos vivientes.
Los lipidos séricos incluyen triglicéridos, colesterol, fosfolipidos, ésteres de
colesterol, acidos grasos no esterificado, alcoholes de elevado peso molecular,
carotenoides, hormonas esteroides y las vitaminas A, D, y E.

El colesterol, aunque en su molécula no contiene acidos grasos, su nucleo esterol
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se sintetiza a partir de los productos de degradacion de los acidos grasos en nuestro

organismo. El colesterol cumple importantes funciones, entre las cuales podemos

sefialar las siguientes:
e Hace parte integral de las membranas celulares
e Se conjuga con otras sustancias para formar sales biliares, lo que favorece la

digestion y absorcion de grasas.
e Es el precursor de las hormonas de naturaleza esteroideas.
Por otra parte, los triglicéridos son triacilgliceroles, es decir estan formados por una
molécula de glicerol esterificada con tres acidos grasos. Los triglicéridos
representan la reserva energética ubicada en el tejido adiposo, la cual en
condiciones de ejercicio 0 ayuno prolongado es movilizada y metabolizada en el
organismo para obtener energia para los procesos celulares endergonicos. El hecho
de que los carbohidratos se pueden convertir en triglicéridos explica por qué ante
un exceso de estos, existe aumento de tejido adiposo y por ende de peso corporal.
Hoy en dia la cuantificacion de estos marcadores del metabolismo lipidico ha
tomado gran interés debido a la alta frecuencia de pacientes con hiperlipidemias en
el mundo, los cuales estan expuestos al desarrollo de problemas cardiovasculares.
Estas enfermedades, dentro del grupo de las enfermedades crénicas, muestran
altos valores de mortalidad en diversos tipos de poblaciones, cuando ante un exceso
de lipidos en la sangre se genera un proceso aterogénico e inflamatorio que

ocasiona la obstruccion de la irrigacion sanguinea en zonas especificas de diversos

tejidos tan importantes como el coronario.

A partir de este preambulo, el estudio de los lipidos y lipoproteinas séricas se
constituye en una herramienta clinica importante para el diagndéstico, seguimiento y
pronéstico del paciente. Los lipidos en el suero estan asociados a proteinas

(apoproteinas) formando las particulas lipoproteinas cuya funcion es el transporte
de los lipidos a lo largo de todo el torrente sanguineo. Existen diferentes tipos de

particulas lipoproteinas de acuerdo con la naturaleza proteica y la composicién
lipidica, entre las cuales las LDL y las particulas remanentes del metabolismo de los
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Quilomicrones y las VLDL juegan un papel crucial en el inicio del depésito que, en
el endotelio vascular, origina la presencia de ateromas.

La concentracion de colesterol LDL (LDLc) indica de forma mas precisa (que la
determinacidon de colesterol total) el riesgo aterogénico de un paciente. Y la de
colesterol HDL (HDLc), la inversa de dicho riesgo.

Valores por encima de 100 mg/dl de (LDLc), o valores por debajo de 35 mg/dL de
(HDLc), se consideran de riesgo. Asi, los aumentos de (LDLc), se consideran como
el principal factor de riesgo cardiovascular de tipo lipidico, mientras que el aumento
de HDL-Colesterol es considerado como un factor protector de enfermedad
cardiovascular debido a su funcidon en el transporte inverso de colesterol, sus
propiedades antioxidantes, antitrombdéticas y su accion antiinflamatoria.

El cuantificar los lipidos séricos como los triglicéridos y colesterol contenido en las
lipoproteinas ofrece un dato certero sobre la cantidad de particulas lipoproteinas en
sangre, de forma que se convierten indiscutiblemente en marcadores del

metabolismo lipoproteico y factores de riesgo cardiovascular en el paciente.

Il. OBJETIVOS
OBJETIVO GENERAL
Comprender el valor diagnoéstico de las pruebas de triglicéridos, colesterol total,
LDLc y HDLc, asi como los fundamentos bioguimicos que permiten su cuantificacion
en suero, mediante el analisis y la aplicacion de los protocolos de uso actual, para
desarrollar asi destrezas procedimentales que contribuyan a un éptimo desempefio

profesional en el laboratorio clinico.

OBJETIVOS ESPECIFICOS
e Cuantificar los niveles de Triglicéridos y colesterol total en suero humano.
e Cuantificar los niveles de HDLc en el suero de un paciente.
e Calcular los niveles de LDLc mediante la aplicaciéon de la formula de

Friedewald.

e Calcular el valor de las VLDLc.
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e Explicar los fundamentos quimicos de los métodos utilizados.
e Describir la utilidad clinica del perfil lipidico, los valores normales y las
patologias implicadas con el metabolismo de las lipoproteinas.

Il METODO

Prueba enzimatica colorimétrica para colesterol.

V. FUNDAMENTO
El colesterol se determina después de la hidrélisis enzimatica y la oxidacion. El
indicador es la quinoneimina formada por el peréxido de hidrégeno y 4-

aminoantipirina en presencia de fenol y peroxidasa.

METODO: prueba enzimética colorimétrica para triglicéridos.

FUNDAMENTO: la enzima lipoproteinlipasa hidroliza triglicéridos a glicerol y &cidos
grasos, este glicerol tras la accién de glicerol quinasa se convierte en glicerol-3-
fosfato que se oxida a dihidroxiacetona y peréxido de hidrégeno oxida al cromégeno

a un compuesto de color que es leido espectrofotométricamente.

METODO: método colorimétrico enzimatico para HDL colesterol.

FUNDAMENTO: las lipoproteinas de muy baja densidad (VLDL) y de baja densidad
(LDL) presentes en la muestra, precipitan en presencia de fosfotungstato y iones
magnesio. El sobrenadante contiene las lipoproteinas de elevada densidad (HDL),

cuyo colesterol se cuantifica espectrofotométricamente.

V. REACTIVOS, MATERIALES Y EQUIPOS:
e Reactivo de Colesterol.

e Estandar de Colesterol.

e Reactivo de Triglicéridos.

e Estandar de Triglicéridos.
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e Reactivo de HDLc.

e Estandar de HDLc.

e [Espectrofotdmetro UV-Visible.

e Micropipetas de 5 a 25 pl, de 50 a 200 pl y de 200 a 1000 pl.
e Cubetas plasticas.

e Tubos de ensayo de 5 ml y gradillas.

e Puntas amarillas y azules.

VI. MUESTRA

e Suero o plasma.

VIl.  PROCEDIMIENTO
El estudiante debe leer, comprender y analizar los fundamentos y aspectos
practicos durante el laboratorio (ver insertos).
Determinacion de la concentracién de LDLc:
La férmula de Friedewald nos permite averiguar la fraccion LDL colesterol (LDLc) si
conocemos el colesterol total (CT), la fraccion HDL colesterol (HDLc) y los
triglicéridos (TG), usando la siguiente expresion matematica:

LDL-Colesterol = Colesterol Total — [HDLColesterol +(Triglicéridos/5) ]
En la férmula de friedewald, el cociente TG/5 indica el contenido de colesterol en

las VLDL, siempre que éstas sean normales.

VIII. TALLER.

e Describa las funciones bioldgicas del colesterol y triglicéridos en el organismo
humano.

¢ Investigue las condiciones que debe cumplir el paciente antes de la toma de
la muestra para la cuantificacion de lipidos.

¢ Realice una revisidon bibliografica para plantear un mapa conceptual de las

dislipidemias y su clasificacion.
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e Investigue los valores de referencia para estas biomoléculas.
los procesos patoldégicos de hipercolesterolemia e

e Investigue sobre
hipertrigliceridemia.
¢ Investiga el mecanismo mediante el cual se produce la aterogénesis.

PRACTICA N° 8: PRUEBAS QUE EVALUAN EL METABOLISMO DEL HIERRO

l.
hemoglobina y la mioglobina, también participa en el metabolismo aerobio como

INTRODUCCION.
El hierro en el organismo esta estrechamente asociado con la funcion de la
componente de los citocromos. Asi mismo, es componente de algunas enzimas
mitocondriales y de la xantina oxidasa implicada en la produccién de &cido urico.
El hierro ha sido denominado “sustancia de direccién unica” ya que puede ser
absorbido en pequeias cantidades, pero una vez que se absorbe es poco lo que se

excreta. Cualquier exceso por encima y por debajo de la cantidad absorbida es

eliminado en las heces.

El metabolismo del hierro comprende los procesos de absorcion, transporte,
almacenamiento y excrecion, donde moléculas como la transferrina (transportadora

de hierro), ferritina y hemosiderina estan involucradas.
Asi los estudios de hierro en el laboratorio se enfocan en la determinacién de hierro

sérico, capacitacion total de fijacion de hierro (CTFH) y concentracion de ferritina en

suero.
plasma que deriva principalmente del catabolismo de la hemoglobina, su

Asi, el hierro sérico es hierro en transito ligado a la transferrina presente en el
disminucién se correlaciona entre otras patologias con anemias en trastornos

cronicos y en procesos infecciosos.
Por otro lado, la capacidad de la transferrina para combinarse con el hierro se mide

como capacidad de fijacion de hierro y su concentracion tiene una notable
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consistencia. Por lo general, los padecimientos que disminuyen las concentraciones
de hierro en el suero aumentan su fijacién total, es decir, mientras menos hierro
haya disponible para fijarse, mayor es el numero de sitos de fijacion vacios. La
capacidad de la transferrina para fijar hierro es alrededor de tres veces mayor que
la concentracion sérica normal de hierro.
Finalmente, la ferritina es la principal almacenadora de hierro del organismo, su
medicion refleja de modo preciso las reservas intracelulares de hierro. Cuando se
realiza junto con las mediciones de hierro sérico y CTFH, se dispone de un
diagnéstico mas complejo, el cual puede eliminar la necesidad de examen de
médula 6sea para el diagnostico de la deficiencia de hierro.
. OBJETIVOS
OBJETIVO GENERAL
Comprender el valor diagnostico de la determinacién de hierro sérico, CTFH y
ferritina y realizar la cuantificacion de los mismos aplicando el control de calidad y
la programacién acertada del equipo a fin de generar datos diagndsticos precisos y
exactos que conlleven a una correcta correlacion clinica y diagnéstico del paciente.
OBJETIVOS ESPECIFICOS
e Cuantificar hierro sérico, CTFH en el suero de un paciente, utilizando equipos
semiautomatizados.
e Describir los fundamentos analiticos que permiten las cuantificaciones
realizadas.
e Determinar el porcentaje de saturacion del hierro, a través de la
concentracion del hierro y el CTFH.
e Comparar los resultados obtenidos con los valores de referencia de la

poblacion a fin de correlacionar clinicamente los datos del paciente.

M. METODO

Prueba fotométrica colorimétrica para el hierro.

V. FUNDAMENTO
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El ion férrico presente en la muestra y unido a la transferrina es liberado por accion
del guanidinio y reducido a ferroso por el &cido ascérbico. El ion ferroso forma un

complejo coloreado con la ferrozina que se cuantifica por espectrofotometria.

METODO: prueba fotométrica colorimétrica

FUNDAMENTO: la proteina ligante de hierro transferrina en suero se satura con la
adicion de una sobrecarga de iones hierro (lll). El exceso de hierro no unido es
adsorbido con oxido de aluminio y precipitado. Se determina luego la transferrina

unida al hierro en el sobrenadante.

V. REACTIVOS, MATERIALES Y EQUIPOS

e Reactivo de Hierro sérico.

e Reactivo de CTFH.

e Espectrofotometro UV- Visible.

e Micropipetas de 5 a 25 pl, de 50 a 200 ul y de 200 a 1000 pl.
e Cubetas plasticas.

e Tubos de ensayo de 5 ml y gradillas.

e Puntas amarillas y azules.

VI. MUESTRA

e Suero o plasma

VIl.  PROCEDIMIENTO
El estudiante debe leer, comprender y analizar los fundamentos y aspectos
practicos durante el laboratorio (ver insertos).
Porcentaje de la saturacién del hierro por la siguiente formula:
% SATURACION DE HIERRO: concentracion de hierro en suero/CTFH X 100%
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VIIl. TALLER

e ¢ Por qué la utilidad de la determinacion del hierro sérico se ve limitada y/o
disminuida para establecer un diagndstico de un paciente?

e Describa qué procesos patolégicos se acompafian con niveles de hierro

sérico aumentados.

PRACTICA N° 9: PERFIL CARDIACO
l. INTRODUCCION.

Las pruebas bioquimicas del perfil cardiaco se introdujeron como un apoyo
diagnéstico clinico del IAM, el primer marcador de dafio cardiaco fue la SGOT
(Transaminasa glutamico oxalacética) y luego la deshidrogenasa Léactica (LDH)
cuya negatividad descartaba IAM. Sin embargo, ambas pruebas eran poco
especificas, ya que se elevaban en enfermedades hepaticas y en otras patologias.
De esta manera, los constantes avances cientificos y tecnolégicos hacen que hoy
en dia se utilicen marcadores cardiacos mucho mas especificos, tales como la
creatina kinasa (CPK), creatina kinasa MB (isoformas de CKMB), mioglobina,
Troponina ly T.

Principalmente, la utilidad de estas pruebas séricas bioquimicas se enfoca al
diagnéstico de Infarto Agudo de Miocardio (IAM), cuyo diagndstico se basa
histéricamente en la existencia de al menos dos de los tres criterios definidos por la
Organizacion Mundial de la Salud, que son: Dolor precordial anginoso de al menos
30 minutos de duracién, cambios electrocardiograficos y aumento de la actividad de
enzimas plasmaticas principalmente creatinkinasa (CK) total o su isoenzima MB.

A continuacion, se presenta un breve comentario relacionado con algunos de los

marcadores séricos mencionados:
CK o CPK (Creatina quinasa): La CK se encuentra predominantemente en el

musculo cardiaco, esquelético y el cerebro. Los niveles séricos de CK estan

elevados siempre que se produce una lesién de esas células musculares. Los
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niveles de CK pueden aumentar dentro de las 6 horas siguientes al dafio celular. Si
el dafio no es persistente, los niveles alcanzan su maximo 18 horas después de la
lesion y se normalizan a los 2 o 3 dias.

Para evaluar de forma especifica la lesion del musculo miocardico, se realiza
electroforesis de la CK total con el fin detectar las tres isoenzimas: CK-BB (CK1),
CK-MB (CK2) y la CK-MM (CK3).

La isoenzima CK-MB es especifica de las células cardiacas. En la actualidad, la
CK-MB se cuantifica por inmunoensayos, utilizando anticuerpos monoclonales para
inhibir la subunidad M; en las primeras 4 horas de dolor precordial, la cuantificacion

de CK-MB, es la prueba de eleccién y se deben tomar muestras cada 2 o 4 horas.

MIOGLOBINA: Las concentraciones de mioglobina en sangre se elevan cuando hay
destruccion de la fibra muscular; sin embargo, su distribucién generalizada en todos
los muasculos limita su especificidad como marcador de dafio del miocéardico. La
mioglobina es un indicador rapido de dafio en el musculo cardiaco, ya que se libera
en la circulacién sanguinea en las primeras 2 horas después del dolor precordial,
mostrando un pico maximo entre las 6 y las 9 horas; regresando a los valores
normales entre las 24 y 36 horas. Ademas del diagndstico, la mioglobina también
puede ser Util para la valoraciéon del tamafio del infarto que llevaria a establecer un

prondstico de exactitud.

TROPONINA Por otro lado, la troponina | y T sélo se presentan en suero cuando
existe necrosis cardiaca. Sin embargo, la concentracibn de éstas permanece
elevada de 3 a 14 dias. Asi, debido a su liberacién relativamente rapida se le ha
dado un papel de marcador precoz de IAM, y ademas, como es prolongada,

también se utiliza para suministrar un diagnostico tardio de IAM.
1. OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL

Comprender el valor diagnéstico de la determinacion de CPK, CK - MB,
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TROPONINA en suero y realizar la cuantificacién de los mismos aplicando el control
de calidad y la programacion acertada del equipo a fin de generar datos diagnosticos
precisos y exactos que conlleven a una correcta correlacion clinica y diagnéstico del
paciente.
OBJETIVOS ESPECIFICOS
e Cuantificar CK-Total, CK-MB, Troponina en el suero de un paciente,
utilizando equipos semiautomatizados que requieren programacion.
e Describir los fundamentos analiticos de las cuantificaciones realizadas.
e Comparar los resultados obtenidos con los valores de referencia de la
poblacion a fin de correlacionar clinicamente los datos del paciente.
. METODO
Cinético enzimatico.
IV.  FUNDAMENTO
La creatina quinasa (CK) cataliza la fosforilacion del ADP por el fosfato de creatina,
obteniéndose creatina y ATP. La concentracion catalitica se determina, empleando
las reacciones acopladas de la hexoquinasa y glucosa-6-fosfato deshidrogenasa, a

partir de la velocidad de formacion del NADPH, medido a 340 nm.

METODO: cinético enzimatico.

FUNDAMENTO: la creatina quinasa fraccién (MB): Un anticuerpo especifico inhibe
las dos subunidades M de la CK-MM (CK-3) y la Unica subunidad M de la CK-MB
(CK-2), lo que permite la mediciéon de la subunidad B de la de la CKMB (asumiendo
la ausencia de CK-BB o CK-1). La concentracién catalitica de CK-B, que
corresponde a la mitad de la actividad CK-MB, se determina empleando las
reacciones acopladas de la hexoquinasa (HK) y glucosa-6-fosfato deshidrogenasa
(G6P-DH), a partir de la velocidad de formacion del NADPH, medido a 340 nm.

METODO: inmunoensayo cualitativo de membrana (troponina).

FUNDAMENTO: la membrana esta pre-cubierta con reactivo de captura en la region

de lalinea de examen de la prueba. Durante el examen los especimenes reaccionan
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con la particula cubierta de anticuerpos de anti-cTnl. La mezcla migra hacia arriba
de la membrana cromatograficamente por accion capilar para reaccionar con el
reactivo de captura en la membrana y generar una linea coloreada. La presencia de
esta linea de color en la region de la banda del examen indica un resultado positivo,
mientras que su ausencia indica un resultado negativo. Como un procedimiento de
control, una linea de color siempre aparecera en la region de la banda de control
indicando que un volumen adecuado del espécimen ha sido afiadido y que la

reaccion de la membrana ha ocurrido.

V. REACTIVOS, MATERIALES Y EQUIPOS

e Reactivo de CK TOTAL.

e Reactivo de CK — MB.

e TROPONINA.

e Espectrofotdmetro UV- Visible.

e Micropipetas de 5 a 25 pl, de 50 a 200 ul y de 200 a 1000 pl.
e Cubetas plasticas.

e Tubos de ensayo de 5 ml y gradillas.

e Puntas amarillas y azules.

VI. MUESTRA

e Suero o plasma.

VIl. PROCEDIMIENTO.
El estudiante debe leer, comprender y analizar los fundamentos y aspectos

practicos durante el laboratorio (ver insertos).

VIIl. TALLER
e Grafigue la cinética (comportamiento en el tiempo) de los diferentes

marcadores cardiacos cuantificados en la practica en el caso de ocurrir un
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infarto agudo de miocardio a un individuo. Afada aquellos marcadores
enzimaticos o no enzimaticos que también pertenezcan al perfil cardiaco.
e Describa la diferencia entre las isoformas de la CK-MB y explique con sus
palabras cudl es la utilidad y/o ventaja de la cuantificacion de este marcador.
e Investigue otras pruebas usadas en la actualidad para el diagnostico del
IAM.
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