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Advertencia

La medicina es un área en constante evolución. Aunque deben seguirse unas precauciones de seguridad estándar, a medida que aumenten nuestros conocimientos gracias a la investigación básica y clínica habrá que introducir cambios en los tratamientos y en los fármacos. En consecuencia, se recomienda a los lectores que analicen los últimos datos aportados por los fabricantes sobre cada fármaco para comprobar las dosis recomendadas, la vía y duración de la administración y las contraindicaciones. Es responsabilidad ineludible del médico determinar las dosis y el tratamiento más indicados para cada paciente, en función de su experiencia y del conocimiento de cada caso concreto. Ni los editores ni los directores asumen responsabilidad alguna por los daños que pudieran generarse a personas o propiedades como consecuencia del contenido de esta obra.

El editor











Prólogo a la tercera edición

La bioquímica clínica en particular y el laboratorio clínico en general se han desarrollado sobre todo por los avances que han tenido lugar en los últimos años en áreas como la biología molecular, la citometría de flujo, la proteómica y los sistemas informáticos, que han permitido la automatización del laboratorio clínico.

En los próximos años tendremos una novedad importante: el acceso a la especialidad por troncos, donde el tronco de Laboratorio Clínico incluye, además de la bioquímica, los análisis clínicos, la hematología, la microbiología y la inmunología. Disponer de un texto de Técnicas y métodos de laboratorio clínico, como el que ahora se edita en su tercera edición, que abarque todas las materias indicadas es realmente excepcional y será de gran utilidad tanto a los licenciados que elijan el tronco de Laboratorio Clínico como a los profesionales especialistas y futuros técnicos de laboratorio.

El profesor González de Buitrago posee una gran capacidad de trabajo y es conocedor profundo de las técnicas de laboratorio clínico y de las aplicaciones de estos conocimientos a la clínica. Es, además, una persona excelente, siempre dispuesto ayudar a los demás. Todo esto lo pueden corroborar los que han sido sus alumnos, así como sus compañeros en la universidad y el hospital.

Raimundo Goberna Ortiz

Catedrático de Bioquímica y Biología Molecular,

Universidad de Sevilla;

Jefe del Servicio de Bioquímica Clínica,

Hospital Universitario Virgen Macarena (Sevilla)





Prólogo a la primera edición

Escribir un libro sobre los aspectos prácticos de un laboratorio clínico resulta una tarea difícil y propia de una persona de gran profesionalidad y entusiasmo. Dos dificultades destacan en la elaboración de un libro destinado a servir de guía en el quehacer diario de un laboratorio clínico. Una, la tendencia lógica del científico a perseguir el núcleo de las cosas, dejando siempre a otros el desarrollo de sus aplicaciones prácticas. Otra, el desánimo de pensar que toda operación práctica es mejor aprenderla haciéndola que estudiar «la teoría de la práctica». Sin embargo, ambas dificultades sólo tienen origen en nuestra más honda psicología, sin otra utilidad que la engañosa del mínimo esfuerzo. Porque, ¿cuántas veces hemos tenido que repetir una serie de experimentos por no haber leído con detenimiento el protocolo de trabajo? ¿Cuánto hemos agradecido que un conocedor de la técnica que empezamos a manejar, ignorante de nuestro estatus profesional, haya comenzado desde el principio a explicarnos las bases del método que tenemos entre manos? ¿Cuánto podemos aprender de alguien que, sin importarle el nivel desde donde tiene que comenzar, ni las complicaciones que, finalmente, tendrá que alcanzar, nos describe el método desde sus fundamentos hasta sus últimos trucos prácticos? Es verdad que esta clase de «maestros» son difíciles de encontrar pues, además de profundos conocimientos científicos, deben reunir la imprescindible humildad para «comenzar por el principio», junto a la generosidad de no considerar al novicio como un merecedor de ser profesado en los últimos secretos de la técnica.

Entre las personas que cumplen estas características se encuentra José Manuel González de Buitrago, que en este libro nos explica con claridad, pero con seriedad, las técnicas más usuales en un laboratorio clínico. Nada queda fuera del enfoque de su libro; en él podemos conocer desde lo más obvio —frecuentemente lo más ignorado— hasta los «más esotéricos» detalles técnicos. De hecho, este libro es una unidad en sí mismo, sin requerir segundas partes ni complementos. Será muy útil para los técnicos de laboratorio a quienes va destinado, pero servirá de consulta imprescindible para aquellos profesionales —médicos, farmacéuticos, biólogos, químicos, etc.— que intenten familiarizarse con las técnicas más usuales de un laboratorio clínico, sin olvidar a los alumnos de las materias sanitarias, que encontrarán en él la guía imprescindible para abordar el trabajo práctico de laboratorio.

Salamanca

José MaríA Medina Jiménez

Director del Departamento de Bioquímica

y Biología Molecular,

Universidad de Salamanca





Prefacio

Como todas las ciencias biomédicas, las ciencias del laboratorio clínico han experimentado un cambio importante durante los últimos años. En esta nueva edición de Técnicas y métodos de laboratorio clínico se han incorporado los últimos avances producidos. Se han mantenido las cinco partes principales de la obra: «Principios básicos del laboratorio», «Bioquímica», «Hematología», «Inmunología » y «Microbiología». La parte de «Principios básicos» contiene los mismos capítulos, cuyo contenido se ha actualizado. En la parte de «Bioquímica » se han fusionado algunos capítulos, otros se han dividido y, finalmente, se han añadido tres nuevos, dedicados al análisis de orina, a las técnicas proteómicas y a las pruebas cerca del paciente. En la parte de «Hematología», el capítulo dedicado a los analizadores hematológicos se ha incorporado al de técnicas y métodos hematológicos básicos, y se ha añadido un capítulo nuevo, dedicado al banco de sangre y los biobancos. En la parte de «Inmunología» se han unido las técnicas inmunoquímicas y los inmunoanálisis, y se ha añadido un capítulo nuevo dedicado a las técnicas de alergia. Por último, en la parte de «Microbiología» se han mantenido los mismos capítulos.

Además, se han actualizado todas las técnicas y, en muchas ocasiones, se ha modificado el planteamiento de la exposición con objeto de facilitar el conocimiento y el aprendizaje del lector. El texto pretende ser útil a estudiantes y profesionales del laboratorio clínico y a los residentes del tronco de Laboratorio Clínico —médicos, farmacéuticos, químicos, biólogos y bioquímicos— del nuevo sistema de formación especializada en Ciencias de la Salud.

José Manuel González de Buitrago





1. Organización del laboratorio clínico



Introducción

El término laboratorio clínico designa los lugares donde se realizan las determinaciones analíticas en muestras biológicas humanas cuya finalidad es el diagnóstico, seguimiento o control del tratamiento de las enfermedades, e incluye áreas de bioquímica, hematología, microbiología e inmunología. En este capítulo se presentan las principales características de los laboratorios clínicos, en cuanto a su organización, su estructura, el personal que trabaja en ellos y la gestión económica.




Estructura organizativa

Los laboratorios clínicos se encuentran en centros asistenciales, como los hospitales, o externos para la atención de los pacientes ambulatorios. No existe un solo patrón de organización para los laboratorios clínicos y su estructura depende fundamentalmente del tamaño y de si son hospitalarios o externos. Las tendencias actuales sobre los laboratorios clínicos se dirigen hacia laboratorios grandes con una capacidad elevada de procesamiento de especímenes y una gran diversidad de determinaciones analíticas. En estos laboratorios son menores los costes por prueba y es posible una organización mejor, con tiempos de respuesta más cortos.

Tradicionalmente, los laboratorios clínicos se han organizado, bien en su conjunto, bien en sus diferentes áreas, de acuerdo con dos planteamientos distintos: tomando como base los procedimientos o las exploraciones funcionales. La automatización cada vez mayor de estos laboratorios ha llevado a organizarlos en áreas fundamentalmente instrumentales, de forma que los especímenes se repartan en el menor número posible de alícuotas para las determinaciones solicitadas.

Los laboratorios clínicos siguen dos diseños estructurales básicos: el modular y el abierto. Un laboratorio modular resalta los departamentos con salas separadas para cada uno de ellos. En cambio, en un diseño de laboratorio abierto, muchos de los departamentos están unidos, sin separaciones. Los avances tecnológicos han hecho que puedan realizarse, en un mismo sistema analítico, muchas determinaciones diferentes con técnicas distintas, o que puedan conectarse dos o más sistemas analíticos, de forma que compartan los tubos de los especímenes, creándose lo que se ha llamado islas de automatización o células de trabajo (work cells).Con estos diseños, se intenta concentrar aún más los sistemas automáticos.

Las últimas tendencias de los laboratorios clínicos son los laboratorios centrales o nucleares (core).Son laboratorios muy automatizados y mecanizados, en los que se realiza la mayoría de las pruebas analíticas habituales de mayor demanda. Junto a este laboratorio central se organizan pequeños laboratorios, más o menos independientes, para las pruebas de menor volumen o la atención de áreas específicas. Los laboratorios centrales permiten reducir el número de tubos y simplificar su tráfico por los sistemas de análisis. Además, este tipo de laboratorios facilita la conexión al sistema informático e integra más fácilmente las fases preanalítica y postanalítica.

En los hospitales debe existir, además, un laboratorio que garantice la asistencia las 24 h del día. Este es el denominado laboratorio de urgencias o de continuidad. Los avances en las técnicas y la instrumentación han permitido que se realicen en estos laboratorios en el momento actual una amplia variedad de pruebas.

Un área fundamental en todos los laboratorios clínicos es el área administrativa. Esta debe estar situada a la entrada del laboratorio clínico para facilitar la comunicación con las personas ajenas al laboratorio clínico que consultan con él. Asimismo, debe estar cerca de las áreas de trabajo, aunque fuera de ellas. Es también importante que el área administrativa se encuentre cerca del área de recepción de muestra, ya que de aquí ha de recibir los impresos de petición de análisis.




Servicios o áreas del laboratorio clínico

Como se ha señalado, los laboratorios clínicos realizan determinaciones de bioquímica, hematología, microbiología e inmunología, de forma que estas son las cuatro áreas principales de un laboratorio clínico. Estas áreas pueden estar agrupadas bajo una dirección única o estar separadas en servicios independientes, cada uno de ellos dirigido por una persona distinta.


Bioquímica clínica

Las principales áreas o secciones instrumentales suelen ser las de bioquímica automatizada, inmunoanálisis automatizado, proteínas, orina, técnicas manuales y técnicas moleculares.



Área de bioquímica automatizada. En esta área se agrupan los analizadores automáticos para la bioquímica. En el mercado hay una gran variedad de aparatos, con una capacidad de procesado de especímenes muy grande. La dotación de analizadores automáticos para esta sección depende fundamentalmente del número de especímenes que se procese. Asimismo, la conexión entre los analizadores para formar las células de trabajo dependerá del número de estos sistemas.



Área de inmunoanálisis automatizado. Esta área agrupa los analizadores que emplean las técnicas de inmunoanálisis. La dotación instrumental para inmunoanálisis depende básicamente de la carga de trabajo. En la actualidad, se comercializan analizadores automáticos para inmunoanálisis con una gran capacidad de trabajo.





Las áreas de bioquímica automatizada e inmunoanálisis automatizados se encuentran unidas en los laboratorios de bioquímica clínica con grandes cargas de trabajo.



Área de proteínas. En ella se determinan las proteínas específicas, habitualmente mediante nefelómetros automáticos. Asimismo, aquí se realizan las separaciones de proteínas mediante electroforesis y otras separaciones electroforéticas, como las de isoenzimas.



Área de orinas. En esta área se llevan a cabo los análisis sistemáticos que constan de dos partes: las determinaciones fisicoquímicas y el examen microscópico del sedimento urinario. Las primeras se realizan mediante la tecnología de la química seca. Pueden emplearse lectores o analizadores automáticos. El segundo suele hacerse de forma manual por observación microscópica, aunque ya se dispone de analizadores automáticos para efectuarlo.



Área de técnicas manuales. Concentra todas las técnicas sin automatizar, además de cromatógrafos líquidos, espectrómetros de absorción atómica, etc.



Área de técnicas moleculares. Aquí se encuentran los aparatos y analizadores necesarios para las pruebas moleculares.








Hematología

Las principales áreas o secciones instrumentales referentes a la hematología son las de recuento/morfología, coagulación, citometría de flujo, citogenética, técnicas moleculares y técnicas especiales.



Área de recuento/morfología. En ella están los analizadores hematológicos mediante los que se efectúan los recuentos celulares sanguíneos de eritrocitos, leucocitos y plaquetas, así como la fórmula leucocitaria. En esta área deben instalarse los sistemas de realización automática de extensiones y los microscopios para observar la morfología de las células sanguíneas. En la actualidad, en el mercado hay muchos analizadores hematológicos, desde los modelos sencillos hasta los más complejos que obtienen un número elevado de parámetros.



Área de coagulación. Realiza todas las pruebas de valoración de la hemostasia. Está dotada de analizadores automáticos de coagulación, cuyos números y capacidades dependen del número de especímenes que se procese diariamente.



Área de citometría de flujo. Esta técnica se ha convertido en los últimos años en una herramienta fundamental en los estudios de las alteraciones leucocitarias y de inmunofenotipado celular. El número y tipo de citómetros de flujo dependerá del volumen de trabajo del laboratorio.



Área de citogenética. Agrupa la instrumentación para las técnicas y métodos citogenéticos que estudian los cromosomas y tratan de detectar sus alteraciones y correlacionarlas con las enfermedades.



Área de técnicas moleculares. Como en el laboratorio de bioquímica clínica, en esta sección se agrupan los equipos para los estudios que empleen los métodos moleculares.



Área de técnicas especiales. En ella se llevan a cabo determinaciones relacionadas con las alteraciones eritrocitarias, como las pruebas de fragilidad osmótica, de autohemólisis y de deficiencias enzimáticas, y los estudios de hemoglobinas anormales. También los estudios con técnicas citoquímicas.








Microbiología clínica

Las áreas o secciones principales relativas a la microbiología son las de bacteriología, micobacterias, micología, parasitología, virología, serología y microbiología molecular. 




Área de bacteriología. En ella se realiza la identificación de las bacterias empleando la observación directa, el cultivo y las pruebas bioquímicas. Esta área se encuentra cada vez más automatizada, existiendo en el mercado diversos modelos de analizadores automáticos para microbiología.



Área de micobacterias. Esta área se dedica principalmente a la detección del complejo Mycobacterium tuberculosis que produce la tuberculosis humana. También identifica otras micobacterias no tuberculosas.



Área de micología. Dedicada al estudio e identificación de los hongos que causan enfermedades humanas.



Área de parasitología. Aquí se estudian los parásitos, principalmente los protozoos, helmintos y artrópodos que causan enfermedades al hombre.



Área de virología. En esta área se detectan y analizan los virus que producen enfermedades humanas. El diagnóstico de las enfermedades víricas es fundamental para aplicar el tratamiento óptimo del paciente lo más pronto posible.



Área de serología. Aquí se realizan las denominadas pruebas serológicas, que son aquellas determinaciones de antígenos o anticuerpos realizadas en suero, empleando técnicas inmunológicas.



Área de microbiología molecular. Esta área está dedicada a la aplicación de los métodos de la biología molecular para la detección e identificación de los microorganismos patógenos.





Los laboratorios de microbiología clínica deben disponer además de un área de toma de muestras, un área de limpieza de material y esterilización y un área de preparación de medios.




Inmunología clínica

En este caso, las áreas principales son las dedicadas a los HLA, la autoinmunidad y la inmunología celular.



Área de HLA. Esta área está dedicada al análisis y tipificación de los antígenos HLA, tanto para los trasplantes como para los estudios de asociación de estos antígenos con las enfermedades.



Área de autoinmunidad. Dedicada al análisis de autoanticuerpos para el diagnóstico y seguimiento de las enfermedades autoinmunitarias. Utiliza fundamentalmente técnicas de inmunofluorescencia indirecta, inmunotransferencia e inmunoanálisis.



Área de inmunología celular. Área dedicada al estudio de las células del sistema inmunológico en relación con las enfermedades.





Como en los otros laboratorios, las pruebas que hay que realizar y la instrumentación dependen fundamentalmente del número de determinaciones que se soliciten. También en este sector es un objetivo importante automatizar al máximo las determinaciones.






Personal

Un personal competente es esencial para el buen funcionamiento del laboratorio clínico y para proporcionar resultados de calidad. Todas las personas que trabajan en el laboratorio deben estar cualificadas, tener experiencia y estar motivadas. El personal que trabaja en los laboratorios clínicos se divide en facultativo, técnico y administrativo. El número de personas de cada grupo, sus títulos y las descripciones de los trabajos varían de acuerdo con el tamaño del laboratorio y la amplitud de los servicios que proporcione. En todo caso, es de suma importancia que la plantilla esté equilibrada para que no haya tensiones laborales entre sus miembros.


Personal facultativo

Está compuesto por titulados superiores (médicos, farmacéuticos, químicos, biólogos y bioquímicos), que participan en la actividad diaria de la atención al paciente proporcionando e interpretando la información del laboratorio para ayudar a resolver los problemas diagnósticos y el seguimiento de los tratamientos. El personal facultativo está jerarquizado; su estructura más común en los laboratorios clínicos es: jefe de servicio, jefe de sección y adjunto o facultativo especialista de área (FEA).



Jefe de servicio. Dirige el laboratorio y es el encargado de su organización. Asimismo, se comunica con la gerencia, la dirección médica y la dirección administrativa del hospital. La tarea principal del director del laboratorio es integrar, coordinar y gestionar sus recursos, como el personal, la instrumentación, el espacio y el presupuesto.



Jefes de sección. Se ocupan de organizar y dirigir cada una de las secciones en que esté estructurado el laboratorio. Los jefes de sección reciben del jefe de servicio las instrucciones básicas y los objetivos que se piden a su sección.



Facultativos especialistas. Se encargan de realizar el trabajo en cada sección. Dirigen el trabajo del personal técnico y se ocupan de adecuar las prestaciones analíticas de los métodos, de poner a punto nuevos métodos, de que los médicos entiendan la relevancia de los resultados de las pruebas y de que se use apropiadamente la información generada por el laboratorio.








Personal técnico

Los profesionales encargados de la realización práctica de las pruebas de laboratorio son los técnicos especialistas de laboratorio (TEL). Están capacitados para recoger, procesar y almacenar la sangre y los especímenes de los pacientes, realizar las pruebas repetitivas del laboratorio clínico, reconocer un problema, identificar las causas directas (técnicas, instrumentales o fisiológicas), realizar las correcciones utilizando las estrategias prefijadas, utilizar y comprobar los procedimientos de control de la calidad y seguir las precauciones de seguridad adecuadas. El técnico conoce técnicas e instrumentos específicos y es capaz de reconocer los factores que afectan directamente a los procedimientos y los resultados. También analiza los programas de control de la calidad, dentro de parámetros predeterminados.

El personal técnico está a las órdenes de un supervisor, que controla el funcionamiento diario del laboratorio. Dicho supervisor se ocupa de gestionar el trabajo del personal. Para ello debe estipular el trabajo de cada uno, en función de la carga, y asignar los tiempos. Asimismo, se encarga de gestionar los almacenes y la instrumentación.




Personal administrativo

Sus miembros atienden el manejo de los datos que genera el laboratorio clínico. En la actualidad, este trabajo se realiza a través del sistema informático de gestión del laboratorio. Los administrativos introducen las peticiones analíticas y los datos de los impresos de solicitud, elaboran las hojas de trabajo, editan los informes y se encargan, asimismo, de la estadística del laboratorio. Atienden también las consultas y reclamaciones que se realicen al laboratorio clínico.






Organización de las operaciones

Las operaciones de los laboratorios clínicos pueden dividirse en tres fases: preanalítica, analítica y postanalítica. La fase preanalítica abarca desde la solicitud de las pruebas hasta la realización del análisis. Incluye las fases de obtención de los especímenes, su transporte, procesamiento y distribución al lugar de análisis. La fase analítica comprende todas las etapas de la determinación analítica y finalmente la fase postanalítica incluye la validación clínica del resultado y la emisión del informe. En la figura 1-1 se muestra la ruta desde el paciente al laboratorio clínico y la comunicación de los resultados al médico. 
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Figura 1-1 
Conexiones entre las solicitudes, el análisis de las muestras y los resultados en la organización de los laboratorios clínicos.









Envío de los especímenes

Los laboratorios clínicos hospitalarios procesan especímenes de dos procedencias básicas: pacientes hospitalizados y pacientes ambulatorios. En los pacientes hospitalizados, los especímenes extraídos se envían al laboratorio clínico por tubo neumático o en carritos de extracción. En los pacientes ambulatorios, los especímenes suelen extraerse en los centros periféricos, desde donde se envían al laboratorio hospitalario o al laboratorio externo en los contenedores adecuados. Cada laboratorio organiza el sistema de recogida de los centros periféricos, de acuerdo con el número de centros que atienda y la distancia a que estén. En cualquier caso, los traslados deben realizarse en las condiciones precisas para que no afecten de manera adversa a los especímenes y los movimientos se produzcan de la forma más fluida posible.




Identificación de los especímenes

La identificación de los especímenes es un proceso muy importante, una actividad humana que depende de la fiabilidad del personal que los obtiene o recoge. Como no es posible marcar el propio espécimen, el identificador o marca debe ir en su contenedor. Los procedimientos más utilizados para identificar los especímenes son las etiquetas marcadas de forma manual y las etiquetas con código de barras.


Método manual

Es un método de identificación que ya casi no se utiliza en los laboratorios clínicos. En los recipientes que contienen los especímenes se pega una etiqueta donde se escribe el nombre del paciente y una clave de acceso al laboratorio, que se incorpora al mismo tiempo al impreso de petición. La clave de acceso se usa en todos los procesos analíticos que se realicen con el espécimen, e identifica en todo momento al paciente. El método manual de identificación de los especímenes tiene muchos inconvenientes; entre los más importantes están los que se derivan de las transcripciones.




Etiquetas con código de barras

En la actualidad, el uso de estas etiquetas es el método mejor para iden tificar los especímenes. La etiqueta de código de barras la pueden leer el sistema informático del laboratorio y los analizadores automáticos, de modo que se conecta directamente el recipiente que contiene el espécimen con el sistema de procesado de datos y con los sistemas analíticos, y no hacen falta las transcripciones.






Recepción, procesamiento y distribución de los especímenes

El área de recepción, procesamiento y distribución de los especímenes es de gran importancia en los laboratorios clínicos, por lo que su organización y funcionamiento deben realizarse de forma adecuada. 



Recepción

La recepción debe estar situada cerca de la entrada del laboratorio y disponer de amplias mesetas para la recogida y manipulación de los especímenes. En la zona de recepción se depositan los contenedores donde se han transportado los especímenes y los correspondientes impresos de petición. Se sacan los especímenes que se colocan en gradillas, se comprueba que coinciden los especímenes con las peticiones y se señala cualquier incidencia. Los impresos de petición se llevan al área administrativa, donde se introducen las peticiones en el sistema informático del laboratorio.




Procesamiento

Los especímenes se trasladan desde la zona de recepción hasta las centrífugas para separar el suero o el plasma (en los especímenes de sangre) o los sobrenadantes de otros líquidos biológicos, y aquí se realiza el proceso de fraccionamiento en alícuotas, de acuerdo con las determinaciones solicitadas. Debe disponerse de centrífugas de gran capacidad y de centrífugas refrigeradas. El número de estas máquinas dependerá del número de especímenes que se procesen, pero hay que señalar que son instrumentos fundamentales para el funcionamiento de los laboratorios clínicos, por lo que debe haber la cantidad suficiente para garantizar en todo momento su función. Los tubos que contengan sangre u otros líquidos biológicos, potencialmente infecciosos, deben centrifugarse siempre tapados para impedir la formación de aerosoles, ya que estos conllevan el riesgo de transmitir enfermedades infecciosas.




Manipulación y distribución

El proceso de distribución de los especímenes debe estar muy bien organizado, pues de otra manera puede requerir mucho personal y ser origen de gran número de errores. Un aspecto importante del procesamiento de los especímenes es su manipulación, que incluye la separación de los tapones de los tubos y el alicuotado para las secciones del laboratorio. En todo momento, la manipulación de los tubos y los tapones ha de hacerse obligatoriamente con guantes de goma. Cuando el alicuotado y la distribución de los especímenes se realicen de forma manual, será fundamental hacerlo con gran cuidado, pues pueden cometerse errores e intercambiar especímenes o mezclarlos. Es muy importante identificar bien los contenedores secundarios y usar pipetas desechables, una por cada paciente o espécimen.






Asociaciones


Asociación entre los especímenes extraídos a un paciente y su identificación

Generalmente, se lleva a cabo en el momento de la extracción, bien en la cabecera del enfermo si está hospitalizado, bien en la sala de extracciones si el paciente es ambulatorio. Por su parte, el proceso que asocia el espécimen y los resultados tiene lugar en el laboratorio. Las determinaciones que requieren extraer el espécimen del tubo original, como el plasma o el suero, y llevarlo a otros contenedores producen identificaciones secundarias que deben llevar la misma información que la original. En la actualidad, la mayoría de los analizadores automáticos pueden aspirar el espécimen del tubo original de extracción (tubo primario), por lo que no hace falta sacar el espécimen del contenedor original ni generar identificaciones secundarias en otros recipientes. Los tubos de vacío para suero contienen un gel de silicona que, cuando se centrifuga, establece una barrera entre las células y el suero, de forma que no es necesario separar este. Para no manipular los tubos de extracción, se obtienen sendos tubos de contenido menor para los analizadores automáticos, y se les marca con su etiqueta de código de barras. También es posible utilizar un solo tubo para varios analizadores.




Asociación de los pacientes con los resultados

Esta asociación implica muchas posibilidades de error, sobre todo cuando se utilizan sistemas de identificación manual en los contenedores. Los errores más graves se producen cuando se coloca incorrectamente el espécimen respecto a la lista de trabajo, y cuando se alteran o trasponen números en los resultados o los especímenes. El uso del código de barras, que conecta directamente el espécimen con los resultados, evita estos errores.






Almacenamiento

Cuando no se vayan a procesar los especímenes inmediatamente, deben almacenarse en un refrigerador o un congelador, según el tiempo que hayan de conservarse y las determinaciones solicitadas. Es importante que el laboratorio disponga de un banco de especímenes congelados en el que almacenar una alícuota de los especímenes, de forma que puedan realizarse repeticiones o determinaciones de magnitudes adicionales. Cuando haya un banco de especímenes congelados, debe llevarse un catálogo en el que se señalen las determinaciones analíticas que pueden realizarse de acuerdo con la duración del almacenamiento.




Hojas de trabajo

Una vez trasladadas las peticiones que acompañan a los especímenes al área de procesamiento de datos del laboratorio clínico, se preparan las hojas de trabajo para distribuir los especímenes en las áreas o secciones. En ellas se señala la identificación del espécimen, su colocación en la secuencia de trabajo y las determinaciones solicitadas. El personal del área de distribución reparte los especímenes de acuerdo con las hojas de trabajo para cada sección. El uso de etiquetas con código de barras y la conexión directa del ordenador central del laboratorio con los analizadores automáticos han simplificado mucho la realización de las hojas de trabajo y en muchas ocasiones no es necesario elaborarlas. En estos casos, no hay que mantener una secuencia estricta entre los tubos y los especímenes, ya que cuando el analizador automático lee la etiqueta de código de barras pregunta al ordenador central las determinaciones que debe hacer y le comunica los resultados que se obtengan. 





Distribución de los especímenes

Para cada área analítica del laboratorio, la distribución puede hacerse de diversas formas. En la actualidad, debido a la gran capacidad de procesamiento de los analizadores automáticos, suelen prepararse pocas alícuotas de los especímenes. Cada área instrumental recibe los tubos y las hojas de trabajo correspondientes. El personal del área, de acuerdo con estas hojas, distribuye los especímenes por los distintos analizadores.

Varios comités nacionales e internacionales están intentando definir estándares, tanto para los contenedores de los especímenes como para los tubos de extracción de vacío o sus transportadores. Se han establecido especificaciones para los contenedores que se utilizan para las aplicaciones del laboratorio automatizadas, bien como contenedores primarios de extracción o como contenedores secundarios preparados para los sistemas automáticos. Los tamaños aprobados son 13×75, 13×100, 16×75 y 16×100mm. En dichos sistemas se utilizan transportadores capaces de llevar uno o varios contenedores. Estos transportadores deben poder trasladar los cuatro tubos de diferentes dimensiones de forma intercambiable, autocentrar el contenedor y permitir la lectura de los códigos de barras de los tubos. Se ha propuesto utilizar transportadores de cinco contenedores, en los que pueda leerse fácilmente los códigos de barras.






Relación con los usuarios

Los principales medios de relacionarse con los usuarios del laboratorio son los impresos de solicitud de pruebas, los informes de resultados y las consultas al laboratorio clínico.


Impresos de petición de pruebas

Los impresos de petición deben contener esta información:


• Datos de identificación del paciente (nombre y apellidos, número de la Seguridad Social, número de historia clínica, médico y servicio solicitante, y fecha de la petición).


• Características y datos clínicos del paciente (edad, sexo, diagnóstico de presunción y medicación).


• Pruebas solicitadas.





La estructura, la organización y el diseño de los impresos de petición de pruebas de laboratorio influyen mucho en las peticiones que realizan los médicos. En general, no se aprecia la importancia del impreso de solicitud como vehículo de comunicación entre el laboratorio y los médicos. Asimismo, un impreso bien diseñado puede influir mucho en la utilización de las pruebas y reducir su uso innecesario.

Los impresos de petición de pruebas de laboratorio que se emplean son muy variados, y cada laboratorio clínico establece el más adecuado a su organización laboral. De forma simple, los impresos de solicitud pueden clasificarse en dos grandes grupos: 



• Impresos convencionales. Su modelo más simple es un impreso en blanco donde el médico solicitante escribe las determinaciones que desea que se hagan al paciente. Otros modelos contienen impresas las pruebas más habituales, que suelen agruparse por perfiles diagnósticos o según la estructura instrumental o funcional del laboratorio. El principal inconveniente de estos métodos es que, cuando el laboratorio dispone de un sistema informático, deben teclearse las pruebas manualmente, con el consiguiente riesgo de errores.


• Impresos de lectura por máquinas. Los principales son los de código de barras. La ventaja más importante de estos modelos es que la introducción de las peticiones en el sistema informático del laboratorio es muy rápida y carece de errores. En algunos centros se realiza la petición de forma electrónica, en la que el médico solicita directamente las pruebas en la pantalla del ordenador en la consulta o en los controles de las salas de hospitalización, y con conexión en red con el sistema informático del laboratorio.








Informes de resultados

Los resultados que proporcionan los laboratorios clínicos pueden ser numéricos o alfabéticos. Los informes de resultados deben ser informativos, claros, bien estructurados y de fácil manejo, y carecer de errores. Los primeros informes normalmente consistían sólo en resultados numéricos que se acompañaban de signos para mostrar los valores patológicos. En la actualidad, además de los valores numéricos contienen diversas ayudas interpretativas, como los valores de referencia, un texto libre o textos codificados. Los informes acumulados presentan los resultados de un paciente obtenidos en días distintos. Son muy útiles para seguir la evolución del mismo. También pueden producirse informes acumulados de diversos tipos, de acuerdo con las necesidades de los médicos solicitantes. Los informes suelen enviarse mediante métodos electrónicos a través de las redes de intranet, extranet o internet. Actualmente, se tiende a que los solicitantes de determinaciones analíticas tengan acceso al archivo histórico del laboratorio para poder consultarlo cuando sea necesario. Para ello, debe dotarse de claves de acceso, de forma que sólo pueda acceder a los resultados el personal autorizado.




Consultas al laboratorio clínico

Las consultas al laboratorio son la forma tradicional de resolver los problemas clínicos que van más allá de la competencia del médico solicitante. La mayoría de las consultas son comunicaciones informales, frecuentemente por teléfono, e iniciadas la mayor parte de las veces por el laboratorio. En cualquier caso, para comunicarse personalmente de modo eficaz con los médicos, el facultativo del laboratorio debe tener conocimientos de medicina (interna, pediatría, cardiología, nefrología, etc.).

En muchas áreas del laboratorio clínico, la comunicación entre los médicos solicitantes y los facultativos es fundamental para interpretar adecuadamente los resultados. Cabe citar, como ejemplos, las pruebas de autoanticuerpos en el estudio de las enfermedades autoinmunitarias, las de los HLA en los estudios de su asociación con determinadas afecciones, las pruebas de marcadores genéticos en el cáncer, etc.






Gestión económica

La gestión económica del laboratorio clínico es un tema fundamental, ya que la demanda de pruebas ha crecido de forma muy importante en los últimos años, con el consiguiente incremento de los costes en estos laboratorios. En nuestro país, la mayoría de los laboratorios clínicos son de gestión pública y las consideraciones económicas están sujetas a los presupuestos de los organismos gestores de las diferentes comunidades autónomas. Es difícil, pues, realizar una gestión económica análoga a la de una empresa privada. En cualquier caso, es importante conocer el análisis de costos aplicados a la gestión del laboratorio clínico.


Capítulos de gasto

Los distintos gastos de los laboratorios clínicos se dividen en capítulos; los más importantes son los siguientes:


• Capítulo 1: gastos de personal.


• Capítulo 2: gastos de bienes corrientes y servicios.


• Capítulo 3: gastos financieros.








Clasificación de los costes

Los costes pueden clasificarse de acuerdo con el volumen de actividad o producción en: fijos y variables. Los costes fijos son los que se producen de forma independiente del volumen de pruebas y son constantes a lo largo del tiempo. El ejemplo más característico de este tipo de costes son los salarios. Los costes variables, generalmente, aumentan o disminuyen de forma lineal con la producción. El ejemplo más característico de este tipo de costes son los reactivos.

De acuerdo con los objetivos del coste y los criterios de imputación, los costes se dividen en: directos e indirectos. Los costes directos son los asociados directamente con la producción y derivan de la adquisición de los materiales y el trabajo necesario para medir una magnitud determinada. Los costes indirectos son los no asociados con la producción. En su mayor parte suelen ser costes fijos.




Análisis de costes

El análisis de costes permite comparar la eficacia de los laboratorios y es una herramienta de gran importancia para mejorar la utilización de los laboratorios por los servicios clínicos. Los principales costes del laboratorio clínico proceden del personal, los reactivos y el mantenimiento de las instalaciones.

El análisis de costes hace posible la toma de decisiones entre otras cosas sobre la introducción de nuevas pruebas, la modificación de los métodos empleados para algunas de ellas, la eliminación de pruebas, el cambio de equipos analíticos y la utilización de laboratorios externos para algunas pruebas. 







Procedimientos de compras

En los laboratorios clínicos de centros públicos las compras de materiales están reguladas por la Ley 30/2007, de 30 de octubre, de Contratos del Sector Público (BOE 31 de octubre de 2007). Los laboratorios clínicos privados realizan sus compras directamente eligiendo las ofertas más adecuadas para ellos.

En el sector público, la adquisición del material de laboratorio puede realizarse mediante un procedimiento abierto, uno restringido o uno negociado. El procedimiento abierto suele realizarse como concurso público en el que cualquier empresa puede presentar una proposición u oferta. El procedimiento restringido es aquel en el que se seleccionan las empresas que pueden presentar las ofertas. Finalmente, en el procedimiento negociado se adjudica la compra a una empresa que se elige de forma justificada, bien porque sea la única que dispone del material que se desea o alguna otra circunstancia.

En los concursos públicos, el laboratorio clínico suele proponer los materiales que necesita, junto con un cálculo de los precios unitarios. Además, deben señalarse los principales criterios de valoración. El servicio de compras del centro se encarga de elaborar el pliego de condiciones técnicas y económicas y la tramitación del concurso.

El laboratorio debe evaluar las ofertas presentadas y emitir un informe de acuerdo con los criterios de valoración publicados previamente. El servicio de compras, con esta valoración y teniendo en cuenta la oferta económica, realiza la adjudicación a la mejor propuesta.




Gestión de almacenes

Los laboratorios clínicos emplean dos clases principales de materiales. Por un lado, los destinados a la extracción, que generalmente se encuentran en el almacén general del centro y que este distribuye a los usuarios en las plantas de hospitalización y los centros de salud donde se realizan extracciones. Por otro lado, se encuentran los materiales propios del laboratorio, que son fundamentalmente los reactivos para las determinaciones analíticas. Estos habitualmente se almacenan en el propio laboratorio.

El sistema informático de laboratorio debe disponer de un programa de gestión de almacenes. Los reactivos deben estar identificados mediante código de barras. Debe disponerse de un stock suficiente de forma que se establezca un programa de reposición de acuerdo con las entradas y salidas. Las reposiciones pueden ser de tres tipos:


• Reposición periódica. Se fija un calendario de fechas y de cantidades para entregar. Es útil para productos de gran consumo y demanda regular; por ejemplo, el material de extracción de los laboratorios.


• Reposición por pedido. Se genera un pedido cuando las existencias alcanzan una cantidad predeterminada. Se emplea para consumos pequeños y de difícil previsión.


• Reposición de productos de caducidad corta. Se hace ajustando el plazo de entrega a las fechas de caducidad. Se emplea para reactivos de radioinmunoanálisis o medios de cultivo.













2. Material, reactivos y equipos básicos



Introducción

Los laboratorios clínicos emplean muchos utensilios y dispositivos para almacenar las disoluciones y los reactivos, y para producir reacciones. El material de vidrio, muy utilizado en el pasado, se ha sustituido, en gran parte, por material de plástico desechable. El equipamiento básico de un laboratorio clínico incluye pipetas de pistón, dispensadores, diluidores, centrífugas, balanzas, baños y microscopios. En este capítulo se describen los materiales, reactivos y equipos básicos que utilizan los laboratorios clínicos.




Material de vidrio

Debido a su fácil limpieza, su inercia química y su transparencia, el vidrio ha sido el material fundamental para fabricar contenedores y recipientes para la preparación de disoluciones para el laboratorio. Generalmente, el material de vidrio del laboratorio es de borosilicato, que soporta altas temperaturas, aunque también existe otro tipo de vidrio que, a causa de su fragilidad, no puede calentarse y se utiliza para recipientes de almacenaje de productos o disoluciones. Estos últimos vidrios son algo más gruesos y presentan un color verdoso a la transparencia.

El material de vidrio para bioquímica clínica debe lavarse con detergentes, aclararse con agua y pasarse luego por agua destilada. Para el lavado, hay lavadores automáticos programables, semejantes a los lavavajillas. Los recipientes deben colocarse con la boca hacia abajo, en las cubetas adecuadas, y el aclarado final ha de hacerse con agua desionizada. Terminado el lavado, el material se lleva a una estufa para secarlo. Cuando haya de usarse en determinadas técnicas, como la absorción atómica, el material requerirá tratamientos especiales. Asimismo, el material que se emplea en el laboratorio de hematología debe lavarse con sumo cuidado, extremándose la eliminación del detergente, que puede lisar los eritrocitos. También el material nuevo para el laboratorio de microbiología debe lavarse bien, y esterilizarse antes de utilizarlo. Conviene tratar el material de vidrio con lisol al 3%, y pasarlo por autoclave.




Material de plástico

Desde hace ya bastantes años, muchos de los utensilios utilizados en los laboratorios clínicos se construyen con este material. Los utensilios de plástico pueden ser de uso múltiple o de un solo uso. Hay muchos tipos de plástico, cada uno de ellos con sus características de resistencia química y propiedades físicas específicas. El polietileno y el polipropileno son plásticos que se emplean para la mayoría de los dispositivos desechables. El segundo tiene la ventaja de que resiste mayores temperaturas y puede esterilizarse. Por su parte, el primero es permeable al vapor de agua y aun en las botellas herméticamente cerradas puede producirse evaporación, lo que hace que aumente la concentración de los reactivos y calibradores. El teflón es casi químicamente inerte y resiste un amplio margen de temperaturas; el policarbonato es muy claro, por lo que suele utilizarse para recipientes graduados; y el cloruro de polivinilo es blando y flexible, y se usa para tubos de conducción.

Cuando se empleen utensilios de plástico, debe tenerse en cuenta el tipo de plástico del que están construidos para no estropearlos, ya que muchos plásticos son atacados por disolventes orgánicos y ácidos o bases fuertes. También conviene señalar que muchos plásticos no soportan temperaturas elevadas, principalmente el calor seco, sin deformarse o descomponerse. Los utensilios de polietileno, polipropileno, policarbonato y teflón pueden lavarse en lavavajillas. Hay que evitar los detergentes abrasivos y los oxidantes fuertes.




Recipientes para preparar disoluciones

Los principales recipientes que se utilizan en los laboratorios clínicos para preparar disoluciones son los vasos y los erlenmeyers.


Vasos

Son recipientes cilíndricos (fig. 2-1A) no calibrados, cuyos volúmenes más corrientes son 50, 100, 500, 1.000, 2.000 y 5.000ml. Los vasos de laboratorio suelen fabricarse con vidrios que soporten altas temperaturas, por lo que, para calentar su contenido, pueden ponerse en contacto con llamas de mecheros o placas de calefacción. También hay en el mercado vasos de plástico, pero suelen utilizarse menos.
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Figura 2-1 
Recipientes que se utilizan en los laboratorios. A. Vaso. B. Erlenmeyer. C. Matraz aforado. D. Probeta. E. Bureta. F. Placa de Petri.











Erlenmeyers

Son recipientes no calibrados de forma cónica para reducir la evaporación de las sustancias contenidas (fig. 2-1B). Los volúmenes más corrientes y el material de construcción son los mismos que los de los vasos.






Utensilios para medir el volumen

Los principales utensilios para medir el volumen son los matraces aforados, las probetas, las buretas y las pipetas.


Matraces aforados

Son recipientes (fig. 2-1C) que, cuando están llenos hasta la marca indicadora, contienen a la temperatura indicada un volumen exacto. Se utilizan para preparar disoluciones de una concentración dada. Los volúmenes más frecuentes son 5, 10, 25, 50, 100, 250, 500 y 1.000ml, y se construyen con materiales análogos a los de los vasos y los erlenmeyers. Los matraces aforados han de llenarse hasta la señal, de modo que el menisco producido por el líquido tangente queda en la parte superior de la marca indicadora (fig. 2-2). Como se utilizan estos matraces para preparar disoluciones, una vez producido el enrase, deben invertirse varias veces para completar el proceso de mezclado. 
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Figura 2-2 
Forma de observar el menisco que producen los líquidos cuan do se enrasan los matraces aforados, las pipetas y las probetas.











Probetas

Las probetas (fig. 2-1D) son recipientes cilíndricos estrechos y graduados, que se emplean para medir volúmenes, generalmente superiores a los 25ml. Las más utilizadas en los laboratorios tienen volúmenes que van desde 10ml hasta varios litros. La graduación se realiza con subdivisiones de cien porciones del volumen total. Hay que señalar que, en las probetas, las apreciaciones del volumen no son muy exactas y han de leerse con el menisco que produce el líquido tangente por la parte superior de la marca del volumen deseado.




Buretas

Las buretas (fig. 2-1E) son tubos largos, graduados y con una llave de paso en uno de los extremos, y se emplean para dispensar con exactitud volúmenes de líquido a un contenedor. 





Pipetas

Las pipetas (fig. 2-3) son instrumentos que se utilizan para suministrar pequeños volúmenes de líquido, inferiores a 20ml, y exactos. Hay dos tipos de pipetas: las volumétricas y las graduadas. Las primeras suministran un volumen fijo de líquido, mientras que las graduadas pueden suministrar volúmenes variables.
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Figura 2-3 
Pipetas.








Las pipetas que más se usan en los laboratorios son las de dispensación. Las pipetas de soplado deben vaciarse totalmente soplando por el extremo sobre su contenido. Existen también pipetas de doble enrase, en las que el volumen que quiere dispensarse queda contenido entre dos marcas en el vidrio. Cuando se utilizan las pipetas, la regla de oro es no aspirar nada a la boca. Las pipetas se sujetan con los dedos pulgar, medio y anular. Su llenado se realiza aspirando con la boca, hasta superar la marca del volumen que quiere dispensarse; entonces se tapa la abertura superior con el dedo índice, que se afloja para dejar que fluya el líquido hasta la marca. Alcanzada esta, se vuelve a apretar el dedo índice, se lleva la pipeta al recipiente y se separa el citado dedo de la abertura superior, dejando que caiga el líquido. Antes de utilizar una pipeta conviene lavarla con pequeñas porciones de la disolución que va a dispensarse para asegurar que se elimina cualquier residuo que quede en ella.






Sustancias químicas, materiales de referencia y equipos de reactivos


Sustancias químicas

Las sustancias químicas que se emplean en los laboratorios clínicos pueden tener diferentes grados de pureza. Los solutos y disolventes que han de usarse para las técnicas de análisis deben ser de grado reactivo. Algunas técnicas analíticas, como la cromatografía de gases, la cromatografía líquida de alta resolución, la fluorimetría y la absorción atómica, requieren reactivos con un alto grado de pureza. Existe un amplio abanico de denominaciones para este tipo de reactivos y deben consultarse los catálogos de las casas suministradoras.




Materiales de referencia

Los materiales de referencia son sustancias que poseen propiedades físicas y químicas establecidas para que puedan utilizarse como calibradores, para verificar un método de medición o para asignar valores. 



Materiales de referencia primarios

Son sustancias químicas muy puras, que pueden pesarse o medirse directamente y proporcionar una disolución cuya concentración se conozca con exactitud. La International Union of Pure and Applied Chemistry (IUPAC) ha propuesto un grado de pureza del 99,98% para los materiales de referencia primarios.




Materiales de referencia secundarios

Son aquellos cuyos valores se han asignado mediante un proceso formal de transferencia de valor a partir de un material de referencia primario. Se utilizan para asignar valores a los materiales de referencia terciarios.




Materiales de referencia certificados

Son aquellos cuyo valor se ha certificado mediante un procedimiento técnicamente válido.






Equipos de reactivos

Un kit o equipo de reactivos es un conjunto de dos o más reactivos que se emplean para determinar una sustancia y se suministran juntos en un envase con las instrucciones del procedimiento. Los kits de reactivos pueden utilizarse para hacer determinaciones manuales o con un instrumento o analizador automático en particular. Inicialmente, los equipos de reactivos se fabricaban para su uso general en el laboratorio y se adaptaban fácilmente a cualquier sistema analítico, tanto manual como automático. Sin embargo, en los últimos años, las empresas que fabrican reactivos para los laboratorios clínicos están sacando al mercado equipos de reactivos cada vez más cerrados, de forma que sólo puedan usarse con un sistema específico, por lo que modificar los equipos comerciales es cada vez más difícil. No obstante, estos equipos tienen ventajas, especialmente que las técnicas requieren una intervención cada vez menor de los operadores, lo que hace que disminuyan los errores. Entre sus inconvenientes está que estos equipos generalmente son más caros.






Agua para el laboratorio clínico

En los laboratorios, la sustancia química que más se usa es el agua. Esta se utiliza para preparar la mayoría de los reactivos y de las disoluciones que se emplean en los laboratorios clínicos. Es muy difícil obtener, y más difícil aún conservar, agua totalmente pura, ya que absorbe CO2 e iones metálicos procedentes del aire y de los recipientes que la contienen. La forma más corriente de expresar la pureza del agua es indicar su resistividad específica, que es la resistencia que tiene cuando se coloca en un recipiente cúbico de 1cm de lado, y se expresa en megaohmios (MΩ) por centímetro. Cuanto menor sea la cantidad de sustancias ionizables, menor será la conductividad y, por tanto, mayor la resistividad. Se emplea el término agua de grado reactivo, seguido de la concreción del tipo (de I a III). De esta forma se define las especificaciones del agua, con independencia del método de preparación. Los principales métodos para obtener agua de buena calidad son:


• Destilación. Es una técnica física para purificar el agua que la convierte en vapor que luego se condensa, a la vez que se retienen las sustancias no volátiles contenidas en el agua original —como las impurezas inorgánicas y orgánicas y los microorganismos— que, de esta forma, se eliminan. En cambio, la destilación no consigue el mismo resultado con las impurezas volátiles, como el CO2, el cloro, el amoníaco y algunos compuestos orgánicos.


• Desionización. Se logra al pasar agua a través de resinas de intercambio iónico. Los cambiadores pueden ser de aniones o de cationes, pero nunca de ambos simultáneamente. Al pasar el agua por la columna que contiene las resinas cambiadoras, las impurezas iónicas contaminantes se cambian por los iones H+ y OH−, localizados en la superficie de las resinas, que quedan retenidas en la columna. Las resinas cambiadoras pueden utilizarse en unidades separadas que cambien aniones o cationes, o en unidades mixtas que contengan una mezcla de resinas cambiadoras aniónicas y catiónicas. Con el uso, las resinas van perdiendo su capacidad de intercambio, pero pueden regenerarse tratándolas con ácidos o bases.


• Ósmosis inversa. Es un proceso por el que se fuerza el agua a pasar a través de una membrana semipermeable que actúa como un filtro molecular. La membrana elimina entre el 95 y el 99% de la materia orgánica, las bacterias y las demás materias particuladas, y entre el 90 y el 97% de todos los minerales ionizados o disueltos. Sin embargo,  elimina menos las impurezas gaseosas. Aunque el proceso no es adecuado para producir agua de grado reactivo para el laboratorio, puede emplearse como método preliminar de purificación.


• Oxidación ultravioleta. La radiación ultravioleta de 254nm elimina muchas bacterias y rompe muchos compuestos orgánicos ionizantes que posteriormente pueden eliminarse por desionización.





En general, ningún proceso de purificación de agua proporciona por sí solo agua que cumpla las rígidas especificaciones del agua de grado reactivo de tipo I. Por esto, se emplean diversas combinaciones de los procesos de purificación. Los sistemas más utilizados en los laboratorios clínicos para obtener agua de calidad combinan la desionización y la destilación, de forma que se eliminen tanto los iones como las sustancias orgánicas no volátiles. El agua de tipo III (resistividad de 0,1 MΩ/cm) se emplea para lavar el material de vidrio y para algunos procesos cualitativos. El agua de tipo II (resistividad de 1 MΩ/cm) se usa para la mayoría de las pruebas de laboratorio; y el agua de tipo I (resistividad de 10 MΩ/cm), para métodos como la absorción atómica.




Equipamiento básico

Los laboratorios clínicos deben disponer de una serie de equipos básicos que les permitan realizar su trabajo. El equipamiento básico debe comprender pipetas automáticas, dispensadores, diluidores, balanzas, baños, centrífugas y microscopios. En los apartados siguientes se describen cada uno de estos equipos.




Pipetas semiautomáticas y automáticas

Las pipetas semiautomáticas se cargan y descargan merced a la acción del dedo pulgar sobre un pistón, en cuyo extremo opuesto se coloca una punta de plástico desechable o un capilar. Las automáticas son iguales, pero la carga y descarga se consigue con un motor incorporado a la pipeta. El volumen que puede aspirarse y dispensarse puede ser fijo o variable, dependiendo del tipo de pipeta. Los volúmenes de las pipetas están comprendidos entre 0,5 y 10μl. Con estas pipetas se evita la succión de los líquidos biológicos y el consiguiente riesgo de contagio de enfermedades, y de disolventes orgánicos u otros líquidos que produzcan vapores tóxicos o sean venenosos.

En la figura 2-4 se muestra una pipeta semiautomática de pistón y se presentan las tres posiciones que puede adoptar el émbolo: la normal de reposo, la intermedia de aspiración y la de presión a fondo de dispensación. Estas pipetas se cargan apretando el émbolo hasta la posición intermedia y luego se afloja la presión para llenar la punta. Para descargarlas, se aprieta el émbolo hasta el fondo. Algunas tienen acoplado un dispositivo para expulsar la punta de plástico una vez utilizada. Existen también pipetas multicanal que permiten dispensar simultáneamente diversas muestras.
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Figura 2-4 
Pipeta de pistón y émbolo con sus tres posiciones: normal de reposo, intermedia y de presión a fondo.











Dispensadores

Son sistemas que proporcionan repetidamente un volumen seleccionado. Los dispensadores se usan sobre todo para añadir reactivos a lotes de especímenes reaccionantes. Hay en el mercado diferentes modelos con una amplia gama de volúmenes de uso. Los más empleados suelen dispensar entre 0,1 y 15ml, con una precisión de alrededor del 1%. Algunos poseen cabezas que permiten acoplarlos a cualquier boca de contenedor. En la figura 2-5 se muestra de forma esquemática un dispensador y un detalle de la cabeza con el émbolo.
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Figura 2-5 
Dispensador y detalle de la cabeza con el émbolo, donde se muestran el selector de décimas de mililitro y el selector de mililitros.











Diluidores

Son sistemas que producen diluciones de especímenes y de reactivos en las proporciones elegidas con un sistema de impulsión automático o manual. De forma general, los diluidores constan de dos sistemas de impulsión ajustables: en uno se selecciona el volumen del espécimen y en el otro el del diluyente. Los sistemas que hay a la venta poseen una gran precisión y son muy útiles en el laboratorio. En la figura 2-6 se muestra un diluidor automático.
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Figura 2-6 
Diluidor automático.











Balanzas

La masa es una propiedad invariable de la materia, y el peso es una función de la masa en que influye la fuerza de la gravedad, de forma que peso = masa × gravedad. Las balanzas son sistemas de análisis que se usan para medir la masa, en los que se compara la masa desconocida con una masa conocida; a esta comparación se denomina pesada. En la práctica, los términos masa y peso se usan de forma sinónima. Existe una gran variedad de balanzas que pueden tener uno o dos platillos:


• Balanzas de dos platillos. Poseen un fiel con dos brazos de igual longitud. Para la pesada se van añadiendo pesas a uno de los platillos hasta compensar el peso del objeto colocado en el otro. 




• Balanzas de un platillo. Tienen los dos brazos de diferente longitud. El objeto que hay que pesar se coloca en el platillo unido al brazo corto, y se van aplicando fuerzas al otro brazo, de forma mecánica o electrónica, hasta restablecer el fiel en su posición nula. En la figura 2-7 se muestra una balanza de este tipo.
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Figura 2-7 
Balanza de un platillo.













Las balanzas que más se utilizan en los laboratorios son las electrónicas de un solo platillo. El espécimen que quiere pesarse se coloca en el platillo, que se desplaza hacia abajo con una fuerza igual al producto de la masa del espécimen por la aceleración de la gravedad. La balanza detecta este movimiento hacia abajo y genera una fuerza contraria que equilibra la anterior por medio de un sistema electromagnético. La corriente necesaria para producir esta fuerza es proporcional a la masa del espécimen.

Las balanzas analíticas características pesan hasta 200g y tienen una sensibilidad de unos 10μg. Algunas microbalanzas pueden pesar un máximo de 5g, con una sensibilidad de 0,1μg. Para pesos grandes se utilizan balanzas de un solo platillo, con tara automática, denominadas granatarios. Suelen pesar hasta 1 o 2kg y tienen una sensibilidad de 0,1mg.

Las balanzas deben colocarse en lugares protegidos de las corrientes de aire, el calor y los humos corrosivos. Es fundamental situarlas en soportes sólidos para evitar al máximo las vibraciones. Suelen ponerse sobre bloques que asientan en los cimientos del edificio. Disponen de un sistema de nivelación, generalmente de burbuja, que debe comprobarse siempre antes de realizar las pesadas. Asimismo, en las microbalanzas con compartimento de pesada cerrado, debe pesarse siempre con las puertas cerradas, y la adición del producto que se pese debe hacerse con la balanza en la posición de descanso.




Baños

Los baños (fig. 2-8) son recipientes que contienen un líquido cuya temperatura puede ajustarse. Los más corrientes son los de agua y se utilizan para incubar a una temperatura ajustable menor de 100 °C. En los laboratorios clínicos, la temperatura de incubación más habitual es de 37 °C. Los baños suelen disponer de sistemas de agitación para mantener la temperatura uniforme en todo el recipiente. De acuerdo con la calidad de los baños, los niveles de variación de la temperatura de medida van desde ± 1 °C hasta ± 0,1 °C. Hay baños especiales que llevan como líquido aceites pesados, que se usan para calentar a temperaturas altas. Asimismo, hay bloques metálicos termostatizados, con temperatura ajustable y orificios de diferentes tamaños, para colocar los tubos o recipientes que contengan las mezclas que se quieran incubar.
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Figura 2-8 
Baño de agua.











Centrífugas

La centrifugación es una técnica de separación que se basa en el movimiento de las partículas impulsadas por una fuerza denominada centrífuga, que tiende a desplazarlas lejos del centro de rotación. Esta técnica separa las partículas de un espécimen, de acuerdo, fundamentalmente, con su masa y su forma. No obstante, la fuerza centrífuga que actúa sobre una partícula depende también de la velocidad y del radio de giro, que es la distancia desde el centro de rotación hasta el extremo del recipiente donde está contenido el espécimen que se centrifuga. Con el fin de reproducir las condiciones de centrifugación, la aceleración centrífuga suele expresarse como una aceleración relativa, o sea, múltiplos de la aceleración de la gravedad g. De esta forma, en cualquier centrífuga pueden reproducirse con exactitud las condiciones de centrifugación.

Las centrífugas más sencillas consisten en un motor eléctrico que lleva unido un vástago que soporta el cabezal o rotor donde se colocan los recipientes con los especímenes. Hay dos tipos principales de rotores:


• Rotores horizontales. Bajo la acción de la fuerza centrífuga los tubos giran libremente y se colocan en posición horizontal, de forma que la separación se produce paralela al eje de rotación.


• Rotores angulares. Los tubos están fijos y la separación se produce con un componente doble: hacia la pared lateral y hacia el fondo del tubo.





En la figura 2-9 se muestra una centrífuga. Estos aparatos tienen un reóstato, por medio del cual se controla la velocidad de giro. Asimismo, la mayoría de las centrífugas disponen de sistemas de frenado que entran en funcionamiento cuando cesa la acción del motor que mueve el vástago con el cabezal. En algunos sistemas se invierte la polaridad de este motor para que genere una fuerza eléctrica de sentido opuesto al de giro y, de esta manera, se produzca el frenado.
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Figura 2-9 
Centrífuga.








Las centrífugas más completas poseen sistemas de control de la temperatura para ajustarla de acuerdo con lo que se centrifugue. Este tipo de centrífugas se denominan, de forma general, refrigeradas, ya que, normalmente, lo que se desea son temperaturas bajas para conservar en buenas condiciones el espécimen, pues el rozamiento de la centrifugación produce calor. Las centrífugas con velocidades de giro elevadas (ultracentrífugas) llevan sistemas de vacío del compartimento donde se aloja el rotor, a fin de evitar el rozamiento. 





Microscopios

Los microscopios ópticos son sistemas de lentes que se utilizan para ampliar los objetos. En los laboratorios, estos microscopios se emplean para observar células, microorganismos y cristales en una gran variedad de medios biológicos.


Componentes de un microscopio

Todos los microscopios tienen una estructura con un brazo y una base (fig. 2-10). A esta estructura se unen las demás partes. La plataforma donde se coloca lo que quiere observarse se denomina platina y puede moverse mediante un botón. En la base de la mayoría de los microscopios hay una fuente de luz. Su lámpara posee un regulador de voltaje para variar la intensidad de la luz. Casi todos los microscopios disponen de algún sistema para reducir la intensidad.
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Figura 2-10 
Esquema de un microscopio donde se señalan sus componentes principales.








Los botones de ajuste grueso y ajuste fino, situados de forma concéntrica a los lados del microscopio, se emplean para enfocar los objetos que se observan. En los microscopios binoculares pueden cambiarse la distancia entre los oculares y realizarse ajustes para las dioptrías de cada ojo. De esta forma pueden observarse imágenes nítidas con ambos ojos.

El sistema óptico de los microscopios consta de un objetivo, un ocular y un condensador (v. fig. 2-10).


Objetivo

Los objetivos son sistemas de lentes de aumento que se clasifican según su distancia focal, que es la que hay entre el frente de la lente y el objeto cuando la primera está enfocada. Los objetivos más corrientes son los indicados en la tabla 2-1. La apertura numérica de un objetivo determina su poder de resolución. La apertura numérica es igual a:



Tabla 2-1 Principales objetivos de los microscopios ópticos que se utilizan en los laboratorios clínicos



	
*Objetivo de inmersión.



	




	Ampliación
	Abertura numérica
	Distancia focal (mm)
	Diámetro del campo (cm)



	10
	0,25
	16
	2



	20
	0,54
	8
	1



	40
	0,65
	4
	0,5



	95*

	1,32
	2
	0,05
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donde n=índice de refracción del medio; α=la mitad del ángulo de apertura del objetivo.

De acuerdo con su empleo, los objetivos se clasifican en:


• Secos. Se utilizan directamente, de forma que lo único que se interpone entre el objetivo y el espécimen es el aire.


• De inmersión. Necesitan un líquido entre el objetivo y el espécimen. Se utilizan diversos aceites, de los que el más empleado es el aceite de cedro, que posee un índice de refracción igual al del cristal.


• Acromáticos. Utilizan lentes que eliminan la aberración cromática. Esta distorsión se debe a que la luz blanca es separada por las lentes en sus componentes, por lo que el contorno de las imágenes da unas franjas coloreadas.


• Apocromáticos. Usan lentes que eliminan la aberración esférica. Esta se produce por ser la refracción de la luz mayor en los bordes de la lente que en el centro, lo que distorsiona la imagen. 









Ocular

Los oculares son lentes que amplifican más la imagen formada por el objetivo. Su ampliación es constante, de modo que cuanto mayor sea la distancia entre el objetivo y el ocular (longitud óptica del tubo), mayor será la amplificación del objetivo:


• Los oculares más usados son los de Huygens, que constan de dos lentes simples (planoconvexas), la más baja de las cuales recoge la imagen y la enfoca débilmente sobre el plano del diafragma fijo. Este tipo de oculares no corrigen perfectamente los colores ni el aplanamiento del campo.


• Los oculares de Ramsden se componen de dos o tres lentes.


• Los oculares compensadores son oculares muy corregidos para reducir las aberraciones cromática y de esfericidad del objetivo. 






Los primeros microscopios que se construyeron eran monoculares, pero en la actualidad la mayoría de los que usan los laboratorios son binoculares, lo que requiere un sistema de prismas que desdoblen los rayos luminosos.




Condensador

Los condensadores, que están debajo de la platina, concentran la luz sobre el objeto situado en la platina del microscopio. Suelen construirse con dos lentes (condensador de Abbe), que han de estar bien corregidas, como las de los objetivos, y deben poseer la misma apertura numérica que los objetivos con los que vayan a usarse. Los condensadores pueden moverse hacia arriba y hacia abajo mediante un botón situado debajo de la platina. Por lo general, llevan acoplado un diafragma, para controlar el cono de luz que pasa a través del objeto, y unos filtros.






Resolución

La capacidad de amplificación de un microscopio viene dada por su poder de resolución, que es la distancia entre dos puntos separados que pueden distinguirse como tales. El poder de resolución se relaciona con la longitud de onda de la luz empleada y la apertura numérica, mediante la expresión:
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La resolución óptima de los mejores microscopios con objetivos de inmersión es de unos 0,2μm. Para conseguir el máximo poder de resolución de un sistema de lentes deben tenerse en cuenta los factores siguientes:


• Hay que colocar un filtro azul sobre la fuente de luz, ya que las longitudes de onda cortas de la luz azul proporcionan la resolución máxima.


• El condensador debe situarse en la posición más alta, donde permite entrar la máxima cantidad de luz al objetivo.


• El diafragma no ha de centrarse demasiado pues, aunque el centrado mejore el contraste, reduce la apertura numérica.


• Debe utilizarse aceite de inmersión entre el soporte del espécimen y el objetivo de × 100.








Contraste

Por desgracia, la mayoría de los especímenes biológicos, las células y sus componentes son transparentes, de forma que no existe contraste o diferencia de intensidad con el medio y se observan mal con el microscopio. La solución más inmediata a este problema es teñir los especímenes que se vayan a observar, aplicando compuestos coloreados que se fijen o reaccionen con determinados componentes de las células. Se han utilizado también otros métodos para producir contraste y obtener una información cuantitativa de la observación microscópica. Entre ellos están la microscopia de campo oscuro, la de contraste de fase y la de fluorescencia. 



Microscopia de campo oscuro

La microscopia de campo oscuro produce el contraste por la observación de los especímenes sobre un fondo oscuro. Los objetos se iluminan por medio de rayos de luz oblicuos que no atraviesan el objetivo. Esto se consigue colocando un diafragma de estrella en la ranura de filtros del condensador. Este dispositivo tiene un disco opaco en el centro que bloquea los rayos de luz centrales. Si se sustituye el disco opaco por discos de celuloide de color, se obtienen fondos de color azul, rojo, etc.

Con la iluminación de campo oscuro que use un disco opaco deben considerarse los puntos siguientes:


• La técnica ha de limitarse al estudio de estructuras grandes que puedan verse fácilmente con una ampliación baja, ya que con este método es difícil conseguir una buena resolución con los objetivos de mayor amplificación.


• Hay que abrir el diafragma y utilizar la mayor cantidad de luz posible.


• Debe centrarse el disco opaco de la forma más precisa.


• Se ha de mover el condensador hacia arriba y hacia abajo para conseguir los mejores efectos.








Microscopia de contraste de fase

La microscopia de contraste de fase se basa en la conversión de pequeñas diferencias del índice de refracción, que presenta el objeto que se observa, en diferencias de brillo. El microscopio de contraste de fase se distingue del microscopio óptico de campo brillante en que tiene otro tipo de diafragma y una placa de fase. El diafragma consta de un disco anular que sólo permite pasar un cono hueco de rayos de luz a través del condensador hacia el objeto. La placa de fase es un disco óptico especial situado en el plano focal posterior del objetivo. Posee un anillo de fase sobre ella que avanza o retarda los rayos de luz directos un cuarto de longitud de onda.




Microscopia de fluorescencia

La microscopia de fluorescencia aprovecha los fenómenos de fluorescencia para producir el contraste. Los componentes fundamentales de un microscopio de fluorescencia son: la fuente de luz, el filtro de calor, el filtro de excitación, el condensador y el filtro de barrera:


• La fuente de luz es una lámpara de arco de vapor de mercurio.


• Los rayos generados por esta lámpara producen una cantidad de calor considerable, y para eliminarlos se usa un filtro que absorbe calor (filtro de calor) y deja pasar los rayos ultravioleta y la mayoría del espectro visible.


• Una vez enfriada tras pasar por el filtro de calor, la luz atraviesa el filtro de excitación, que absorbe todas las longitudes de onda excepto las cortas, necesarias para excitar el fluorocromo situado en el objeto que va a observarse. Este filtro es muy oscuro y está diseñado para dejar pasar sólo los rayos verde, azul, violeta y ultravioleta.


• Asimismo, se emplea un condensador de campo oscuro para conseguir el mejor contraste de un objeto fluorescente en el campo microscópico. Debe tenerse en cuenta que la fluorescencia débil de un objeto en un campo brillante sería difícil de ver. De este modo, el fondo oscuro producido por el condensador de campo oscuro proporciona el contraste deseado. Otra ventaja de este tipo de condensador es que desvía la mayoría de los rayos ultravioleta, lo que protege los ojos del observador. Para conseguirlo, la apertura numérica del objetivo será siempre 0,05 menor que la del condensador.


• El filtro de barrera se encuentra entre el objetivo y el ocular, y elimina el resto de la luz de excitación, de forma que sólo se observe la fluorescencia.

















3. Magnitudes, unidades de medida y preparación de disoluciones



Introducción

Las magnitudes son propiedades medibles de un sistema. En los laboratorios clínicos se determinan un número elevado de magnitudes bioquímicas, hematológicas, inmunológicas y microbiológicas. Las magnitudes se expresan en unidades de medida. Asimismo, los laboratorios clínicos preparan disoluciones para las determinaciones que realizan. En este capítulo se presentan los conceptos referentes a las magnitudes que miden los laboratorios clínicos, se relacionan las principales unidades de medida que utilizan y se describe la preparación de disoluciones.




Magnitudes

Las magnitudes son propiedades medibles en un sistema. Se caracterizan por el sistema, el componente y el tipo:


1. El sistema es el medio en que se encuentra el componente. Los principales sistemas que emplean los laboratorios clínicos son la sangre, el suero, el plasma, la orina y otros líquidos biológicos.


2. El componente es lo que se mide.


3. El tipo de magnitud es la propiedad que se mide.





La descripción sistemática de las magnitudes debe seguir el modelo:

Sistema–componente; tipo de magnitud



Las magnitudes más empleadas en los laboratorios clínicos son: concentración de sustancia, concentración de sustancia arbitraria, concentración de masa, concentración catalítica y concentración de número. En la tabla 3-1 se enumeran las principales magnitudes bioquímico-clínicas.



Tabla 3-1 Principales magnitudes bioquímico-clínicas


	HDL, lipoproteínas de alta densidad.



	Magnitud en suero
	Unidad



	Alanina aminotransferasa; concentración catalítica

	μkat/l



	Albúmina; concentración de masa

	g/l



	
α-amilasa; concentración catalítica

	μkat/l



	Androstenediona; concentración de sustancia

	nmol/l



	Antígeno carcinoembrionario; concentración de masa

	μg/l



	α1-antitripsina; concentración de masa

	mg/l



	Apolipoproteína A-I; concentración de masa

	g/l



	Apolipoproteína B; concentración de masa

	g/l



	Aspartato aminotransferasa; concentración catalítica

	μkat/l



	Bilirrubina; concentración de sustancia

	μmol/l



	Calcio; concentración de sustancia

	mmol/l



	Calcitonina; concentración de sustancia

	ng/l



	Cloruro; concentración de sustancia

	mmol/l



	Colesterol; concentración de sustancia

	mmol/l



	Colesterol de HDL; concentración de sustancia

	mmol/l



	Colinesterasa; concentración catalítica

	μkat/l



	Cortisol; concentración de sustancia

	nmol/l



	Cobre (II); concentración de sustancia

	μmol/l



	Creatina cinasa; concentración catalítica

	μkat/l



	Creatina cinasa 2; concentración catalítica

	μkat/l



	Creatinina; concentración de sustancia

	μmol/l



	Estradiol; concentración de sustancia

	nmol/l



	Factores reumatoides; concentración de masa

	ua/l



	Ferritina; concentración de masa

	μg/l



	α-fetoproteína; concentración de masa

	μg/l



	Folatos; concentración de sustancia

	nmol/l



	Folitropina; concentración de sustancia arbitraria

	UI/l



	Fosfato; concentración de sustancia

	mmol/l



	Fosfatasa ácida;concentración catalítica

	μkat/l



	Fosfatasa alcalina; concentración catalítica

	μkat/l



	Fructosamina; concentración de sustancia

	mmol/l



	Glucosa; concentración de sustancia

	mmol/l



	Gammaglutamil transferasa; concentración catalítica

	μkat/l



	Gonadotropina coriónica; concentración de sustancia

	ng/l



	Haptoglobina; concentración de sustancia

	μmol/l



	Hierro (II + III); concentración de sustancia

	μmol/l



	Inmunoglobulina A; concentración de masa

	g/l



	Inmunoglobulina G; concentración de masa

	g/l



	Inmunoglobulina M; concentración de masa

	g/l



	Insulina; concentración de sustancia

	pmol/l



	Ion potasio; concentración de sustancia

	mmol/l



	Ion sodio; concentración de sustancia

	mmol/l



	Lactato deshidrogenasa; concentración catalítica

	μkat/l



	Luteotropina; concentración de sustancia

	UI/l



	Magnesio; concentración de sustancia

	mmol/l







	β2-microglobulina; concentración de masa

	μg/l



	Mioglobina; concentración de masa

	μg/l



	Paratirina; concentración de sustancia

	pmol/l



	Péptido C; concentración de sustancia

	nmol/l



	Prealbúmina; concentración de masa

	mg/l



	Progesterona; concentración de sustancia

	nmol/l



	Prolactina; concentración de sustancia

	μg/l



	Proteína; concentración de masa

	g/l



	Proteína C reactiva; concentración de masa

	mg/l



	Testosterona; concentración de sustancia

	μmol/l



	Tirotropina, concentración de sustancia

	UI/l



	Tiroxina; concentración de sustancia

	nmol/l



	Transferrina; concentración de masa

	g/l



	Triglicérido; concentración de sustancia

	mmol/l



	Triyodotironina; concentración de sustancia

	nmol/l



	Urato; concentración de sustancia

	μmol/l



	Urea; concentración de sustancia

	mmol/l



	Vitamina B12; concentración de sustancia

	pmol/l



	Magnitud en orina (día)
	Unidad



	Ácido (H+); cantidad de sustancia

	mmol



	Albúmina, masa
	g



	α-amilasa; concentración catalítica

	μkat/l



	Creatinina; cantidad de sustancia

	mmol



	Fosfatos; concentración de sustancia

	mmol



	Glucosa; concentración de sustancia

	mmol/l



	Gonadotropina coriónica; concentración de sustancia

	UI/l



	17-hidroxicorticoide; cantidad de sustancia

	μmol



	5-hidroxiindolacético; cantidad de sustancia

	μmol



	Hidroxiprolina; cantidad de sustancia

	μmol



	Ion potasio; cantidad de sustancia

	mmol



	Ion sodio; cantidad de sustancia

	mmol



	17-oxoesteroide; cantidad de sustancia

	μmol



	Proteína; concentración de masa

	g/l









Proceso de medida

A continuación se describen los principales términos relacionados con el proceso de medida de una magnitud:


1. Un análisis es un proceso que proporciona información física o química sobre los constituyentes de un espécimen. Los análisis pueden ser cualitativos o cuantitativos. En los primeros se identifica la presencia de una sustancia en un espécimen. Los cuantitativos son aquellos en los que se determina la cantidad de una sustancia dada en un espécimen.


2. Una medida es la determinación experimental de las propiedades físicas o químicas de una sustancia. 



3. Una técnica es cualquier principio físico o químico que puede utilizarse para estudiar una sustancia. Entre las que se usan en los laboratorios clínicos y que se exponen en este texto están las espectroscópicas, las electroquímicas, las cromatográficas, las electroforéticas y las microscópicas.


4. Un método es la aplicación de una técnica para determinar una sustancia específica en una determinada matriz. Por ejemplo, la medición de colesterol en suero puede realizarse mediante un método espectroscópico de punto final, y las catecolaminas en la orina pueden determinarse por otro de cromatografía líquida de alta eficacia.


5. Un procedimiento es un conjunto escrito de instrucciones que detalla la aplicación de un método. Este no conduce necesariamente a un único procedimiento, ya que puede realizarse de diversas maneras.


6. Finalmente, un protocolo es un conjunto de instrucciones escritas estrictas que concretan el procedimiento que debe seguirse.








Unidades de medida

Los resultados de las mediciones se expresan con un número y una unidad. La unidad identifica la dimensión de la propiedad medida, mientras que el número indica las veces que contiene la propiedad. Las unidades del sistema métrico son las más utilizadas en los laboratorios clínicos. Inicialmente, tenían como referencia la longitud, la masa y el tiempo. El primer sistema absoluto se denominó CGS y tenía como unidades básicas el centímetro, el gramo y el segundo. Posteriormente, se empleó el sistema MKS, que se basaba en el metro, el kilogramo y el segundo. En 1960, el Comité Internacional de Pesas y Medidas aceptó el Sistema Internacional de Unidades (SI). Este sistema tiene dos clases de unidades: básicas y derivadas.


Unidades básicas

Corresponden a ocho magnitudes físicas fundamentales, de dimensiones independientes, que son la longitud, la masa, el tiempo, la temperatura, la cantidad de sustancia, la corriente eléctrica, la intensidad de luz y la actividad catalítica (tabla 3-2):



Tabla 3-2 Unidades básicas del Sistema Internacional (SI)




	Magnitud
	Nombre
	Símbolo



	Longitud
	metro
	m



	Masa
	kilogramo
	kg



	Tiempo
	segundo
	s



	Temperatura
	Kelvin
	K



	Cantidad de sustancia
	mol
	mol



	Corriente eléctrica
	amperio
	A



	Intensidad de luz
	candela
	cd



	Actividad catalítica
	katal
	kat







1. La unidad de longitud es el metro, que se define como la longitud igual a 1.650.763,73 veces la longitud de onda en el vacío de la radiación correspondiente a la transición entre los niveles 2p10 y 5d5 del átomo de kriptón 86.


2. La unidad de masa es el kilogramo, igual a la masa del prototipo internacional de la Oficina Internacional de Pesas y Medidas. 



3. La unidad de tiempo es el segundo, que se define como la duración de 9.192.631,770 veces el período de la radiación correspondiente a la transición entre los niveles hiperfinos del estado basal del átomo de cesio 133.


4. La unidad de temperatura termodinámica es el Kelvin, que se define como la fracción 1/273,16 del punto triple del agua. La unidad grado Celsius equivale exactamente al Kelvin.


5. La unidad de cantidad de sustancia es el mol, que se define como la cantidad de sustancia de un sistema que contiene tantas entidades elementales como átomos hay en 0,012kg de carbono 12. Cuando se utiliza el mol deben especificarse las entidades elementales, que pueden ser átomos, moléculas, iones, electrons u otras partículas.


6. La unidad de intensidad de corriente eléctrica es el amperio, que se define como la corriente que, mantenida en dos conductores paralelos rectos, de longitud infinita y sección circular insignificante, y colocados con un metro de separación, producen entre ellos una fuerza igual a 2×10−7N/m.


7. La unidad de intensidad de luz es la candela, que se define como la intensidad luminosa en dirección perpendicular de una superficie de 1/600.000m2 de un cuerpo negro, a la temperatura del platino helado, bajo una presión de 101.325N/m2.


8. Como unidad de actividad catalítica se define el katal (mol/s), que es la cantidad catalítica de cualquier catalizador, incluidas las enzimas, que cataliza una velocidad de reacción de un mol por segundo. Existe una relación constante entre la Unidad Internacional (1mol/min) y el katal (1mol/s), de forma que, para transformar un valor de unidades internacionales a nmol/s, se multiplica por 16,67.





La aplicación de las unidades SI proporciona algunas veces valores muy grandes o muy pequeños cuyo uso es engorroso. Para evitarlo se utilizan múltiplos o submúltiplos; los principales que acepta el SI se presentan en la tabla 3-3. 




Tabla 3-3 Múltiplos y submúltiplos del Sistema Internacional de Unidades




	Prefijo
	Símbolo
	Factor
	Prefijo
	Símbolo
	Factor



	Yotta
	Y
	1024

	deci
	d
	10−1




	Zetta
	Z
	1021

	centi
	c
	10−2




	Exa
	E
	1018

	mili
	m
	10−3




	Peta
	P
	1015

	micro
	μ
	10−6




	Tera
	T
	1012

	nano
	n
	10−9




	Giga
	G
	109

	pico
	p
	10−12




	Mega
	M
	106

	femto
	f
	10−15




	Kilo
	K
	103

	atto
	a
	10−18




	Hecto
	H
	102

	zepto
	z
	10−21




	Deca
	D
	10
	yocto
	y
	10−24










Unidades derivadas

Se forman con dos o más unidades básicas. La tabla 3-4 presenta ejemplos de unidades derivadas, algunas de las cuales reciben nombres especiales.



Tabla 3-4 Unidades derivadas




	Magnitud
	Nombre
	Símbolo SI
	Expresión en unidades SI



	Volumen
	metro cúbico
	m3

	m3




	Densidad
	kilogramo por metro cúbico
	kg/m3

	kg/m3




	Velocidad
	metro por segundo
	m/s
	m/s



	Concentración de sustancia
	mol por metro cúbico
	mol/m3

	mol/m3




	Fuerza
	Newton
	N
	m·kg/s2




	Presión
	Pascal
	Pa
	kg/m·s2




	Energía, trabajo, calor
	Julio
	J
	m2·kg/s2




	Potencia
	watio
	W
	m2·kg/s3




	Carga eléctrica
	culombio
	C
	A·s



	Potencial eléctrico
	voltio
	V
	m2·kg/s3·A



	Resistencia
	ohmio
	V
	m2·kg/s3·A2




	Frecuencia
	hertzio
	Hz
	s−1







Hay también unidades no encuadradas en el SI que se utilizan con unidades de este sistema. La tabla 3-5 presenta las principales, que corresponden al tiempo (minuto, hora y día) y al volumen (litro y decilitro). Estas unidades se utilizan con profusión en los laboratorios clínicos. En España, la mayoría de estos todavía utiliza las unidades convencionales para expresar los resultados. Para transformar estos valores en unidades SI, basta multiplicar por un factor de conversión. En la tabla 3-6 se ofrecen los factores de conversión correspondientes a las magnitudes más habituales en los laboratorios clínicos.



Tabla 3-5 Unidades que no son del SI y se emplean con unidades del SI




	Magnitud
	Unidad
	Símbolo
	Valor en unidades SI



	Tiempo
	minuto
	min
	1 min = 60 s



	
	hora
	h
	1 h=3.600 s



	
	día
	d
	1 d=86.400 s



	Volumen
	litro
	l
	1l=10−3 m3




	
	decilitro
	dl
	1dl=10−4 m3









Tabla 3-6 Factores de conversión más usuales en los laboratorios clínicos




	Magnitud
	Unidad convencional
	Factor
	Unidad SI



	Ácido úrico
	mg/dl
	0,059
	mmol/l



	Bilirrubina
	mg/dl
	17,1
	μmol/l



	Calcio
	mg/dl
	0,25
	mmol/l



	pCO2

	mmHg
	0,133
	kPa



	Colesterol
	mg/dl
	0,0259
	mmol/l



	Creatinina
	mg/dl
	88,4
	μmol/l



	Glucosa
	mg/dl
	0,0555
	mmol/l



	Hierro
	mg/dl
	0,179
	μmol/l



	pO2

	mmHg
	0,133
	kPa



	Fósforo
	mg/dl
	0,323
	mmol/l



	Potasio
	mEq/l
	1
	mmol/l



	Proteínas
	g/dl
	10
	g/l



	Sodio
	mEq/l
	1
	mmol/l



	Triglicéridos
	mg/dl
	0,0113
	mmol/l



	Urea
	mg/dl
	0,357
	mmol/l











Preparación de disoluciones

Una disolución es una mezcla homogénea de una o varias sustancias que se denominan solutos, dispersadas de forma molecular en una cantidad suficiente de un medio disolvente. Con frecuencia deben prepararse en el laboratorio clínico disoluciones y reactivos. Asimismo, en muchas ocasiones hay que diluir los especímenes o los reactivos. En los apartados siguientes se describe de forma práctica cómo se realizan las diluciones y cómo se preparan disoluciones, de concentración expresada en diferentes unidades físicas y químicas. También se describe la preparación de disoluciones amortiguadoras.




Diluciones

La dilución de especímenes y reactivos se realiza muy a menudo en los laboratorios. Expresa la relación de una disolución en un volumen total. Así, por ejemplo, una dilución 1:5 contiene un volumen de una disolución original en un volumen total de 5. La fórmula:
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(donde V = volumen de la disolución concentrada; c = concentración de la disolución concentrada; V′ = volumen de la disolución diluida; c′ = concentración de la disolución diluida)

es la más utilizada para preparar diluciones. Por ejemplo, para diluir un specimen de suero 1:10, se toma un volumen del espécimen (0,1ml, 1ml, etc.) y se añaden 9 volúmenes del diluyente (0,9ml, 9ml, etc.).




Disoluciones de concentración expresada en unidades físicas

Las unidades físicas que expresan la concentración de las disoluciones se basan en magnitudes físicas como la masa y el volumen. Son las unidades clásicas para expresar la concentración, que se recomienda sustituir por las unidades químicas. A continuación se relacionan las más utilizadas.


Porcentaje en peso

El porcentaje en peso expresa la cantidad de soluto presente en 100g de disolución. Para preparar las disoluciones cuya concentración se exprese así, se pesa el soluto y el disolvente en un equivalente a 100. Por ejemplo, se mezclan 5g de sulfato de cobre y 95g de agua y de este modo se obtiene una disolución de sulfato de cobre del 5% (peso/peso).




Porcentaje en volumen

Indica la cantidad de soluto en 100ml de una disolución y se utiliza cuando el soluto y el disolvente sean líquidos. Por ejemplo, una disolución alcohólica del 40% contiene 40 volúmenes de alcohol en 100 volúmenes de disolución. Para preparar un litro de esta disolución se toman 400ml de etanol absoluto y se ponen en un matraz aforado de 1l, que se enrasa con agua destilada.




Peso de soluto por unidad de volumen de disolución

La expresión que se utiliza más frecuentemente son los gramos por litro (g/l). En los laboratorios clínicos se emplea con frecuencia la expresión miligramo por 100ml o decilitro (mg/dl). Por ejemplo, una disolución de cloruro sódico de 9g/l contiene 9g de cloruro sódico en 1l de disolución; para preparar 1l de esta disolución se pesan 9g de NaCl, se colocan en un matraz aforado de 1l y se añade agua destilada hasta la marca de enrase.




Partes por millón (PPM)

Son cocientes de masa de gramos de soluto en un millón de gramos de espécimen. Por ejemplo, una disolución que contenga 320ppm de Cr tendrá 320μg/ml.






Disoluciones de concentración expresada en unidades químicas

Las unidades químicas que expresan la concentración de las disoluciones se basan en las magnitudes químicas cantidad de sustancia y equivalente-gramo. El uso de estas magnitudes se fundamenta en que las sustancias reaccionan entre ellas mol a mol o equivalente a equivalente.


Molaridad

Una disolución molar (M) es la que contiene un mol de soluto en un litro de disolución. Un mol de una sustancia es su peso molecular en gramos. Así, una disolución 1 M de NaCl (peso molecular de 58,5) contiene 58,5g de NaCl en 1l de disolución. Si se desea obtener 250ml de una disolución 0,2 M de NaCl, deberán pesarse: 
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deberán colocarse en un matraz aforado de 250ml y añadir agua destilada hasta la marca de enrase.

Cuando se quiera preparar una disolución de concentración molar a partir de un líquido, habrá que tener en cuenta la densidad y la riqueza en peso del producto de partida. Por ejemplo, se va a preparar 500ml de ácido sulfúrico 2M a partir de ácido sulfúrico concentrado comercial de una densidad de 1,80g/ml y una riqueza en peso del 98%. En primer lugar, debe calcularse la concentración molar del ácido sulfúrico concentrado. De acuerdo con la riqueza en peso, en cada 100g de ácido sulfúrico concentrado hay 98g puros; por otro lado, y de acuerdo con la densidad, 1l (1.000ml) pesa 1.800g. Se tiene entonces 100/98=1.800/x y
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y la disolución contiene 1.764g/l. Como el peso molecular del ácido sulfúrico es 98, la molaridad del ácido sulfúrico concentrado es 1.764/98=18M.

Para preparar los 500ml de ácido sulfúrico 2M a partir del concentrado (18M), se aplica la fórmula de dilución:
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Se toman 27,8ml del ácido sulfúrico comercial concentrado (18M) y se llevan a un matraz aforado de 500ml, que se enrasa con agua hasta la marca. ¡Cuidado, al principio nunca debe añadirse agua sobre ácido sulfúrico concentrado, sino siempre ácido sulfúrico sobre agua! Así, en este caso se pondría agua destilada en el matraz aforado, por ejemplo unos 400ml, y luego se añadiría el ácido sulfúrico concentrado. Una vez añadido todo el ácido, se enrasaría en 500ml con agua destilada.




Normalidad

Una disolución normal (N) es la que contiene un equivalente-gramo de un soluto en 1l de disolución. El equivalente-gramo de una sustancia es igual a su peso molecular dividido por su valencia, expresado en gramos. Cuando la valencia de una sustancia sea 1, sus disoluciones poseerán la misma molaridad y normalidad. Por ejemplo, una disolución de ácido clorhídrico 1M es también 1 N. Sin embargo, en el ácido sulfúrico, que tiene valencia 2, una disolución 1M es 2 N. La molaridad y la normalidad están relacionadas por esta fórmula:
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donde v=valencia de la sustancia. 


Una disolución que contenga 55g/l de cloruro cálcico de peso molecular 111 y valencia 2 será 1 N. Si se quisiera preparar 500ml de una disolución 0,3 N de dicho cloruro, habría de pesarse:
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de cloruro cálcico, llevarlos a un matraz aforado de 500ml y añadir agua destilada hasta la marca de enrase.

Cuando se trata de líquidos, como ya se vio en el caso de la molaridad, debe considerarse la riqueza en peso y la densidad. Por ejemplo, para preparer 500ml de ácido sulfúrico 0,25N a partir de ácido sulfúrico comercial concentrado de densidad 1,8g/ml y riqueza en peso del 98% —que, como ya se ha dicho, es 18 M—, se debe calcular primero la concentración normal, que será 18×2=36 N. Aplicando la fórmula de la dilución: 500×0,25=V×36, V=500×0,25/36=3,47ml. Se toman 3,47ml de ácido sulfúrico concentrado (36N), se colocan en un matraz aforado de 500ml que contenga agua destilada hasta aproximadamente la mitad —recuérdese que al principio no debe añadirse agua sobre ácido sulfúrico concentrado, sino siempre el ácido sulfúrico concentrado sobre el agua— y se lleva hasta el enrase con más agua destilada.






Disoluciones amortiguadoras

Las disoluciones amortiguadoras son sistemas que admiten pequeñas adiciones de ácidos o bases, sin que se altere el pH de la disolución. Los amortiguadores están formados por una disolución de un ácido o de una base débil y un exceso de su base o de su ácido conjugado, respectivamente. Consideremos una disolución de un ácido débil con una constante de equilibrio Ka:
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Despejando [H+] tenemos:
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Tomando logaritmos decimales:
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Y cambiando el signo:
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Es la ecuación de Henderson-Hasselbalch, que relaciona las concentraciones de las especies ácida y básica de un ácido o una base débil con el pH de la disolución.

Un amortiguador característico es el ácido acético/acetato. A continuación se explica la forma de preparar 1l de un amortiguador de acetato sódico 0,1 M de pH 5. El pKa del ácido acético es 4,75, su peso molecular 60 y el del acetate sódico 82. De acuerdo con la ecuación de Henderson-Hasselbalch:
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1,78 es la relación entre las concentraciones de acetato sódico y de ácido acético, de forma que las concentraciones que den esta relación producirán un amortiguador de pH 5. Como la concentración del amortiguador solicitada es 0,1 M, tenemos un sistema de dos ecuaciones con dos incógnitas:
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Se pesan 2,16g de ácido acético y 5,26g de acetato sódico, y se llevan a un matraz aforado de 1l, al que se añade agua destilada hasta enrasarlo.

Los amortiguadores que más se emplean en los laboratorios clínicos son los de acetato, carbonato/bicarbonato, fosfato, tris y veronal.









4. Seguridad en el laboratorio clínico



Introducción

Los laboratorios clínicos son instalaciones en las que se trabaja con sustancias químicas y muestras biológicas de diversa peligrosidad. Además, se generan residuos peligrosos que deben eliminarse de forma adecuada para evitar contaminaciones ambientales. En este capítulo se presentan los conceptos principales sobre la seguridad en el laboratorio clínico.




Consideraciones generales sobre seguridad

La seguridad en los laboratorios clínicos es un tema de gran importancia que afecta a todas las personas que trabajan en ellos. Por este motivo, las medidas preventivas son esenciales para impedir los accidentes. Con frecuencia, la causa de algunos de ellos es la inexperiencia, aunque otros muchos se deben a la ignorancia, el cansancio, los descuidos o la dejadez.

El Instituto Nacional de Seguridad e Higiene en el Trabajo (INSHT), dependiente del Ministerio de Trabajo e Inmigración, publica unas denominadas Notas Técnicas de Prevención (NTP), entre las que se incluyen diversas relacionadas con el trabajo en los laboratorios clínicos. Asimismo, en 1997 se publicó el Real Decreto 664/1997 sobre protección de los trabajadores contra los riesgos relacionados con la exposición a diversos agentes durante el trabajo. En el contexto europeo se ha publicado la Directiva 2000/54/CE del Parlamento Europeo y del Consejo, de 18 de septiembre de 2000, sobre la protección de los trabajadores contra los riesgos relacionados con la exposición a agentes biológicos durante el trabajo.




Programa de seguridad

Todos los laboratorios clínicos deben disponer de un programa y un manual de seguridad, ya que todo su personal debe conocer los riesgos que conlleva su trabajo en dichos laboratorios. En ellos se deben señalar las medidas generales para la prevención de riesgos y las condiciones particulares para cada una de las áreas de trabajo y los diferentes riesgos específicos y las medidas a tomar cuando se produzca un accidente. El manual debe revisarse con frecuencia para poner al día todas las acciones relativas a la seguridad.

Aunque el responsable final de la seguridad del laboratorio es el director del mismo, debe existir una persona encargada de la seguridad. Una parte importante del programa de seguridad del laboratorio es la formación y motivación de todas las personas que trabajan en el laboratorio clínico sobre los temas de seguridad. Otro aspecto fundamental del programa de seguridad es garantizar que todo el laboratorio satisface los estándares de seguridad aceptados. 





Equipos de seguridad

El diseño de los laboratorios clínicos debe tener en cuenta los posibles riesgos que puedan presentarse durante su funcionamiento. Para ello, los arquitectos deben colocar adecuadamente por las instalaciones del laboratorio todos los dispositivos adecuados que contribuyan a la seguridad. Asimismo, los laboratorios clínicos deben disponer de diversos equipos de seguridad adecuados. Entre ellos se encuentra el vestuario, que incluye batas y pijamas, guantes y protectores oculares que han de emplearse en las áreas donde sean necesarios. Asimismo, deben colocarse por el laboratorio lavabos para ojos y manos. También duchas de seguridad, situadas estratégicamente por el laboratorio. Se dispondrá de guantes para manipular el material de vidrio caliente y el hielo seco. También se dispondrá de protectores oculares de diversos tipos y tamaños para adaptarse adecuadamente a todas las personas que trabajan en el laboratorio. Las personas que usen lentes de contacto deben tener especial cuidado cuando manipulen sustancias irritantes. Los laboratorios clínicos tendrán una campana de extracción donde manipular los materiales tóxicos o las muestras que contengan agentes infecciosos.

Una cantidad importante de las bajas producidas en el personal que trabaja en los laboratorios clínicos se debe a trastornos del sistema musculoesquelético producidos por el trabajo rutinario frente a las pantallas de los analizadores o los ordenadores. Debe disponerse de las sillas y los taburetes adecuados para evitar en lo posible estas lesiones. Asimismo, hay que evitar los ruidos intensos que puedan producir lesiones.




Materiales y riesgos químicos

Los laboratorios clínicos emplean sustancias y reactivos sólidos, líquidos y gaseosos de diversa peligrosidad. Los avances tecnológicos y la automatización han conducido a que cada vez se empleen menos sustancias químicas peligrosas al ser sustituidas por reactivos ya preparados y listos para su uso, lo que ha hecho que disminuyan en gran medida los riesgos químicos.

Los productos químicos deben almacenarse y utilizarse de forma adecuada para evitar el riesgo de quemaduras, explosiones, fuegos, humos tóxicos, etc. Las salpicaduras de ácidos, materiales cáusticos y agentes oxidantes fuertes probablemente son el mayor peligro para la ropa y los ojos, y son un origen potencial de quemaduras químicas. Cuando se trabaje con soluciones ácidas o alcalinas habrá de llevarse gafas de seguridad. Los ácidos fuertes deben diluirse añadiéndolos lentamente al agua mientras se mezcla. No debe añadirse nunca agua sobre un ácido concentrado.

Por otra parte, todos los recipientes con reactivos estarán etiquetados adecuadamente. Conviene señalar, además del nombre del reactivo y su concentración, la fecha de preparación y, si caduca, la de caducidad.

Los ácidos fuertes, todas las sustancias cáusticas y los agentes oxidantes fuertes deben dispensarse mediante cualquiera de los dispositivos automáticos señalados en el capítulo 2. En ningún caso se pipeteará con la boca. 



Sustancias volátiles

El uso de disolventes orgánicos en el laboratorio clínico supone un riesgo potencial de fuego, y riesgos para la salud por inhalación de vapores tóxicos o por contacto con la piel. Estos disolventes deben manipularse en una campana de humos. Es esencial que el extractor de la campana esté en perfectas condiciones de funcionamiento, ya que, si no lo estuviera, la campana representaría, más que una protección, un riesgo para los usuarios. La salida de la campana tiene que disponer de un filtro y, cuando haya varias campanas, debe tenerse cuidado de que no estén intercomunicadas.




Gases comprimidos

Los principales gases que se emplean en los laboratorios clínicos son el oxígeno, el hidrógeno, el nitrógeno, el helio, el dióxido de carbono y, en menor medida, el acetileno y el propano. Estos gases se aplican sobre todo a los analizadores de pH y gases en sangre, las estufas de cultivo, los fotómetros de llama y los espectrómetros de absorción atómica.

Las bombonas de gases deben estar bien aseguradas a una pared mediante una cadena para evitar que se caigan, pues si no podrían ocasionar daños materiales o personales, ya que la bombona puede salir despedida como una bala. Ha de comprobarse periódicamente que no haya fugas. Las pequeñas pérdidas de oxígeno o nitrógeno no tienen consecuencias, pero las de hidrógeno, acetileno u otros gases inflamables no pueden tolerarse.






Agentes y riesgos biológicos

Los laboratorios clínicos procesan especímenes biológicos como sangre, suero, plasma, orina, líquidos de cavidades, etc. potencialmente infecciosos. Los agentes biológicos son aquellos microorganismos, cultivos celulares o endoparásitos humanos vivos, o los productos derivados de los mismos, capaces de producir enfermedades, alergias o toxicidad. De acuerdo con su riesgo, los agentes biológicos se clasifican en cuatro grupos:



Grupo 1. Aquellos que con poca probabilidad causan una enfermedad en el ser humano.



Grupo 2. Aquellos que pueden causar una enfermedad en el ser humano y pueden suponer un peligro para los trabajadores, pero que es poco probable que se propaguen a la colectividad y para los que existe profilaxis o tratamiento eficaz.



Grupo 3. Aquellos que pueden causar una enfermedad grave en el ser humano y representan un peligro serio para los trabajadores, con riesgo de que se propaguen a la colectividad y para los que existe profilaxis o tratamiento eficaz.



Grupo 4. Aquellos que causan una enfermedad grave en el ser humano y suponen un peligro serio para los trabajadores, con muchas probabilidades de que se propaguen a la colectividad y sin que exista profilaxis o tratamiento eficaz. 






Todos los especímenes biológicos deben manipularse como si fueran infecciosos. Las precauciones tienen que extenderse a todos los especímenes de sangre, suero, plasma, productos sanguíneos, líquido cefalorraquídeo, líquido sinovial, semen y secreciones vaginales. Además, cualquier espécimen que contenga trazas visibles de sangre debe manejarse cuidadosamente.

Las principales vías de penetración en el organismo son la respiratoria, la digestiva y la parenteral. La exposición a los agentes patógenos puede producirse mediante pinchazos accidentales con agujas hipodérmicas, la difusión de materiales infecciosos por una jeringa o la salpicadura de los mismos en poyatas o suelos, los accidentes de centrífugas y los cortes o arañazos con vidrios contaminados. Cualquier tejido sin fijar, incluidas las extensiones sanguíneas, debe considerarse un material potencialmente infeccioso.

Las precauciones al respecto contemplan el uso de barreras adecuadas como guantes, gorros, mascarillas y gafas que eviten el contacto de la piel y las mucosas con los especímenes. Hay que lavarse siempre las manos tras quitarse los guantes y siempre que hayan estado en contacto con sangre u otros líquidos biológicos. Nunca deben reutilizarse los guantes, antes bien, se desecharán en los recipientes adecuados una vez usados. En las áreas de trabajo ha de prohibirse comer, beber, fumar, maquillarse o realizar cualquier operación que pueda poner en contacto con potenciales agentes infecciosos.

En 2001, el National Committee for Clinical Laboratory Standards (NCCLS) proporcionó las siguientes recomendaciones con relación a los riesgos biológicos:


• No pipetear con la boca y no soplar nunca pipetas que contengan material potencialmente infeccioso.


• No mezclar este tipo de material burbujeando aire a través del líquido.


• Hay que tener y emplear barreras de protección, como guantes, mascarillas, protectores oculares y batas, cuando se extraiga sangre de un paciente y cuando se manipulen todos los especímenes de los pacientes. Esto incluye la separación de los tapones de los tubos.


• Lavarse las manos siempre que se cambien los guantes.


• Deben utilizarse barreras de protección facial cuando exista la posibilidad de salpicaduras de sangre o de líquidos biológicos.


• Evitar el uso de jeringas siempre que se pueda y desechar las agujas en contenedores rígidos, sin manipularlos.


• Desechar de forma adecuada todo el material cortante.


• Utilizar ropa protectora que sirva de barrera eficaz frente a los materiales potencialmente infecciosos.


• Intentar evitar las lesiones accidentales.


• Fomentar el lavado frecuente de las manos en el laboratorio. Los trabajadores deben lavárselas siempre que vayan a salir del mismo.


• Fomentar el hábito de mantener las manos lejos de la boca, la nariz, los ojos y cualquier otra membrana mucosa. Esto reduce la posibilidad de autoinoculación.


• Minimizar los goteos y las salpicaduras.


• Descontaminar todas las superficies y los dispositivos reutilizables tras su uso con los desinfectantes adecuados. 



• No deben utilizarse etiquetas de alarma en los especímenes de los pacientes.


• Siempre que sea adecuado, hay que utilizar procedimientos de seguridad biológica de nivel 2.


• Antes de centrifugar los tubos, compruébese que no estén rotos. También se ha de comprobar que el interior del recipiente del tubo no tenga signos de erosión o de materia adherida. Y que los amortiguadores de goma no tengan ningún trozo pequeño de vidrio.


• Utilizar técnicas de eliminación de residuos biológicos.


• No dejar nunca un tubo de desecho o material infectado sin atender o sin marcar.


• Periódicamente, limpiar los congeladores para eliminar tubos rotos con especímenes biológicos. Durante la limpieza, hay que emplear guantes de goma y protección respiratoria.








Riesgos eléctricos

Los cables eléctricos o las conexiones son una fuente potencial de descargas o de riesgo de incendios. Las descargas eléctricas pueden producir lesiones graves y la muerte. Todos los equipos deben estar conectados a tierra. Nunca deben manipularse los equipos eléctricos y las conexiones con las manos húmedas, ni debe emplearse un equipo eléctrico que haya sido salpicado por líquidos. La inspección regular de los equipos en lo referente a su integridad eléctrica ayuda a reducir daños potenciales, como los derivados de la presencia de interruptores sin tierra cerca de las tuberías del laboratorio.




Riesgos de Incendio

Cada laboratorio debe disponer del equipo necesario para apagar o cercar un fuego en el laboratorio, o para apagar el de la ropa de una persona. Es esencial que se acceda fácilmente a las duchas de seguridad. Hay varios tipos de extintores, adecuado cada uno para un tipo de fuego. Todos los trabajadores de los laboratorios han de saber usarlos.




Tratamiento y eliminación de residuos

La actividad de los laboratorios clínicos produce una gran cantidad de residuos. La gestión de residuos es un aspecto muy importante de la seguridad de los laboratorios clínicos. Muchos de los residuos que se generan contienen sustancias químicas tóxicas o peligrosas, así como microorganismos. Entre los residuos que generan los laboratorios clínicos se encuentran los residuos generales que no contienen ningún tipo de contaminación específica y que no representan riesgo de infección, los residuos asimilables a los urbanos, los residuos potencialmente infecciosos, los residuos químicos peligrosos y los residuos radiactivos. Cada tipo de residuo debe recogerse en su propio contenedor, sin mezclar residuos de diferente tipo. Asimismo, su eliminación debe realizarse de acuerdo con la legislación sobre esta materia, lo que queda fuera del alcance de este texto.









5. Obtención, transporte y procesamiento de especímenes



Introducción

Los laboratorios clínicos analizan fundamentalmente especímenes líquidos; los principales: sangre, orina, líquido cefalorraquídeo, líquido pleural, líquido ascítico, líquido sinovial, líquido amniótico y otros. Cada líquido y cada determinación requieren unas condiciones precisas de obtención, por lo que es fundamental establecer unos protocolos detallados. Con frecuencia, los especímenes se obtienen en lugares lejos del laboratorio clínico, por lo que es muy importante establecer un sistema de transporte rápido y en unas condiciones que preserven en todo momento la integridad del espécimen. Llegados al laboratorio, los especímenes se procesan para obtener la muestra adecuada para los análisis. En este capítulo se exponen los métodos de obtención, transporte y procesamiento de los especímenes que analizan los laboratorios clínicos.




Acciones iniciales

El primer paso antes de realizar la extracción del espécimen es confirmar la identidad del paciente. Las etiquetas de los impresos de petición deben coincidir con los datos que nos proporciona el paciente. Normalmente, el lugar de extracción dispone de etiquetas impresas con una numeración correlativa, con código de barras, con el número correspondiente en forma decimal. En el momento de la extracción se pega una etiqueta a cada recipiente del espécimen y otra al impreso de petición. También puede conectarse con el sistema informático de laboratorio para generar las etiquetas necesarias previamente a la extracción.




Especímenes de sangre

La sangre puede recogerse de las venas, las arterias y los capilares. Para la mayoría de las determinaciones que se realizan en los laboratorios clínicos, no hay diferencias entre la sangre arterial y la venosa, por lo que suele utilizarse esta debido a que es más fácil obtenerla. Para algunas determinaciones donde hay diferencias entre ambos tipos de sangre, como las de los gases en sangre, el espécimen más adecuado es la arterial.

Los especímenes de sangre se obtienen para realizar en ellos una gran variedad de pruebas, entre las que están los cultivos microbiológicos (hemocultivos), los recuentos celulares, las determinaciones de sustancias químicas (sustratos, enzimas, hormonas y proteínas), la caracterización de subpoblaciones celulares, los estudios de coagulación y las pruebas inmunológicas.

Las extracciones sanguíneas son un factor muy importante para valorar la calidad de un laboratorio clínico. Al ser la única actividad de este en la que existe un contacto directo entre el personal del laboratorio y el paciente, las malas extracciones afectarán negativamente la valoración que haga el paciente de la calidad del laboratorio. Por el contrario, una extracción sanguínea cuidadosa y bien hecha da gran confianza al paciente respecto a la calidad de los resultados de las pruebas analíticas.


Anticoagulantes

Una vez fuera de las venas y las arterias, la sangre coagula en unos minutos por lo que, cuando el espécimen requerido para los análisis sea sangre total o plasma sanguíneo, deberá añadirse al espécimen el anticoagulante adecuado durante el proceso de obtención. El anticoagulante se elige según las determinaciones que vayan a realizarse, asegurándose de que su presencia no afecte las medidas. Los anticoagulantes más empleados en los laboratorios clínicos son la heparina, el etilendiaminotetraacetato (EDTA) y el citrato.


Heparina

Es un polisacárido presente en la mayoría de los tejidos, en concentraciones menores a las necesarias para impedir la coagulación de la sangre. Actúa como anticoagulante, evitando la transformación de la protrombina en trombina y, como consecuencia, la formación de fibrina a partir de fibrinógeno. La heparina puede emplearse como sal sódica, potásica, amónica o de litio, y su concentración debe ser de unas 20U/ml de sangre extraída; puede usarse como solución o secarse sobre las paredes de los tubos donde se recoja la sangre. La heparina es el anticoagulante que menos interfiere en las determinaciones de la bioquímica clínica.






EDTA

El etilendiaminotetraacetato (EDTA) ejerce su acción uniendo con fuerza el calcio iónico del plasma, lo que bloquea de forma eficaz la coagulación y la agregación de las plaquetas. Sus cuatro hidrógenos simétricos pueden sustituirse por potasio, sodio o litio para formar sales más solubles. El EDTA se usa como anticoagulante en forma de sal disódica, dipotásica o tripotásica. La cantidad de EDTA necesaria para la quelación completa del calcio debe valorarse de modo que produzca el menor daño celular. Los organismos internacionales de estandarización han recomendado concentraciones de 1 a 2mg/ml de sangre. Estas concentraciones de EDTA parecen no afectar de forma adversa ninguno de los parámetros eritrocitarios o leucocitarios. Cuando por algún motivo el volumen de sangre de la extracción sea menor de lo que conviene, puede producirse un aumento de la anticoagulación con cambios significativos de la morfología y del tamaño celular. En la actualidad, el EDTA es el anticoagulante estándar en hematología.


Citrato

Es otro anticoagulante que actúa formando complejos con el calcio del plasma. Suele emplearse el citrato sódico, con una concentración de alrededor de 30mg/ml de sangre. Se utiliza para procedimientos de coagulación, incluidos los tiempos de protrombina y tromboplastina. El citrato ayuda a evitar el rápido deterioro de los factores lábiles de la coagulación, como los factores V y VII. 







Jeringas y agujas para las tomas de especímenes

Las jeringas y agujas (fig. 5-1) son el método más antiguo de obtención de sangre por punción venosa:
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Figura 5-1 
Jeringa y aguja para la punción venosa.









Jeringas. Inicialmente, las jeringas empleadas eran de vidrio y se esterilizaban para volver a usarse. Desde hace ya muchos años se usan jeringas de plástico desechables de un solo uso. Sus tamaños más habituales son 3, 5, 10 y 15ml, y pueden ser de dos o tres piezas. Las de tres se deslizan mejor, pues su émbolo está revestido de goma. Hay jeringas con un adaptador de la aguja excéntrico, que permiten una punción con ángulos menores de 15°.


Agujas. Las agujas que se adaptan a las jeringas son de diferentes tamaños; las más utilizadas tienen entre 19 y 25mm de longitud, y el color de su cono suele indicar su calibre. Este señala el grosor de la aguja, de forma que cuanto mayor sea el calibre menor será el grosor. Las agujas más usadas son las de un calibre comprendido entre 19 y 23 (de 0,9 a 1,1mm). Debe comprobarse siempre que el extremo de la aguja esté abierto y que no tenga aristas o extremos romos, que puedan producir dolor a los pacientes. Las agujas deben estar siempre estériles; en cambio, no es necesario que las jeringas lo estén, aunque, como se ha señalado, nunca deben reutilizarse.




Sistema de vacío para la recogida

El sistema de tubos de vacío para recoger especímenes de sangre venosa permite obtener esta directamente en los contenedores definitivos y sin limitación de volumen, con molestias mínimas. En la figura 5-2 se representan los componentes de este sistema. Son tres: el dispositivo de sujeción de los tubos, la aguja y los tubos:
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Figura 5-2 
Sistema de recogida de especímenes de sangre con tubos de vacío.









Dispositivo de sujeción de los tubos. Tiene por finalidad actuar de soporte físico para mantener fijos los tubos en el momento de la extracción y en él se enrosca también la aguja. 



Aguja. La aguja para los sistemas de vacío tiene los dos extremos punzantes; uno se introduce en la vena y el otro se dirige al interior del dispositivo de sujeción. Este último extremo lleva una camisa de goma como dispositivo de seguridad, que se cierra para evitar salpicaduras de sangre cuando se cambia de un tubo a otro.


Tubos de vacío. En la tabla 5-1 se presentan los diferentes tubos de vacío; en ellos, el color del tapón de goma indica el tipo de anticoagulante o conservante que llevan. La diferencia de tamaño entre los tubos permite obtener entre 3 y 15ml de sangre. En la tabla 5-2 se muestran sus dimensiones y su carga máxima.



Tabla 5-1 Tubos de vacío para recoger los especímenes de sangre


	EDTA, etilendiaminotetraacetato.



	Color del tapón
	Aditivo
	Utilización



	Rojo
	Ninguno
	Bioquímica en suero



	
	
	Serología



	
	
	Banco de sangre



	Rojo/gris
	Gel separador inerte
	Bioquímica en suero



	Verde
	Heparina
	Bioquímica en plasma



	Violeta
	EDTA
	Recuentos hematológicos



	Azul claro
	Citrato
	Estudios de coagulación



	Gris
	Fluoruro/oxalato
	Medida de glucosa



	Amarillo
	Polianetol sulfonato de sodio
	Hemocultivos



	Naranja
	Trombina
	Bioquímica de urgencia



	Negro
	Citrato
	Velocidad de sedimentación globular








Tabla 5-2 Dimensiones y carga máxima de los tubos




	Tamaño(mm)
	Carga máxima(ml)
	Tamaño(mm)
	Carga máxima(ml)



	10 × 65
	3
	16 × 75
	7



	13 × 75
	5
	16 × 100
	10



	13 × 100
	7
	16 × 127
	15






Los tubos de vacío están recubiertos interiormente de silicona para reducir la adhesión de los coágulos a las paredes y disminuir el riesgo de hemólisis. La silicona puede descomponerse con el tiempo, lo que después de la centrifugación daría lugar a especímenes con menos células. Por este motivo, se recomienda respetar la fecha de caducidad. Así pues, hay que evitar un almacenamiento demasiado prolongado de los tubos. Hay distintos tipos de tubos:


Tubos con separador. Estos tubos contienen polímeros semisólidos en su fondo. Una vez centrifugada la sangre, el polímero se interpone entre el suero o el plasma y las células, por ser su densidad intermedia entre la de ambos, lo que establece entre ellos una barrera que aísla el suero o el plasma del coágulo.


Tubos con un sistema de cerrado especial. Los tubos de vacío más empleados son los que llevan un sistema de cerrado especial. Se trata de tapones con un faldón de plástico externo que minimiza el riesgo de dispersión de gotas de sangre al extraer el tapón. Asimismo, el sistema incluye una cavidad de seguridad en la parte superior del tapón, y el orificio de su capuchón tiene un diámetro reducido, lo que disminuye el riesgo de contacto con la gota de sangre que puede quedar en la superficie del tapón, una vez completada la extracción. El diseño ergonómico de este faldón de plástico, que recubre los 2cm superiores del tubo, proporciona una sujeción que permite controlar mejor la extracción del tapón. Asimismo, la base plana del componente de caucho hace mínimas las adherencias de sangre y la pared inferior del faldón retiene la posibles salpicaduras aisladas.

A la vez que ofrece una gran superficie de sujeción, el faldón de plástico, aísla el tapón de goma, a modo de armadura. Así, este no entra en contacto directo ni con las manos ni con el espacio ambiente. Además, protege de los riesgos de contacto con los bordes superiores del tubo, sobre los que pueden quedar restos de sangre, cuando se reinserte el tapón. Una vez abierto el tubo, la reinserción es segura y fácil. La estanquidad del tubo se restablece perfectamente, de forma que prácticamente se eliminan los riesgos de contaminación en pasos sucesivos (agitación, reapertura y desechado).

En los últimos años se han comercializado tubos de plástico con un separador para muestras de suero. Las ventajas de los tubos de plástico con relación a los de vidrio son que no se rompen cuando caen sobre superficies duras, no producen aristas que puedan clavarse con el consiguiente riesgo de contagio, pueden incinerarse con masas resultantes muy pequeñas y pesan un 30% menos que sus equivalentes de vidrio.


Dispositivos de mariposa. Con venas difíciles y en los niños pueden utilizarse dispositivos de mariposa adaptados a los tubos de vacío (fig. 5-3). Consisten en agujas unidas a mariposas y conectadas con la aguja que se enrosca en el dispositivo de sujeción mediante un tubo de plástico. Con este sistema, la extracción de sangre venosa es fácil y cómoda para el paciente.
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Figura 5-3 
Dispositivo de mariposa para tubos de vacío.











Preparación y aproximación al paciente

La preparación adecuada de los pacientes es un factor fundamental para interpretar correctamente los resultados de las determinaciones solicitadas. Es bien sabido que muchos componentes sanguíneos se alteran al ingerir alimentos durante el período anterior a la extracción del espécimen de sangre. Las alteraciones dependen, en gran medida, del tipo y la cantidad de los alimentos ingeridos, así como del tiempo transcurrido entre la ingestión y la toma del espécimen. Muchas pruebas no requieren ayuno, aunque siempre es preferible que los pacientes no ingieran alimento al menos entre 4 y 6h antes de la extracción, pues esto reduce la posibilidad de una lipemia por quilomicrones que puede interferir en muchos métodos. En general, suele recomendarse un ayuno de unas 12h.

Más importante que la interferencia de la alimentación es la producida por la medicación. Cuando sea posible, se ha de dejar de tomar si se sabe que interfiere o puede interferir, al menos 48h antes de la toma.

La realización adecuada de la extracción de sangre no sólo implica conocimientos técnicos: también es fundamental mostrar interés por el paciente, ya que la obtención de los especímenes de sangre implica un contacto directo. Por ello es esencial que las personas que realicen este cometido tengan siempre en cuenta el servicio que están prestando. Todo el personal encargado de hacer las extracciones de los especímenes debe recibir descripciones muy detalladas e instructivas de los procedimientos.

Es preciso indicar al paciente que se siente de forma cómoda. El brazo tiene que descansar firmemente en el apoyabrazos y no ha de doblarse por el codo. En todo momento hay que ser franco con él, y explicarle qué se va a hacer. Hay que decir al paciente que, aunque la punción venosa duele, dura poco. No se le debe decir que el pinchazo no le dolerá, y se le ha de avisar cuando la aguja vaya a penetrar en la piel para evitar que se asuste. El personal de extracciones debe ser especialmente cuidadoso con los pacientes hospitalizados. Asimismo, con los niños es básico ganarse su confianza.




Punción venosa

La mayoría de los especímenes de sangre venosa se obtienen de las venas del antebrazo; las principales son la cefálica, la mediana cubital y la basílica (fig. 5-4). Generalmente, la punción suele realizarse en la mediana cubital por su grosor y superficialidad. Si hubiera problemas con esta vena puede emplearse la basílica. El brazo debe extenderse en línea recta desde el hombro hasta la muñeca. Para localizar la vena se ha de palpar y trazar su camino varias veces con el dedo índice. Cuando las venas superficiales no sean fácilmente detectables, puede forzarse la afluencia de sangre a la vena dando masajes al brazo desde la muñeca hasta el codo. Asimismo, puede golpearse la vena repetidamente con los dedos índice y segundo para producir su dilatación. También es posible aplicar un paño caliente (a unos 40°C) en el lugar durante 5min. 
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Figura 5-4 
Localización de las venas del antebrazo que se utilizan para la punción venosa.









Extracción con tubos de vacío

Antes de realizar una extracción mediante punción venosa con tubos de vacío, deben escogerse los tubos que van a emplearse de acuerdo con las determinaciones solicitadas. Este tipo de extracción se realiza de la siguiente forma (fig. 5-5). Las tomas de sangre deben hacerse siempre con guantes de látex. Hay que insistir en las medidas de seguridad de la extracción para evitar contagios. Localizada la vena como se ha expuesto anteriormente, se desinfecta la zona que circunda el punto de punción con un algodón empapado en alcohol, dejando que la piel se seque al aire. Cuando la piel esté seca se aplicará un compresor de goma, entre 10 y 15cm por encima del lugar de punción, para obstruir el retorno de la sangre venosa al corazón y distender las venas. Cuando vaya a realizarse la punción, el paciente deberá cerrar el puño para hacer más visibles las venas. A continuación, se enrosca la aguja en el dispositivo de sujeción y se introduce en la vena con un ángulo de unos 15°, con el bisel de la aguja hacia arriba para evitar que resbale sobre la epidermis. Salvada la resistencia inicial de la pared de la vena, se canaliza la aguja, apoyando el bisel en su parte inferior. Después se presiona el tubo de vacío sobre el extremo de la aguja situado dentro del dispositivo de sujeción, hasta pinchar el tapón y liberar el vacío. Cuando la sangre comience a fluir al tubo, se suelta el compresor sin mover la aguja, y el tubo se llena hasta que se agota el vacío. Mientras se esté llenando el tubo no hay que cambiar su posición. Asimismo, durante el procedimiento de llenado debe evitarse que el contenido del tubo entre en contacto con el tapón. Se mantendrá una ligera presión constante sobre el fondo del tubo en dirección a la aguja para impedir que se suelte la camisa de cierre y se detenga el flujo de sangre.
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Figura 5-5 
Extracción de sangre venosa con tubos de vacío: (1) colocación del compresor; (2) palpación de la vena; (3) introducción de la aguja en la vena; (4) introducción del tubo de vacío en la parte de la aguja situada dentro del dispositivo de sujeción.








Una vez llenado el tubo, se saca del dispositivo de sujeción y se coloca otro. De esta manera, pueden utilizarse los tubos que sean necesarios. Los tubos con anticoagulante deben llenarse hasta agotar el vacío y que cese el flujo de sangre, pues esto asegura una relación adecuada entre la sangre y el anticoagulante. Sin embargo, es normal que el tubo no se llene totalmente. Hay que mezclar bien el contenido de los tubos con anticoagulante, mediante una inversión suave. Para evitar una posible contaminación cruzada de los anticoagulantes, los tubos de vacío de recogida deben utilizarse en un orden determinado (tabla 5-3). Se ha señalado que puede producirse contaminación de un tubo a otro cuando hay problemas en la salida de la sangre. En general, se ha de empezar por los tubos estériles para cultivos y seguir, sucesivamente, por los tubos sin anticoagulante, los tubos para estudios de coagulación con citrato, los tubos con gel separador y los que contengan heparina y, finalmente, los tubos con otros anticoagulantes, como el EDTA.



Table 5-3 Orden de recogida de los especímenes con tubos de vacío


	EDTA, etilendiaminotetraacetato.

	
1. Recipientes estériles para cultivos


2. Tubos sin anticoagulante (suero para determinaciones químicas)


3. Tubos con citrato (plasma para estudios de coagulación)


4. Tubos con heparina (plasma para determinaciones químicas)


5. Tubos con EDTA (plasma para recuentos hematológicos)


6. Tubos con fluoruro/oxalato (plasma para la determinación de glucosa)
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