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1. INTRODUCCION

Los reptiles estan clasificados taxonémicamente en 4 6rdenes, y los quelonios
componen uno de ellos, el orden Testudines, Testudinala, o Chelonia. Este orden
se divide en dos subdrdenes, atendiendo al modo en que las tortugas retraen el
cuello: el suborden Cryptodira, que retraen el cuello y la cabeza hacia el interior
del caparazon; y el Pleurodira, que tan sélo giran el cuello lateralmente y lo pegan

al cuerpo (Boyer y Boyer, 2006).

La mayoria de los quelonios que los veterinarios estan mas habituados a ver y
tratar pertenecen al suborden Cryptodira, como los galapagos (Boyer y Boyer,

2006).

Entre las pruebas que los veterinarios necesitan realizar en los animales, esta la
medicion del nivel de glucosa en sangre. En los quelonios, como en otros animales,
conocer el valor de la glucemia ayuda al diagnoéstico de algunas enfermedades o a
saber el estado fisiologico en el que se encuentran (Chitty y Raftery, 2013b). Por lo

que su determinacién es una tarea que se realiza con frecuencia.

El gold standard de la determinacién de la glucemia es el analizador bioquimico
automatizado de los laboratorios, pero cada vez mas en medicina veterinaria se
esta extendiendo el uso de medidores portatiles de glucosa en sangre (glucometros)
que, realizando unas reacciones enzimaticas con la glucosa existente de una gota
de sangre, son capaces de medir la glucemia en pocos segundos (Stein y Greco,

2002; Gerber y Freeman, 2016).

En los quelonios, las muestras sanguineas normalmente proceden de vasos
venosos, porque las que se obtienen de los capilares suelen estar diluidas con
liquido linfatico debido a la proximidad de los vasos linfaticos y los capilares
sanguineos (Campbell, 2006). Razones como el pequeno tamano de algunos de estos
animales, el complejo manejo por su caparazon y la retraccion del cuello, o la dificil
visualizacion de las venas hacen que la extracciéon sanguinea en estos animales sea
dificil en la practica. Por lo que el uso de los glucometros en los quelonios seria de
gran utilidad para la labor de los veterinarios, motivo por el cual este trabajo

pretende comprobar su validez en galapagos.



1.1 PAPEL DEL PARQUE ZOOLOGICO

Numerosas entidades e instituciones trabajan para conservar el patrimonio
natural y la biodiversidad a nivel mundial. Entre ellas se encuentras los parques
zoologicos, que albergan una muestra representativa de especies de fauna silvestre
y reciben gran cantidad de visitantes, a los que comunican y sensibilizan sobre la
importancia de proteger dichas especies y sus habitats, implicandolos en su

cuidado (Rodriguez-Guerra y Guillén-Salazar, 2010).

Estos zooldgicos estan llevando a cabo un serio trabajo en la conservacion de
especies y proteccion del medio ambiente, involucrando y colaborando con
organizaciones ambientales, autoridades nacionales y regionales, instituciones
cientificas, universidades, asociaciones profesionales y ONG (Rodriguez-Guerra y

Guillén-Salazar, 2010).

El Parque Zoolégico Municipal de Cérdoba (en adelante PZMC) trabaja bajo una
estrategia global para desempenar las funciones de investigacion cientifica,
conservacion de especies, educacion y ocio. Ademas de trabajar en la recuperacion

de animales.

El PZMC ayuda al medio ambiente en el control de las especies exéticas invasoras
actuando como centro receptor de éstas. Un ejemplo de ello, es la entrada de
aproximadamente 250 galapagos exéticos de media anualmente, que se mantienen
en una instalacién expuesta al publico de alto contenido educativo y separados de

los galapagos autoctonos.

Estos especimenes proceden de particulares o encontrados en medio natural,
intentandose en el PZMC concienciar a la sociedad de la responsabilidad que
implica tener este tipo de animal de compania, como los cuidados diarios y
sanitarios que requieren, la edad que pueden llegar a alcanzar (40 afnos), el foco de
enfermedades que pueden ser o el peligro de desplazamiento de especies
autoctonas. No hay que olvidar que la comercializacion de la especie Trachemys

scripta ya esta prohibida en Espana por ser una especie exoética invasora.




1.2 ESPECIES EXOTICAS INVASORAS

La creciente expansion de especies exoéticas invasoras (EEI) a nivel mundial y su
consecuente destrucciéon del habitat son los dos problemas mas graves para la

conservacion de la biodiversidad en el mundo (Capdevilla-Argiielles y cols, 2006).

Una EEI es aquella que se introduce o establece en un ecosistema o habitat natural
o seminatural, y que es un agente de cambio y amenaza para la diversidad biolégica
nativa, ya sea por su comportamiento invasor, o por el riesgo de contaminacién

genética (Capdevilla-Argielles y cols, 2006).

Entre las especies que ya se detectan frecuentemente en el medio natural, los
parques y los jardines publicos de Andalucia, se incluyen los galapagos exdticos.
La especie mas abundante, a la que debemos calificar como especie invasora, es el
galapago de orejas rojas o galapago de Florida (Trachemys scripta elegans), de la
que se ha demostrado la existencia de poblaciones naturalizadas en algunos medios

acuaticos andaluces (Hidalgo-Vila y cols, 2009).

El galapago Trachemys scripta viene del sudeste de EEUU y se ha extendido como
animal de compania y liberado por el hombre por el mundo, llegando hasta el
Sureste Asiatico, Africa, Europa y zonas de EEUU en las que no estaba presente
(Chitty y Raftery, 2013a). Espafia no ha sido una excepcion, se pueden encontrar
en todo tipo de masas de agua dulce como rios, lagunas o estanques urbanos como
resultado de la liberacién de estos animales cuando ya no se quieren como mascotas

o porque se han escapado de los jardines donde estaban (Hidalgo-Vila y cols, 2009).

El galapago de Florida comparte habitat con dos especies de galapagos autoctonas:
el galapago europeo (Emys orbicularis) y el galapago leproso (Mauremys leprosa).
En areas del sur de Espana se detectaron animales de T.s. elegans que tenian un
escaso periodo de hibernaciéon y colonizaron mas temprano las zonas éptimas para
busqueda de alimento o asoleamiento, cuando los individuos de M. leprosa y E.
orbicularis ain se encontraban inactivos debido a dicha hibernacion. Esto le
confiere a esta especie exética una ventaja competitiva frente a las autdctonas.
Ademas, esta convivencia entre galapagos autéctonos y aldctonos posibilita el
intercambio de parasitos y microorganismos a los que los galapagos de Europa son

mas sensibles (Capdevilla-Argiielles y cols, 2006; Martinez-Silvestre y cols, 2015).



1.3 DESCRIPCION DE TRACHEMYS SCRIPTA

Los quelonios que utilizaremos en este estudio son galapagos de la especie
Trachemys scripta, que pertenecen a la familia emydidae del suborden Cryptodira

anteriormente descrito.

Dentro de esta especie, en el PZMC hemos seleccionado animales de las tres
subespecies que la componen, que son T.s. scripta, T.s. elegans y T.s. troostii,

ademas de un hibrido entre T.s. scripta y T.s. elegans.

Las tortugas de la especie Trachemys scripta son galapagos de mediano tamano,
que se caracterizan por la presencia de una mancha prominente a cada lado de la
cabeza, cuyo colorido difiere segun las subespecies (roja en 7T'.s. elegans, y amarilla
en T.s. scripta y en T.s. troostii) (Martinez-Silvestre y cols, 2015). Estos quelonios
tienen el caparazén un poco aplastado, la parte superior de las escamas
inframarginales presenta manchas redondas negras, y la parte inferior también
presenta manchas pero de menor tamano. El peto es amarillo y en algunos casos

con manchas negruzcas (Diaz-Paniagua y cols, 2005).

La longitud del caparazon puede alcanzar 30 cm en hembras y 23 cm en machos,
siendo las hembras de mayor tamano que los machos y presentando los machos
unas mas largas que las hembras (Martinez-Silvestre y cols, 2015). El patrén de

color de su cabeza y de su espaldar sirve para su identificacién:

o Trachemys scripta elegans. La cabeza y el cuello son de color verde con
disefio de lineas amarillas longitudinales, la presencia de una banda roja o
naranja que recorre cada lado de la cabeza a partir del ojo y por encima del
timpano es caracteristica de esta subespecie. Las escamas del espaldar son
de color marrén o verdoso y tienen lineas negras y amarillas (Diaz-Paniagua

y cols, 2005) (Figura 1).

e Trachemys scripta scripta. La cabeza y el cuello son negros con rayas
gruesas amarillas. En este caso la cabeza presenta una amplia mancha
amarilla que se extiende por detras del ojo y se prolonga hasta el cuello. El
color de las escamas del espaldar es marréon con grandes manchas amarillas

(Diaz-Paniagua y cols, 2005) (Figura 2).




Hibrido entre T.s. elegans y T.s. scripta. El color de cabeza y el cuello puede
variar entre las tonalidades de verde oliva y negro, con una mezcla del
patron de lineas y manchas amarillas propio de las dos subespecies. En la
cabeza tiene una pequena mancha rojiza o anaranjada por encima del
timpano, y una gran linea amarilla detras de los ojos, a modo de antifaz. En
el espaldar las escamas son de color marrén o verdoso oscuro con lineas

negras y amarillas (Diaz-Paniagua y cols, 2005).

Trachemys scripta troostii. La cabeza y el cuello son de color verde con varias
bandas postorbitales de color amarillo, que discurren de forma paralela

desde el ojo hasta la base del cuello. Tiene bandas amarillas en cada escama

pleural (Martinez-Silvestre y cols, 2015) (Figura 3).

Figuras 1, 2 y 3. Detalle del patrén de
color de la cabeza 1til para la
identificacion de T.s.e. (1), T.s.s. (2) y
T.s.t. (3).




1.4 GLUCEMIA

1.4.1 Determinacion de la glucemia

Durante décadas, se ha extraido sangre de personas y animales y ha sido analizada
para obtener informacion sobre la fisiologia del organismo, la salud y la condicién.
Para ese analisis, los analizadores quimicos automaticos de los laboratorios son los
métodos de referencia por excelencia. Con ellos se determinan los valores de los
compuestos sanguineos, entre los que se encuentra la concentracion de glucosa en

sangre (Stein y Greco, 2002; Stoot y cols, 2014).

Como complemento a los equipos laboratoriales, en los Gltimos 20 anos se han
desarrollado diversos tipos de aparatos de medicion portatiles que dan la opciéon de
realizar mediciones de ciertos parametros in situ durante el examen del paciente.
Este tipo de dispositivos se denominan genéricamente como point-of-care tests
(POC), y aunque este término puede traducirse como pruebas en el punto de
atencion, usaremos las siglas en inglés por ser las mas empleadas. Posiblemente,
la mayor aplicaciéon de los POC en medicina humana y veterinaria sean los
medidores portatiles de glucosa en sangre, los glucometros, debido a la incidencia
de diabetes mellitus en personas y pequefnios animales como el perro y el gato (Stoot

y cols. 2014; Hwang y cols, 2015).

Los glucémetros son un medio practico, comodo, rentable y rapido para evaluar la
concentraciéon de glucosa en sangre del paciente (Gerber y Freeman, 2016).
Presentan claras ventajas frente a los métodos de referencia porque sélo necesitan
una pequena gota de sangre y en pocos segundos se obtiene el resultado, son faciles
de usar y no necesitan personal de laboratorio cualificado para su uso. Pero
también tienen las desventajas de proporcionar mayor tasa de error debido a
condiciones ambientales de humedad y temperatura o por influencia del

hematocrito (Stein y Greco, 2002; Stoot y cols, 2014).

En general, los analizadores quimicos automaticos usan los métodos de
hexoquinasa o glucosa oxidasa en muestras de plasma con heparina para
determinar la concentracién de glucosa en sangre venosa de animales (Stein y
Greco, 2002). Mientras que en los glucometros es mas habitual el uso de métodos

con glucosa deshidrogenasa (Gerber y Freeman, 2016). Estos métodos difieren en




la enzima que interactia con la glucosa y por tanto en las reacciones enzimaticas

que producen (Figura 4) (Hwang y cols, 2015).

1) Hexokinase methods

hexokinase
Glucose+ATP ———— glucose-6-phosphate+ADP

GEPD
Glucose-6-phosphate+NADP* ———»

6-phosphogluconate+NADPH-+H:

2) Glucose oxidase methods

a-D-glucose — (mutarotase) — B-D-glucose

glucose oxidase
B-D-glucose+2H,0+0, ——»
Gluconic acid+2H,0,
Ortho-dianisidine+H,0,
(colorless)

Oxidized ortho-dianisidine+H.0,
(colored chromogen)

peroxidase
»

3) Modified glucose oxidase methods
4) Glucose dehydrognase methods

a-0-glucose — (mutarotase) —» B-D-glucose

glucose dehydrogenase

Glucose+MNADH -
Gluconolactone+MADP+H+

Figura 4. Métodos usados para medir la glucosa en sangre (Hwang y cols, 2015).

1.4.1.1 Método de la hexoquinasa

El principio del método de la hexoquinasa se basa en la capacidad de esta enzima
para generar glucosa-6-fosfato a partir de adenosin trifostato (ATP) y glucosa, que
se transforma en 6-fosfoglutamato por la accion de la glucosa-6-fosfato
deshidrogenasa. En esta segunda reacciéon también se transforma la nicotinamida
adenin dinucleétido fosfato (NADP*) a su forma reducida (NADPH) que es capaz
de absorber la luz a una longitud de onda de 340 nm (Hwang y cols, 2015).

Este método mide la glucosa en sangre a través del cambio en la absorbancia,

basandose en el incremento del nivel de NADPH (Hwang y cols, 2015).



1.4.1.2 Método de la glucosa oxidasa

En el método de la glucosa oxidasa se produce acido glucénico y perdxido de
hidrégeno a partir de la glucosa por accién de la enzima en cuestiéon. Después una
molécula productora de pigmento (orto-dianisidina) reacciona con el peréxido de
hidrégeno en presencia de una peroxidasa y como resultado se oxigena dicha
molécula generando color, que a su vez refleja el nivel de glucosa en sangre (Hwang

y cols, 2015).
1.4.1.3 Método de la glucosa deshidrogenasa.

En este método la enzima oxida a la glucosa transformandola en gluconolactona y
ademas se producen electrones por el cambio de NAD* a NADP (Hwang y cols,

2015).

Los glucometros que usan este método tienen el reactivo en el electrodo de la tira,
de tal manera que cuando la muestra se coloca en la punta de dicha tira se produce
la reaccion y se generan electrones, produciendo una corriente eléctrica
proporcional a la glucosa en sangre, que es medida por el glucometro y
transformada en el valor numérico que nos proporciona en la pantalla (Contour®

XT, manual del usuario).

1.4.2 Interés clinico de la glucemia

Conocer el valor de la glucosa en sangre es interesante tanto en situaciones donde
dichos valores de glucemia pueden ser fisiolégicos como en casos patologicos donde
la hiperglucemia o hipoglucemia podrian ayudar a la hora de orientar el

diagnoéstico (Chitty y Raftery, 2013b).

La concentraciéon de la glucosa en sangre en reptiles varia entre diferentes
especies, actividad reproductiva, estado nutricional o por las condiciones
ambientales. Por ejemplo, un incremento de la temperatura provocaria una
hipoglucemia en tortugas acuaticas pero una hiperglucemia en caimanes
(Campbell, 2006); o el estrés inducido por el manejo, que provoca hipoglucemia en
cocodrilos pero hiperglucemia en la mayoria del resto de reptiles, incluyendo a las

quelonios (Fyre, 1991a).




1.4.2.1 Hiperglucemia en quelonios

Es normal encontrar hiperglucemia en quelonios en los meses después de la
hibernacion (abril-junio), en hembras en la época de puesta de huevos, o incluso de
manera transitoria debido al estrés por manejo, como antes mencionamos

(Wilkinson, 2004; Stahl, 2006; Chitty y Raftery, 2013c).

En casos donde repetidos analisis de glucosa en sangre revelen la persistencia de
hiperglucemia en ausencia de estrés, se debe de considerar el diagnéstico de
diabetes mellitus, teniendo en cuenta que es una enfermedad poco comun. Se han
reportado dos casos de diabetes mellitus en quelonios marinos y uno en un quelonio

terrestre afectado con pancreatitis granulomatosa (Fyre, 1991a).

Las lesiones patoldgicas caracteristicas de la diabetes mellitus estan relacionadas
con la deficiencia de insulina pancreatica, donde los islotes de Langerhans podrian
atrofiarse o desaparecer, presentando sus células cambios degenerativos

hidrépicos, deposiciones amiloides o hialinizacién celular (Fyre F, 1991b).
1.4.2.2 Hipoglucemia en quelonios

Los quelonios con hipoglucemia suelen presentar signos clinicos no especificos,
como son la anorexia, la pérdida de peso, letargia, o una severa depresion. También
desarrollan signos clinicos neurolégicos como temblores musculares, convulsiones,

ataxia, incoordinacién y midriasis (McArthur, 2004; Chitty y Raftery, 2013c).

Ademas, la hipoglucemia es comun en casos de inanicién (sobre todo en animales
de edad avanzada) o malnutricion, enfermedad hepatobiliar severa, septicemia o
incluso en tortugas con enfermedades créonicas (Donoghue, 2006; Campbell, 2006;

Chitty y Raftery, 2013c).




1.5 EXTRACCION DE SANGRE EN QUELONIOS

Debido a las limitaciones que el caparazon de los quelonios impone durante la
exploracion fisica de las tortugas y a que los signos clinicos que presentan a
menudo son muy inespecificos, la extraccién de muestra sanguinea esta

frecuentemente indicada en estos animales (Chitty y Raftery, 2013b).

Para obtener muestras de calidad, se necesita una buena técnica de extraccion de
sangre y una adecuada eleccion del lugar de extraccion. El objetivo es obtener
muestras que nos permitan conseguir resultados fiables en su posterior analisis

(Chitty y Raftery, 2013Db).

La venopuncién en galapagos se puede realizar en las venas yugular externa y
coccigea dorsal, en el seno subcaparacial o en el plexo venoso braquial. De estos
sitios el mas indicado es la vena yugular externa, porque el resto de vasos
sanguineos generalmente van acompanados de vasos linfaticos que pueden alterar
los valores sanguineos por la dilucién de la muestra de sangre con linfa (Campbell,

2006; Chitty y Raftery, 2013b) (Figura 5).

Figura 5. Abordaje de la vena yugular externa derecha en 7.s.s.

Se debe acceder por el lado derecho, ya que la vena yugular derecha es mas grande
que la izquierda, extender el cuello y la cabeza y hacer presion en el cuello, en la
zona de entrada al caparazoén, para ingurgitar la vena. Una vez conseguida la
cantidad deseada, hay que aplicar presion en el sitio de puncién para prevenir la

aparicién de hematoma (Barrows y cols, 2004; Hernandez-Divers, 2006).




2. OBJETIVOS

1. Validar dos glucometros portatiles, de uso frecuente en medicina veterinaria,
para la determinacién de glucemia en sangre venosa de galapagos Trachemys sp

estableciendo su precision y exactitud respecto a dos métodos de referencia.

2. Establecer cual de estos glucometros es el mas aconsejable para su uso en

quelonios.




3. MATERIAL Y METODOS

3.1 ANIMALES Y HABITATS

Las muestras sanguineas con las que se ha trabajado en este estudio fueron
extraidas de 10 galapagos de la especie Trachemys scripta procedentes del Parque

Zoolégico Municipal de Cérdoba.

Este estudio se realizé durante los meses de enero y febrero, todos los quelonios
eran hembras adultas clinicamente sanas con un rango de pesos desde 1.452g

hasta 1.889g, siendo la media de 1.641g (Tabla 1).

GALAPAGOS SUBESPECIE MICROCHIP PESO (g)
Galapago 1 T. s. scripta 900 176000111178 1.593
Galapago 2 T. s. troostii 938 000000770284 1.688
Galapago 3 T. s. scripta 900 176000111195 1.769
Galapago 4 T. s. elegans 938 000000770190 1.474
Galapago 5 hibrido de T'.s.s. y T.s.e. 900 176000111175 1.889
Galapago 6 T. s. scripta 938 000000792644 1.465
Galapago 7 hibrido de T'.s.s. y T.s.e. 938 000000789451 1.748
Galapago 8 T. s. elegans 938 000000790099 1.452
Galapago 9 T. s. troostii 938 000000770211 1.520

Galapago 10 T. s. scripta 900 176000082994 1.835

Tabla 1. Relacién de individuos empleados.

Su habitat en el PZMC es un estanque de agua dulce de poca profundidad con
vegetacién semiacuatica, y salientes de tierra y roca dispuestos para su
asoleamiento (Figura 6). Los galapagos fueron seleccionados por su tamano y sexo,
llevandose a una instalacion temporal (4 piscinas de 50 litros de capacidad cada
uno y una amplia zona al sol con césped artificial y piedras). Diariamente se renovo
el agua y, dado la estacion del afio en que se encuentran (letargo invernal), no

fueron alimentados (Figura 7).




Figuras 6 y 7. H4bitat natural en el PZMC (5) e instalacién temporal (6).

Los quelonios del estudio estuvieron en esta instalaciéon temporal desde 20 dias
antes de la toma de muestras para aclimatarlas previamente a su manejo y

anestesia.

Se identificaron con microchip, leyéndoselo o implantandoselo al que no lo tuviese,
y se pesaron (Tabla 1). La Sociedad Zooldgica Veterinaria Britanica (The British
Veterinary Zoological Society) del Reino Unido recomienda que la implantacién del
microchip en quelonios sea en el miembro posterior izquierdo, subcutaneo y justo

debajo del caparazén (Chitty y Raftery, 2013b).

3.2 EQUIPOS DE MEDICION DE LA GLUCEMIA

3.2.1 Métodos de referencia

En este trabajo hemos empleado y comparado dos analizadores bioquimicos
automatizados como métodos de referencia para la determinaciéon de la glucemia y

validacién de los glucometros portatiles:

e Al5 de BioSystems (Barcelona, Espana) (Figura 8).
e C(Catalyst One® de Idexx (Barcelona, Espana) (Figura 9).

Ambos funcionan con el método de la glucosa oxidasa para la medicién de la glucosa
en sangre, empleando ambos una muestra de plasma o suero sanguineo (A15,

manual del usuario; Catalyst One®, manual del usuario).



Figuras 8 y 9. Métodos de referencia empleados: A15 (7) y Catalyst One® (8).

3.2.2 Glucometros portatiles

Los glucometros a validar, son de medicina humana y ambos han sido validados o

empleados en otras especies de animales en estudios previos (Figura 10):

e Accu-Chek® Aviva de Roche (Roche Farma, Madrid, Espana).
e Contour® XT de Bayer (Bayer Hispania S.L., Barcelona, Espana).

Estos dos glucometros necesitan una gota de sangre entera de 0,6 ul (puede ser
venosa, arterial o capilar), y en 5 segundos calculan la cantidad de glucosa en un
rango de 10 a 600 mg/ml de sangre usando el método de la glucosa deshidrogenasa

(Accu-Chek® Aviva, manual del usuario; Contour® XT, manual del usuario).

Figura 10. Glucémetros portatiles empleados:
Accu-Chek® (derecha) y Contour® (izquierda).




3.3 MUESTRAS DE SANGRE

La sangre con la que trabajamos fue sangre venosa, sacada de la vena yugular
externa derecha de los galapagos. A fin de obtener muestras de la maxima calidad
posible, sin alteraciones de hemolisis o coagulacion que pudieran alterar los
resultados, asi como minimizar el estrés de los animales, se opté por un manejo y
extraccion sanguinea bajo anestesia e incision cutanea para acceder y visualizar

de vena yugular derecha.

Previamente, dos horas antes de la manipulacion, se llevaron a los individuos
objetos del estudio a un cuarto con temperatura ambiente a 25° C. Se siguio el

siguiente procedimiento para la obtencién de las muestras sanguineas:

e La anestesia se realiz6 con propofol (Propovet®), bien en el seno
subcaparacial o en la vena coccigea dorsal, utilizando una dosis/efecto de 10-
15 mg/kg (Schumacher y Yelen, 2006) y esperando unos minutos hasta
observar la ausencia de reflejos en el animal. Algunos individuos requirieron
alguna dosis de repeticion (Figura 11).

e Posicionamos al animal en dectbito lateral izquierdo, le estiramos el cuello
y cabeza, desinfectamos la zona y procedemos a realizar una incisién
cutanea de dos centimetros, caudal al timpano, y a lo largo del cuello. Una
vez visualizada la vena yugular se procede a la extraccion de la muestra
sanguinea en voliumenes adecuado de sangre (Figura 12).

e Obtuvimos 1 ml que se deposité inmediatamente en un tubo con heparina
de litio, ya que es un anticoagulante que no afecta a la medicién de glucosa.
En quelonios sanos se puede sacar hasta 3 ml de sangre (Chitty y Raftery,
2013b).

e (Cerramos la herida con puntos simples y dejamos al animal despertar en

una zona segura.

De la sangre obtenida de cada galapago (aproximadamente 1 ml de cada una), se
tomaron muestras en dos capilares de microhematocrito con una longitud de 70
mm y un diametro interno de 1,5 mm. Uno de los capilares se empled para las
mediciones con los glucometros y el otro para la determinaciéon del hematocrito. El
resto de la sangre se us6 para medir la glucemia por los métodos de referencia y

para calcular las proteinas totales.



a

Figuras 11 y 12. Detalle de la administracién del agente anestésico en el seno
subcaparacial (10) y de la extraccién de sangre en la vena yugular externa derecha (11).

3.4 DETERMINACION DE LA GLUCEMIA

3.4.1 Métodos de referencia

En el laboratorio determinamos la glucemia en las 10 muestras plasmaticas,
correspondientes a cada uno de los galapagos muestreados, por los métodos de
referencia ya mencionados: A15 y Catalyst One®. En uno de los galapagos se
obtuvieron dos muestras, la muestra adicional se utilizé para calcular la precision
intraensayo del Catalyst One®. Estas muestras plasmaticas fueron obtenidas por

el siguiente procedimiento:

e C(Centrifugamos cada muestra sanguinea lo antes posible a 2.500 rpm
durante 10 minutos para separar el plasma.

e Pipeteamos el plasma y lo trasladamos a un tubo de Eppendorf de 1,8 ml
(Figura 13).

e Refrigeramos inmediatamente el plasma hasta su analisis.

e Transporte al laboratorio y analisis de las muestras con ambos métodos de
referencia inmediatamente después de finalizar las mediciones con los

glucometros portatiles.

Figura 13. Pipeteo del plasma
después de la centrifugacion.




3.4.2 Glucometros portatiles

Las mediciones de glucosa con ambos glucometros utilizados (Accu-Chek® Aviva y
Contour® XT) se realizaron inmediatamente después de la extraccién sanguinea.

Para ello establecimos las siguientes pautas:

e Ponemos en contacto la punta del capilar con la hendidura de la tira reactiva
introducida en el glucometro en posicion horizontal.

e La muestra se absorbe por capilaridad y en 5 segundos el resultado aparece
en la pantalla (Figura 14).

e Vamos alternando el orden del uso de los glucometros entre la muestra de

una tortuga y la siguiente.

Figura 14. Detalle de la absorcién por capilaridad de gota de sangre.

En total se usaron 20 tiras reactivas de cada glucometro, 10 para la medicién de
glucosa de cada galapago y otras 10 para establecer la precisiéon intraensayo de

cada glucometro, realizando 10 medidas repetidas en la misma muestra.




3.5 DETERMINACION DEL. HEMATOCRITO

Tras la centrifugacion de los capilares con las muestras de sangre a 11.000 rpm
durante 5 minutos se determiné el porcentaje de hematocrito en las muestras, para
ello se utiliz6 una centrifugadora clinica (Nahita modelo 2824, Beriain (Navarra),

Espana).

3.6 DETERMINACION DE LAS PROTEINAS TOTALES

Las proteinas totales se determinaron por refractometria empleando un
refractometro clinico de mano especifico para veterinaria (Schonfeld modelo ZGRC-

200, Buenos Aires, Argentina).

3.7 ANALISIS ESTADISTICO

Todos los calculos estadisticos utilizados en este trabajo y que se especifican a
continuaciéon se realizaron mediante el software Prism 5.02 para Windows

(GraphPad software, San Diego, California).

Las variables estudiadas fueron la glucemia, el hematocrito y las proteinas totales,
para todas ellas se calcularon los estadisticos descriptivos de la muestra. Se realizo
la prueba de Kolmogorov-Smirnov (KS) mediante la cual se puede saber si los
valores de las variables tienen una distribuciéon normal (de campana de Gauss o
Gaussiana) o no. En funcién del resultado del test de KS, posteriormente se eligié
una prueba estadistica paramétrica o no paramétrica para la comparacién de
medias y para la determinacién de la correlacion entre los valores de glucemia

obtenidos los dos métodos objetos de la comparacion.

Como parametros para la validacion de los glucometros portatiles se determinaron
la precision, entendida como la capacidad del glucometro usado de realizar
mediciones iguales entre si de una misma muestra, y la exactitud, o capacidad del
glucémetro a validar para medir el valor real de glucemia establecido por el método

de referencia con el que se compara (Brito-Casillas y cols, 2014).

Para valorar la precision de los glucometros se calculd el cociente de variacion de
10 medidas repetidas de la misma muestra en el mismo ensayo y efectuadas por el
mismo operador (precision intraensayo). No se determin6é la precision

interensayos.




En la determinacién de la exactitud primero se realizé un test de Friedman para
la comparacion del valor medio de glucemia obtenido por cada método, seguido del
post-test de Dunn para comparar todas las posibles parejas de columnas entre si.
A continuacién, se determiné la correlacion (la existencia de una asociaciéon o no, y
como de significativa) con los métodos de referencia mediante el test de Spearman
(s1 los valores de alguno de los dos métodos en comparaciéon, o los dos, no siguen
una distribucion normal) o el test de Pearson (si los valores de los dos métodos en

comparacion siguen una distribucién normal).

Finalmente se representaron las diferencias entre los valores de glucemia
obtenidos mediante cada glucometro respecto a las técnicas de referencia mediante
graficos de Bland-Altman. Para la construccion de los graficos se siguid la norma
ISO 15197: 2013 utilizada como estandar internacional en la evaluacion de la
exactitud y precisiéon para la determinacién de glucometros portatiles en sangre
humana. Esta norma establece como aceptables diferencias en las concentraciones
de glucosa inferiores a 15 mg/ml para muestras con una glucemia inferior a 100

mg/ml (Brito-Casillas y cols, 2014).

El sistema Catalyst One® se us6é como método de referencia para la validacién de
los glucémetros pero a su vez también se comparé con el autoanalizador A15 al ser
el sistema Catalyst One® un equipo que acaba de comercializarse y de reciente

adquisicion.

Por ultimo, se determiné también la correlacion de los valores de glucemia cada
uno de los glucometros con los valores de las variables del hematocrito y de las
proteinas totales para valorar si podia haber influencia de alguno de estas dos

variables en la medicién de glucemia por parte de los glucometros.

Para la deteccion de valores sesgados o fuera de rango (outliers) se realizd el test
de Grubbs (https://graphpad.com/quickcalcs/Grubbsl.cfm) sobre los valores de

glucemia obtenidos por cada método.




4. RESULTADOS Y DISCUSION

La extraccion de sangre en la vena yugular de los animales fue realizada con cierta
dificultad, debido a su pequeno calibre y la rapidez con la que la vena se colapsaba
al realizar el vacio con la jeringa. A causa de la baja frecuencia cardiaca de estos
animales era necesario esperar unos segundos para que el vaso volviera a llenarse
de sangre. A pesar de ello, en todos los galapagos se tomé una cantidad suficiente

de sangre, sin problemas de coagulacién ni de hemolisis.

La utilizacién de capilares de hematocrito permitié aplicar con facilidad una
pequena gota de sangre en el area de lectura de cada glucometro resultando ser un
método mas practico que la aplicacién directa empleando la jeringa al ser el area

de lectura estrecha, especialmente en el glucometro Contour® XT.

Todo el proceso de obtencion de las muestras se realizd sin incidentes y no hubo
que repetir la extracciéon en ninguno de los galapagos. Los cuales se recuperaron
sin ninguna complicacion ni efecto secundario, sus heridas cicatrizaron y se

retiraron los puntos antes de devolverlas a su estanque.

Las mediciones de glucemia con los glucometros se realizaron justo después de
obtener las muestras, los capilares de hematocrito se sellaron inmediatamente y
tanto los capilares como el plasma obtenido por centrifugacién se refrigeraron en

menos de 15 minutos tras la extraccién sanguinea.

Todas las muestras se tomaron el mismo dia por la mafnana y, una vez que se
procesé la muestra del dltimo animal, nos desplazamos al laboratorio del Hospital
Clinico Veterinario de la Universidad de Cérdoba, donde se determinaron los
valores de glucemia mediante los métodos de referencia en todas las muestras de
plasma. También se midieron los valores de hematocrito y proteinas totales. Las

muestras de plasma sobrantes fueron posteriormente congeladas.

El test de Grubbs detecté como sesgado o fuera de rango el valor (outlier) de
glucemia obtenido del galapago numero 8 en el método Catalyst One® y hubo que
repetir la determinacion a partir del plasma congelado. La segunda determinacion
obtuvo un resultado similar al otro método de referencia. Este error tuvo que ser

de origen pre-analitico por una mal pipeteo de la muestra; el equipo incluye una




pipeta especial que toma una muestra de 300 ul y es posible que en el primer

analisis el volumen pipeteado fuese inferior.

Los resultados obtenidos de las mediciones de glucemia de las 4 pruebas, del

hematocrito y de las proteinas totales se encuentran recogidos en la Tabla 2.

I
(g/dl)

Catalyst® Accu-Chek® Contour® Hto
: (mg/dl) (mg/dl) (%)

68 67 40 29 24 6,5

72 74 68 54 22 5,4
57 51 46 35 20 4,6
86 94 68 51 25 5,4
51 44 43 36 18 4,2
61 61 44 32 19 6,3
69 75 59 51 27 4,5
119 118 93 75 32 6

64 70 54 41 22 6,8
118 130 93 79 25 5,6

Tabla 2. Mediciones de glucemia en sangre venosa obtenidas por los 4 métodos ensayados,
del hematocrito (Hto) y las proteinas totales (PT).

4.1 ESTADISTICA DESCRIPTIVA

Al calcular la estadistica descriptiva, observamos que los cuatro métodos
realizaron mediciones dentro del rango de normoglucemia en Trachemys scripta
elegans, siendo éste de 20-113 mg/dl (Chitty y cols, 2013d). Y siendo las medias de
las mediciones del A15, Catalyst®, Accu-Chek® y Contour® de 76,5 + 24,02 mg/dl,
78,4+ 27,77 mg/dl, 60,8 £ 19,66 mg/dl y 48,30 + 17,39 mg/dl respectivamente (Tabla

).

w

Ambos métodos de referencia presentan una media de los valores de glucemia muy
parecidas. Las mediciones del Catalyst® son las que tienen una media mas elevada
de los cuatro métodos, pero también tienen una mayor desviaciéon estandar (SD)
debido a que presentan una mayor dispersion de las muestras, la glucemia minima
fue de 44 mg/dl y la maxima de 130 mg/dl, lo que significa una diferencia entre
animales de 86 mg/dl de glucosa. La amplitud fue menor para los glucometros por
su tendencia a registrar valores mas bajos de glucemia en comparacién con los
métodos de referencia. En general, el glucometro Contour® es el que obtuvo valores

mas bajos (Grafica 1).



Accu-
Chek® Contour® Hto PT

(mg/dl) (mg/dl) (me/dl) (mg/dl) (%)  (g/d))

| Numero de valores BT

Al5 Catalyst®

51,00 44,00 40,00 29,00 18,00 4,20
Mediana (percentil 50) 68,50 72,00 56,50 46,00 23,00 5,50
119,0 130,0 93,00 79,00 32,00 6,8
]
76,50 78,40 60,80 48,30 23,40 5,53
24,02 27,17 19,66 17,39 4,169 0,89
7,597 8,78 6,216 5,500 1,318 0,281
]
Limite inferior (IC de
la media del 95%) 59,31 55,26 46,74 35,86 20,42 4,90
Limite superior (IC de
la media del 95%) 93,69 90,14 74,86 60,74 26,38 6,17
Test de normalidad KS
Valor de P 0,032 0,800 > 0,10 > 0,10 >0,10 =>0,10
(P =a? (a=0,05) No Si Si Si Si Si

Tabla 3. Estadisticos descriptivos de los valores de glucemia en sangre venosa obtenidos por
los 4 métodos ensayados, del hematocrito (Hto) y las proteinas totales (PT). KS: test de
normalidad de Kolmogorov-Smirnov.
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Grafica 1. Diagrama del tipo cajén y patas (box and whiskers) de los 4 métodos
de determinacién de glucemia ensayados. La linea central se corresponde con la
mediana o percentil 50 y las patas corresponden a los valores minimo y maximo.




En el caso del hematocrito, se consiguié una media de 23,4%, con un minimo de
18% y un maximo de 32%, estos resultados son algo mas bajos del rango normal

para T.s.e., que es de 25-33% (Chitty y cols, 2013d).

Respecto a las proteinas totales, sélo hacer la observacion de que los valores (la
media fue de 5,53 + 0,89 g/dl) estaban dentro del rango normal para T.s.e., siendo
éste de 2,8-6,6 g/dl (Chitty y cols, 2013d). Los niveles de proteinas totales no
influyen sobre la determinacién de la glucemia ni en sangre completa ni en plasma.
Sin embargo, una disminucién en la concentracion de proteinas plasmaticas puede
ser indicativa de hemodilucion por lo que se consideré importante su

determinacion.

En el test de normalidad de Kolmogorov-Smirnov se determiné que sélo los valores
de glucemia determinados con el A15 no siguen una distribuciéon normal (P=0,032),
mientras que los valores de los otros 3 métodos, los del hematocrito y las proteinas

totales si lo hacian (P>0,05).

4.2 PRECISION

En el calculo de la precision se obtuvieron unos valores maximos y minimos de
glucemia de 86 mg/dl y 75 mg/ml, respectivamente, con el sistema Catalyst®; de
71 mg/dl y 66 mg/dl con el glucometro Accu-Chek®; y de 51 mg/ml y 43 mg/ml con
el glucometro Contour® (Tabla 4).

Catalyst® (mg/dl) _ Accu-Chek® (mg/dl) _ Contour® (mg/dl) |
75 67 51
75 68 50
77 71 49
79 70 49
81 68 49
83 68 45
82 67 44
82 68 44
83 67 43
86 66 43

Tabla 4. Mediciones repetidas realizadas sobre la misma muestra con el Catalyst® y los
2 glucémetros.



Estas variaciones de glucemia, en medidas repetidas sobre la misma muestra,
proporcionaron un coeficiente de variacion (CV) intraensayo del 4,59% para el
sistema Catalyst®, del 2,19% para el glucometro Accu-Chek® y del 6,78% para el
glucometro Contour® (Grafica 2). Un CV < 5% es aceptable en la precision de los
equipos de mediciéon de glucosa (Brito-Casillas y cols, 2014). Por lo que el
glucometro Contour® seria el tinico que superaria dicho limite. Ademas, hay que
tener en cuenta que estos valores se obtuvieron en un mismo ensayo y por un

mismo operador, y es logico suponer que los CV interensayo seran mas elevados.

Por tanto, solamente el glucometro Accu-Chek® podria tener una precision
aceptable, considerando que en quelonios las mediciones de glucemia no tienen
como objetivo calcular la dosificacion de insulina. En personas diabéticas se
considera como aceptable un CV entre el 1-2%, pues una impresiéon mayor

resultaria en la administraciéon de dosis inapropiadas de insulina (Gerber y

Freeman, 2016).
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Grafica 2. Comparaciéon de los coeficientes de
variacion de la precision del Catalyst®, Accu-Chek®
y Contour®.

Las mediciones con los glucometros se realizaron primero con el Accu-chek® y
luego con el Contour®, se tard6 practicamente el mismo tiempo, quizas un poco
mas con el segundo glucometro porque era algo mas dificultoso la absorcién de la
sangre por capilaridad debido a que la ranura era mas estrecha. No consideramos
que esto pudiera influir ya que estamos hablando de un intervalo de tiempo muy

breve.




En personas, se ha determinado que si no se separa el plasma o el suero de los
globulos rojos, la concentracion de glucosa en la muestra disminuye un 5-7% cada
hora, mientras que en aves, las muestras obtenidas con heparina son estables
hasta 4 horas después de su obtencion (Gerber y Freeman, 2016). No hemos
encontrado referencias especificas para quelonios, pero aunque las mediciones
sucesivas del glucometro Contour® sugieren un consumo rapido de la glucosa, no
creemos que esta sea la causa, pues el tiempo empleado para realizar las 10

mediciones con ambos glucometros no fue superior a 15 minutos.

4.3 EXACTITUD

El estudio y la comparacion de la exactitud entre los cuatro métodos se basaron en
una prueba de comparaciéon de medias, determinaciéon de la correlaciéon y
construcciéon de diagramas de Bland-Altman para valorar el grado de acuerdo entre

los glucometros y los métodos de referencia.

4.3.1 Comparacion de valores medios de glucemia

Al realizar el test de Friedman para la comparacion de las medias con un grado de

confianza del 95%, se obtuvieron diferencias muy significativas (P <0,0001).

Para averiguar entre cuales de los métodos habia una diferencia significativa de

sus medias, se realizé el post-test de comparacién multiple de Dunn (Tabla 5).

Test de Dunn Valor de P (Significativo (P < 0,05)?
A15 vs Catalyst® > 0,05 No
A15 vs Accu-Chek® > 0,05 No
A15 vs Contour® 0,001 Si
Catalyst® vs Accu-Chek® 0,05 Si
Catalyst vs Contour® 0,001 Si

Accu-Chek® vs Contour® > 0,05 No
Tabla 5. Test de comparaciones multiples de Dunn comparando los valores de glucemia
en los 4 métodos ensayados.




Se obtuvieron diferencias estadisticamente significativas entre las concentraciones
medias de glucosa obtenidas por el Catalyst® y el glucometro Accu-Chek®, aunque
se encuentra justo en el limite (P=0,05), y diferencias muy significativas (P=0,001)

entre ambos métodos de referencia y el glucometro Contour®.

La existencia de diferencias significativas indica que los valores de glucemia
obtenidos por los glucometros, especialmente en el caso del modelo Contour®,
tienen un sesgo demasiado alto, superior a la variaciéon de *15 mg/ml para
concentraciones < 100 mg/ml recomendada en perros (Brito-Casillas y cols, 2014) o

del 10% establecido para personas diabéticas (Katsoulos y cols, 2011).

4.3.2 Correlacién

Para comprobar en qué medida existe correlacion entre los valores de los métodos
de referencia y cada uno de los glucometros, se realizé una prueba de correlacién
de Spearman (no paramétrica; correlacion con el equipo Al5) o de Pearson
(paramétrica; correlacion entre el resto de equipos). Aunque la correlacion fue
léogicamente significativa en todos los casos, el grado de correlaciéon debe ser alto
para que sea clinicamente aceptable. En este contexto, coeficientes de correlacion
inferiores a 0,9 se consideran bajos y entre 0,9 y 0,95 moderados (Domori y cols,
2014). La falta de correlacion para la toma de decisiones clinicas, se representa
graficamente mediante el diagrama de Bland-Altman donde las abscisas (eje X) se
corresponde con la media de los valores de glucemia obtenidos en una misma
muestra por los dos métodos a comparar y el de ordenadas (eje Y) con la diferencia
entre los dos métodos. Una vez definido el rango de diferencias aceptables (15
mg/ml en nuestro caso (norma ISO 15197: 2013), el grafico permite apreciar la
proporcion de medidas tomadas del método a validar que tendrian una

interpretacion clinica igual a los valores del método de referencia.

La prueba de correlaciéon de Spearman entre ambos métodos de referencia muestra
una asociaciéon muy significativa (P<0,0001), con un coeficiente de correlaciéon alto
(r=0,9636) (Grafica 3). En la grafica de Bland-Altman (Grafica 4), se aprecia como
todos los valores de las diferencias respecto al método de referencia (analizador
A15), estan incluidos en la zona de concordancia clinica, al ser todas menores de
15 mg/ml. Este acuerdo del 100% permite concluir que ambos métodos ofrecen

resultados comparables para muestras sin hiperglucemia.




1501
404

204

Diferencia
=
€

Catalyst

-20-
504

-404

0 50 100 150
3 Alb 4 Media

Graficas 3 y 4. Representacion grafica de la correlacion lineal (3) y diagrama de Bland-
Altman (4) entre los equipos A15 y Catalyst®.

La prueba de correlacién de Spearman entre los valores obtenidos por el analizador
A15 y el glucometro Accu-Chek® determina que hay una asociacion significativa

(P=0,002) con un coeficiente de correlacién bajo (r=0,8598) (Grafica 5).

En la grafica de Bland-Altman se aprecia que el 50% los valores de las diferencias
entre las mediciones de la glucemia entre los equipos Al5 y Accu-Chek® son

mayores de 15 mg/ml (Grafica 6).
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Graficas 5 y 6. Representacion grafica de la correlacién lineal (5) y diagrama de Bland-
Altman (6) entre los equipos Al5 y Accu-Chek®.

En la comparacion del analizador A15 con el glucometro Contour® por la prueba
de Spearman se obtuvo una correlacion significativa (P=0,009) con un coeficiente

de correlaciéon muy bajo (r=0,7964) (Grafica 7).




En la grafica de Bland-Altman se aprecia que tan sélo el 10% los valores de las
diferencias entre las mediciones de la glucemia entre el analizador Al5 y el

glucometro Contour® son iguales o menores que 15 mg/ml (Grafica 8).
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Graficas 7 y 8. Representacion grafica de la correlacion lineal (7) y diagrama de Bland-
Altman (8) entre los equipos A15 y Contour®.

La prueba de correlacion de Pearson entre los valores obtenidos por el Catalyst® y
el glucometro Accu-Chek® determina que hay una asociacién significativa

(P=0,001) con un bajo coeficiente de correlacién (r=0,8903) (Grafica 9).

En la grafica de Bland-Altman se aprecia que s6lo el 30% los valores de las
diferencias entre las mediciones de la glucemia entre el sistema Catalyst® y Accu-

Chek® son iguales o menores que 15 mg/ml (Grafica 10).
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Graficas 9 y 10. Representacion grafica de la correlacion lineal (9) y diagrama de Bland-
Altman (10) entre los equipos Catalyst® y Accu-Chek®.




Por ultimo, al estudiar la correlaciéon entre el sistema Catalyst® y el glucometro
Contour®, la prueba de Pearson es significativa (P=0,0002) con un coeficiente de

correlacion moderado (r=0,9206) (Grafica 11).

En la grafica de Bland-Altman se aprecia que tan sélo el 20% los valores de las
diferencias entre las mediciones de la glucemia entre Catalyst® y Contour® son

iguales o menores que 15 mg/ml (Grafica 12).
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Graficas 11 y 12. Representacion grafica de la correlacién lineal (11) y diagrama de
Bland-Altman (12) entre los equipos Catalyst® y Contour®.

Después de exponer las pruebas estadisticas y graficos realizados para determinar
la exactitud de los dos glucometros estudiados, nuestros resultados indican que
ninguno de ellos presenta una exactitud aceptable. El glucometro Accu-Chek®,
solo obtuvo un 50% de acuerdo respecto al analizador A15 y un 30% respecto al
sistema Catalyst®. En el caso del glucometro Contour®, la falta de acuerdo es del

90% y del 80% respecto a los mismos métodos.

Si consideramos como el valor real de glucemia, aquel obtenido por el método de
referencia, nuestros resultados indican que ambos glucémetros tienen poca
exactitud debido a que subestiman la concentracién de glucosa, especialmente el
glucometro Contour®, que ademas presenta una precision reducida. Esta falta de
exactitud en muestras normoglucémicas, podria ser mayor en animales con
hipoglucemia pues los glucometros suelen ser menos exactos cuanto menores son
los valores de glucemia medidos (Brito-Casillas y cols, 2014; Hwang y cols, 2015).

Esta tendencia a subestimar la glucemia se ha encontrado en otros trabajos previos




donde se concluyé que la mayoria de glucometros miden alrededor de un 20%

menos del valor real de la glucemia (Stahl, 2006).

Esta falta de exactitud podria ser compensada mediante el calculo de un intervalo
de glucemia normal especifico de cada glucometro o mediante un “coeficiente
corrector”. En promedio, los métodos de referencia A15 y Catalyst® obtuvieron
respectivamente valores 1,27 y 1,29 veces mas altos que el glucometro Accu-
Chek®. En el caso del glucometro Contour® los valores de los métodos de referencia
fueron 1,63 y 1,65 veces mas altos. Puesto que el glucometro Accu-Chek® presenta
una precision aceptable, se podrian usar estos cocientes de correcciéon para
multiplicar el valor de glucemia obtenido por el glucometro y aproximarlo al valor
real que proporciona el método de referencia. Logicamente, seria necesario emplear
un mayor numero de animales y disponer de muestras con diferentes rangos de

glucemia, pues la proporcionalidad de los resultados no es constante.




4.4 INFLUENCIA DEL HEMATOCRITO

Se ha querido estudiar la posible influencia del hematocrito en las mediciones de
glucemia de los glucometros, para ello se calcul6 si habia correlaciéon entre estas

variables con la prueba de correlacion de Pearson.

Como resultado, en ambos casos existe una asociacién pero no es muy significativa
(P=0,0158 en el caso de Accu-Chek®, y P=0,02 con el Contour®) y un coeficiente de
correlacion muy reducido (r=0,5377 y r=0,5118 para cada uno) (Graficas 13 y 14).
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Graficas 13 y 14. Representacion grafica de la correlacion lineal entre el hematocrito y
los glucometros Accu-Chek® (13) y Contour® (14).

En personas y en varias especies de animales, se ha comprobado que un
hematocrito elevado reduce el valor de la glucemia cuando se mide en sangre
entera respecto al plasma o suero, debido a que la concentraciéon de agua (y por
tanto el contenido en glucosa) es menor en los eritrocitos que en el plasma (Gerber
y Freeman, 2016). Por el contario, nuestros resultados no indican que exista un

fenémeno similar en quelonios, aunque la muestra estudiada es muy reducida.




4.5 LIMITACIONES DEL ESTUDIO

Existen diferentes exigencias y protocolos de validacion para los equipos de
laboratorio en funciéon del parametro que miden y de sus implicaciones clinicas.
Antes de emitir nuestras conclusiones, es importante destacar las limitaciones que

presenta este trabajo respecto al protocolo de validacion.

La principal limitaciéon ha sido el tamano de la muestra. Una muestra de 10
animales es insuficiente para establecer un rango normal de glucemia para cada
equipo evaluado. El escaso tamano de la muestra aumenta el riesgo de que datos
sesgados influyan significativamente en los resultados de las pruebas estadisticas.

Ademas, todas las muestras procedian de hembras adultas.

Una segunda limitacién es que sb6lo hemos empleado un aparato de cada
glucometro. Aunque ambos aparatos eran de nueva adquisicién y nunca dieron
mensaje de error alguno o problemas de funcionamiento, una mala calibracién o

defecto técnico de cualquier tipo no hubiera sido detectado.

Finalmente, dentro del protocolo de validaciéon, no se calcul6 la variacién entre
interensayos, no se repitieron los calculos para diferentes rangos de glucemia, ni
se realizaron pruebas de exactitud mas especificas como la regresion de Passin
Bablok para comparacion de métodos laboratoriales o los graficos de error clinico
(error grid analysis), que requieren muestras con diferentes rangos de glucemia y
el conocimiento de un rango de valores normales para la especie y parametro que
se estudia. Por tanto, entendemos que nuestros resultados deben considerarse de
caracter preliminar y que seria necesario un estudio mas riguroso para llegar a
conclusiones definitivas. No obstante, los resultados obtenidos muestran
diferencias clinicamente relevantes entre ambos glucometros y un estudio mas
complejo hubiera estado fuera de los requisitos establecidos para trabajos de fin de

grado.




5. CONCLUSIONES

1. Los glucometros Accu-Chek® Aviva y Contour® XT, bajo las condiciones de este
estudio, no han alcanzado una exactitud aceptable respecto a los métodos de
referencia para la determinacién de la glucemia en sangre venosa de galapagos

Trachemys sp.

2. El glucometro Accu-Chek® Aviva presenta una buena precision y seria el mas
indicado para su uso en quelonios. Su falta de exactitud obligaria no obstante a
establecer su propio rango de glucemia normal a partir de una muestra

representativa de animales antes de poder ser utilizado con fines clinicos.




6. RESUMEN

La extraccion de sangre en quelonios es una técnica usada para la determinacion
de ciertos parametros como la glucemia. En la practica es algo complicado
ejecutarla, por lo que este trabajo pretende validar el uso de dos glucometros
portatiles para la determinaciéon de glucemia en sangre venosa de galapagos
Trachemys sp. Para ello se ha tomado una muestra de sangre venosa de diez
galapagos hembras, adultas y clinicamente sanas y se ha determinado la glucemia
a través de dos métodos de referencia (analizador A15 de BioSystems y Catalyst®
One de Idexx) y de dos glucometros (Accu-Chek® Aviva de Roche y Contour® XT
de Bayer).

Como resultado, estos glucometros determinan valores de glucemia inferiores a los
métodos de referencia, el Contour® menor que el Accu-Chek®. Ademas de que sélo
el glucometro Accu-Chek® establecié una precision aceptable, y ambos mostraron
un sesgo alto respecto a los métodos de referencia, por lo que no se puede

determinar que sean exactos en este estudio.

En conclusiéon, ninguno de los dos glucometros ha alcanzado la exactitud aceptable
para el objetivo de este trabajo. Sin embargo, el glucometro Accu-Chek® tiene una
buena precision y se tendria que establecer su propio rango de glucemia normal a

partir de una muestra representativa para poder utilizarlo en quelonios.




7. SUMMARY

Blood draw in chelonians is a technique used for the determination of some
parameters like glycemia. In practice, it is rather complicated to perform it, so this
work intends to validate the use of two portable blood glucose meters (PBGM) for
the determination of venous blood glucose in turtles Trachemys sp. For this
purpose, we have been taken a sample of venous blood from ten female and adult
turtles, clinically healthy, and glycemia has been determined using two reference
methods (analyzer A15 from BioSystems and Catalyst® One from Idexx) and two
glucometers (Accu-Chek® Aviva from Roche and Contour® XT from Bayer).

As a result, these glucometers determine lower glycemic values than reference
methods, Contour® lower than Accu-Chek®. In addition, only the Accu-chek®
glucometer established an acceptable precision, and both showed a great difference
from the reference methods, therefore we can not determinate that they are

accurate in this research.

In conclusion, neither of the two glucometers has achieved an acceptable accuracy
for the purpose of this work. However, the Accu-Chek® glucometer has a good
precision and it would have to establish its own normal glycemia range from a

representative sample to be able to use it with chelonians.
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