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En el siguiente anilisis se estudia un dilema que hasta el dia de hoy sigue siendo

temade debate. (Es lalipemia un factor relevante en la analitica clinica?
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>>> RESUMEN

Introduccidn. La turbidez por lipemia en las mues-
tras para diagndstico es una de las principales
causas de la aparicién de sesgos clinicamente sig-
nificativos en la medicién de magnitudes bio-
quimicas.

Obijetivo. Valorar la interferencia por lipemia en la
medicidn de 25 constituyentes bioquimicos en dos
analizadores con tecnologia de quimica seca (Vi-
tros 7600®)y quimica liquida (Atellica® Solution).

Métodos. Estudio pre-experimental con pre y pos-
prueba. Se anadieron cantidades crecientes de una
emulsidn lipidica de nutricion parenteral a siete
alicuotas de una mezcla de sueros y se determind
por duplicado la influencia del interferente en 25
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constituyentes. Se calculé el porcentajerelativo de
desviacidon de la concentracién del constituyente
por influencia de la turbidez con respecto a una
muestra sin interferente. Se establecieron limites
de tolerancia para la interferencia utilizando tres
criterios: del distribuidor de reactivos, del error
sistematico deseable y del error maximo admisi-
ble.

Resultados. Los constituyentes que presentaron
los mayores sesgos para el analizador de quimica
liquida fueron: fésforo (-84,72%), ALT (+81,25%) y
AST (-75,76%), mientras que para la plataforma de
quimica seca los constituyentes: ALT (-79,41%), CK
(-28,92%) vy lipasa (+24,85%). Se detectd interfe-
rencia significativa en diferente ndmero de los
constituyentes de acuerdo con el criterio de limite
tolerable utilizado.

Conclusiones. Los distintos resultados encontra-
dos segun la metodologiay el analizador utilizado,

ademads de la falta de replicabilidad de los ensayos
para la valoracidon de interferencia por lipemia,
origina la necesidad de armonizar los procesos e
instaurar limites idénticos de interferencia tolera-
bles entre los laboratorios y proveedores de insu-
mos.

Palabras clave: Sesgo; Hiperlipidemias; Errores
Diagndsticos; Lipoproteinas; Pruebas de Quimica
Clinica(fuente: DeCS BIREME).

>>> INTRODUCCION

La interferencia analitica es una de las
principales causas de la aparicidn de sesgos clinica-
mente significativos en la medicidn de magnitudes
bioldgicas. Se define como el efecto de alguna
sustancia enddgena o exdgena presentes en la
muestra que altera el valor correcto del mensuran-
do".
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La turbidez por lipemia es una de las
interferencias preanaliticas mds comunes en el
laboratorio clinico. Los sueros sanguineos con
altas concentraciones de lipoproteinas ricas en
triglicéridos se enturbian y pueden ocasionar
interferencia espectral en los métodos que usan
espectrofotémetros. La lipemia absorbe y disper-
sa la luz a diferentes longitudes de onda, ademas,
puede reducir la fraccion acuosa del suero sangui-
neo y por su naturaleza hidrofébica pueden rete-
ner en su interior analitos, reactivos o productos
de la reaccidn. Este tipo de interferencia produce
sesgos en la medicién de las magnitudes bioqui-
micas y puede conducir a diagndsticos equivoca-
dos y por consiguiente a suministrar tratamientos
innecesarios o potencialmente perjudiciales para
los pacientes “*.

Las causas de sueros lipémicos en el labo-
ratorio son multiples, entre ellas, el insuficiente
tiempo de duracién del ayuno para la toma de
muestras sanguineas, a ciertas condiciones clinicas
como la diabetes mellitus, pancreatitis, o cuando
se administra nutricion parenteral y ciertos farma-
cos como el propanolol, glucocorticoides, anti-
virales, etc.®”

En el laboratorio clinico se determina la
concentracion de gran variedad de constituyentes
bioquimicos mediante técnicas espectrofotomé-
tricas. Los dos métodos mas utilizados son las de
quimica liquida que utiliza la espectrofotometria
de absorcion conreactivos en estadoliquidoylade
quimica seca que utiliza espectrofotometria de
reflectancia con reactivos adheridos a superficies
sintéticas o slides. El signo y la magnitud de la
interferencia, puede ser distinto para un mismo -
cuando se utilizan diferentes métodos o analizado-
res, lo que origina discordancia entre los resulta-
dos de ensayos realizados sobre este tipo de inter-
ferencia®®.

Existen diferentes criterios para estable-
cerumbrales a partir de la cual se puede considerar
una interferencia clinicamente relevante. Los
criterios mas utilizados son los que utilizan los
fabricantes de los reactivos para validar sus méto-
dos, que consideran una variacion del resultado
verdadero mayor a #10% como limite de interferen-
cia significativa. Por otra parte, la Organizacién

Mundial de la Salud en base arecomendaciones de
la Sociedad Alemana de Quimica Clinica considera
interferencia clinicamente relevante cuando se
supera al error sistematico deseable, datos que
son extraidos de diversos estudios sobre la varia-
cion bioldgica para cada magnitud en personas
sanas ). Untercer criterio, es el denominado limite
de error maximo admisible, que utiliza datos de
variabilidad bioldgica intraindividual y la variabili-
dad analitica propia de cada constituyente. La
mayoria de las investigaciones sobre interferen-
cias utilizan criterios basados en estudios de varia-
bilidad bioldgica; sin embargo, no existe actual-
mente armonizacién entre los laboratorios sobre
los limites que mejor definan los sesgos significa-
tivos porinterferencia®"”.

El presente estudio tiene por objetivo
valorar la interferencia por lipemia en la medicion
de 25 constituyentes bioquimicos, en analizadores
con tecnologia de quimica seca y liquida; un
objetivo secundario es establecer limites de tolera-
bilidad de interferencia utilizando los criterios del
distribuidor de reactivos, del error sistematico
deseableydel errormaximo admisible.

METODOS
Diseno experimental

Realizamos un estudio preexperimental,
que compard el valor medido de la magnitud en
una muestra sin interferente, con los valores
obtenidos cuando se adicionan ala misma muestra
concentraciones conocidas y crecientes del inter-
ferente. Se utilizé el protocolo de la Comisidn de
Metrologia y Sistemas Analiticos de la Sociedad
Espafiola de Quimica Clinica™.

Instrumentacionyreactivos

Los 25 constituyentesinvestigados fueron
valorados en los analizadores de quimica liquida
Atellica® Solution y quimica seca Vitros 7600® con
reactivosy calibradores de SIEMENS y Ortho Clini-
cal Diagnostics, respectivamente. Los métodos
analiticos fueron analizados segun las indicaciones
delfabricante.

Los analizadores fueron calibrados previa-



mente de acuerdo con las recomendaciones del
fabricante. El programa de control de calidad
interno incluyd la evaluacion de sueros controles
BIO-RAD® de 2 niveles de decisidn que se proce-
saron diariamente y una muestra mensual de un
control de calidad externointernacional (RIQAS).

En las tablas 1al 4 presentamos los consti-
tuyentes analizados, los métodos en los que se
basan sus mediciones, la concentracién sérica ini-
cial del constituyente sin el agregado del interfe-
rente, los porcentajes de desviacion de los resulta-
dos cuando se agregd cantidades crecientes del
interferente para los dos tipos de analizadores,
ademads de los limites de aceptabilidad de los crite-
rios del error sistemdtico deseable y el criterio del
error maximo admisible.

Solucién concentradadel interferente

Utilizamos una emulsidn para nutricidon
parenteral SMOFlipid® 20%. Cada 1000 mL de esta
emulsién contiene 60 g de aceite de soya refinada,
60 g de triglicéridos de cadena media, 50 g de

aceite de olivarefinadoy 30 g de aceite de pescado
(13)

Preparaciondel suero base

Recolectamos 25 mL de un pool de sueros,
las muestras seleccionadas estaban libre de hemo-
lisis, ictericiay lipemia.

Preparaciondelas diluciones de los interferentes

A partir del suero base se prepard ocho
diluciones. La primera dilucion sin el agregado de
interferente, a las siete restantes se les agregd
cantidades crecientes de la emulsidn para conse-
guir varios grados de lipemia. Las cantidades resul-
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tantes de triglicéridos en las alicuotas se muestran
enlastablasdel1al 4.

Cada una de las diluciones fue analizada
por duplicado y de forma independiente, en los
analizadores de quimica seca y liquida, finalmente
se determind el sesgo de la concentracién de cada
constituyente en funcién delincremento del grado
delipemiadelas muestras.

Evaluaciéndelas interferencias

Los resultados de los constituyentes estu-
diados en las diferentes alicuotas (Ci) fueron
expresados en porcentaje de cambio, con respec-
toalaconcentraciéndel constituyente enlaalicuo-
tasinelagregado delinterferente (Co), paralo cual
se utilizd la siguiente relacion: % Cambio o sesgo =
100 x(Ci-Co)/Co

Los fabricantes de losinsumos consideran
como limite de tolerabilidad una variacion con
respectoalamuestrasininterferente de +10% .

El segundo criterio se considera interfe-
rencia clinicamente relevante cuando la variacion
de los resultados es mayor a las especificaciones
de calidad analitica para el error sistematico. Estos
datos son obtenidos de las especificaciones de
calidad deseable calculados a partir de la variacion
biolégica de cada constituyente *.

Para establecerlosumbrales de tolerancia
por el criterio del error maximo admisible (EMA)
consideramos los valores de variacion analitica
(CVa) de cada constituyente obtenidos de una
serie de 30 mediciones repetidas de controles
diarios de dos niveles de decision. Asi mismo,
consideramos el coeficiente de variacién intraindi-
vidual (CVi) para cada magnitud, referencia extrai-
da de la base de datos del Estudio Europeo de
Variacién Biolégica (EuBIVAS) ™.

Los limites admisibles para este criterio se
establecen mediante la siguiente ecuaciéon: EMA =
+[ Z(CVa2+ CVi2)1/2]; donde, Z representa el valor
de 1,96 para un 95% de confianza. Consideramos
interferencia clinicamente relevante cuando el
sesgo cae por fuera de los limites del error maximo
admisible.
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Para el anadlisis estadistico empleamos el
programa SPSS versidén 21 (SPSS Inc., Chicago, IL,
EE.UU).

Consideraciones éticas

Los procedimientos seguidos en la pre-
sente investigacion estuvieron de acuerdo con los
principios éticos de la Declaracidn de Helsinki. Las
muestras utilizadas para realizar el ensayo con-
sistieron en sueros de 4 donantes voluntarios pre-
vio consentimientoinformado.

>>> RESULTADOS

Los resultados muestran que el criterio
del error sistematico deseable exhibid limites de
tolerabilidad menores al 10% en la mayoria de los
constituyentes estudiados a excepcion de lalipasa
(¢11,34%), alanina aminotransferasa (ALT) (%11,4-
8%), gamma glutamiltransferasa (GGT) (¢11,06%),
creatina cinasa (CK) (#11,50%) y proteina C reactiva
(+21,80%). Por el contrario, el criterio del error ma-
ximo admisible presentd umbrales superiores al
10% en la mayoria de los constituyentes estudiados
y fueron diferentes para las plataformas de quimi-
casecay quimica liquida, esto debido a las caracte-
risticas propias de variabilidad analiticas de cada
analizador.

Los constituyentes que presentaron un
mayor porcentaje de variaciéon para la plataforma
de quimica liquida por efecto del agregado de
cantidades crecientes del interferente fueron: fds-
foro, ALT y aspartato aminotransferasa (AST) que
llegaron a tener una variacién de hasta -84,72%, -
81,25% y -75,76%, respectivamente. En el caso de la
plataforma de quimica seca se observé mayor
variacion para los constituyentes, ALT, CK y lipasa
que arrojaron cambios de hasta-79,41%, -28,92 y
+24,85%, respectivamente. A partir de la alicuota g
conun contenido de 0,4% de solucién interferente,
el analizador de quimica seca no arrojo resultados
paralaenzimalipasa.

La figura 1representa los interferogramas
que indican los limites aceptables de variacion de +
10% establecido por los distribuidores de reactivos
y la variacién de la concentracion de los analitos
que presentaron interferencia significativa
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utilizando el criterio mencionado en ambos siste-
mas de medida.

> > Figura 1. Efecto del agregado de cantida-
des crecientes del interferente sobre la concentra-
cion original (porcentaje de cambio) de los consti-
tuyentes que presentaron interferencia significa-
tiva en los analizadores de quimica seca y quimica
liquida segun los limites establecidos por el fabri-
cante +10%

ﬂ. R ——
!E@::;f
fSess

—— P tel - /Amlen ——AT e (%

Revista Bioanalisis | Noviembre 2023 | 143 ejemplares

Segun el criterio de los fabricantes de
reactivos, el analizador de quimica liquida pre-
sent¢ interferencia en 9 constituyentes, fésforo,
lipasa, AST, ALT, amilasa, HDL colesterol (HDLc),
acido durico, bilirrubina total (BT) y bilirrubina
directa (BD). Para el caso de la plataforma de qui-
mica secalos constituyentes afectados por el inter-
ferente fueron 5: lipasa, ALT y CK, BT y amilasa
(Figuran).
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> > Tabla 1. Concentracién sérica basal (sin el agregado del interferente) de los constituyentes
analizados, metodologias, especificaciones para el limite de error sistematico deseable y porcentaje
relativo de desviacion de la concentracion del constituyente conrespecto al resultado inicial por influencia
delaturbidez (lipemia) en el analizador de quimicaliquida

Concentracién de emulsion lipidica SMOFlipid® agregado (%)
0,05 0,10 0,20 0,40 0,60 0,80 1,00

Concentracién de triglicéridos (mg/dL)

* Limites
de error
sistemdtico
deseable

Concentracién sérica basal de

los constituyentes investigados
(sin el agregado de interferente)

Metodologia de los constituyentes investigados

891 1210 1658

(%)

Glucosa (118 mg/dL) Hexoquinasa 2,34 0,00 045 -1,36 -1,82 -2,30 -1,82 -1,82
Urea (91,39 mg/dL)* Ureasa con Glutamato deshidrogenasa 557 -0,57 -0,82 -2,10 -3,92 -3,66 -7,27 -6.03
Creatinina (1,15 mg/dL) Enzimatica: Sarcosina/peroxidasa 3,96 000 040 -081 -081 -100 -1,62 -2,23
Acido drico (4,41 mg/dL* Uricasa/peroxidasa 4,87 -213 333 684 -1220 -2010 -2468 -2967
Proteinas totales (6,80 g/dL) * Biuret 1,36 0,78 1,04 0,00 0,69 <250 4,76 Rl
Albtirmina (4,20 g/dL)* Verde de bromaocresol 143 0,15 0,45 1zl 2,26 4,10 6,33 738
Bilirrubina total (0,51 mg/dL)* Oxidacion con vanadato 895 065 -1L,29 452 -9,03 14,20 -2516  -44,73
Bilirrubina directa (0,25 mg/dL)* Cridacian con vanadato 14,20 263 263 658 658 -1840 3816 4474
Sodio (135 mmaol/L)* Potenciometria indirecta 0,23 0,37 0,74 0,74 0,74 0,70 0,37 0,37
Potasio (4,91 mmal/L) Potenciometria indirecta 1,81 0,26 0,51 0,64 0,90 1,20 1,53 1,53
Cloro (102 mmol/L) Potenciometria indirecta 0,50 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,49 0,00
Calcio (9,3 mg/dL)* Colorimétrica/arsenazo 0,82 3,01 3,01 361 3,61 4,20 5,42 542
Fasforo (3,7mg/dL)* Fosfomolibdata 338 556 694 -13,89 -30,56 -5000 6667 -8472
Magnesio (1,79 mg/dL) Azul de xilidil 18 0,00 0,28 0,28 0,56 1,40 1,69 1,12
Colesterol (181 mg/dL) Colesterol oxidasa 4,1 -0,28 0,00 0,00 -0,55 0,00 0,00 0,00
HOL colesterol (41 mg/dL)* Directo homogéneo 561 -0,30 -5,59 -3,46 -6,98 6,95 -10.46 -35,34
Amilasa (78,73 U/L)* p-nitrofenil-maltoheptadsido bloqueado con etilideno 7.4 0,00 1,75 1,75 5,26 5,80 702 10,53
Lipasa (126,50 U/L)* Ester 1,2-0-Dilauril-rac-Glicero-3-Acido Glutérico-(6'-metilresorrufina) 11,31 -17,00 -4545 -4941 -6206 51,78 -57,71 -65,61
ALT (32,00 U/L)* IFCC Cinética-UV con fosfato de piridoxal 11,48 938 -1563 -4063 6875 -7500 -7813 -81,25
AST (33 U/L)* IFCC Cinética-UV con fosfato de piridoxal 6,54 9,09 -1515 -4242 6208 6570 -72,73 7576
FAL (102,00 U/L) p-nitrofenilfosfato con tampén 2-amino-2-metil- 1- propanol 6,72 246 148 2,96 0,49 197 0,49 -1,97
GGT (51,54 UfL) L-g-glutamil-3-carbaoxi-4-nitroanilida 11,06 -764 881 817 782 807 -7,04 -7,19
CK(87,1U/1) Hexocinasa/ GEPD, activado con N- acetil cisteina 11,5 525 448 265 341 902 -3,49 -9.85
LDH (163,53 U/L) Lactato/NAD* 4,3 -2,16 144 0,59 3,76 1,35 0,48 0,88
Proteina C reactiva (1,40 mg/dL} Inmunoturbidimetria 218 010 093 062 -1,23 -1,40 -1,23 -2 A7

Los resultados son comparados con las especificaciones del error sistematico deseable, los que exceden dichas especificaciones estan sombreados y ademas marcados en

negrita y cursiva.

(*) Constituyentes en las que se encuentra interferencia.



Cuando se empled los limites de acepta-
cidn basados en el error sistematico deseable, de
los 25 analitos estudiados, se comprueba interfe-
rencia significativa en 14 y 13 constituyentes para
los analizadores de quimicaliquiday seca, respecti-
vamente. Ambos analizadores coincidieron en
presentar interferencia en los constituyentes: pro-
teinas totales, BT, sodio, calcio, fosforo, amilasa,
lipasay ALT (Tablas1y2).

Considerando el criterio del error maximo
admisible, se demostrd interferencia por turbidez
en 9 constituyentes: acido urico, albdmina, BT, BD,
fésforo, HDLc, lipasa, AST y ALT para el analizador
de quimicaliquida, mientras que, para el analizador
de quimicasecase observdinterferenciaen2 cons-
tituyentes:lipasay ALT (Tablas3y4).

>>> DISCUSION

Los sesgos determinados en las alicuotas

con cantidades crecientes de interferente fueron
distintos para los analizadores de quimicaliquiday
seca. Esta diferencia se podria explicar por las
diferentes tecnologias de ambas plataformas
analiticas. La metodologia de quimica seca utiliza
reactivos secos impregnados en capas que blo-
quean el paso de potenciales interferentes, mien-
tras que el andlisis de quimica liquida usa reactivos
liquidos para la cuantificacion o identificacion de
diversosanalitos.

El emplear distintos limites de interfe-
renciatolerable, ocasioné que el nimero de consti-
tuyentes afectados por la interferencia difiera se-
gun el criterio utilizado. Los umbra- les estable-
cidos por el criterio del error maximo deseable fue
el mas permisivo, lo que derivd que menos
constituyentes presentaran interferencia por lipe-
mia, laamplitud de dichos limites fue muy semejan-
tesal obtenido por Fernéndezetal.y Lippietal.*
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>> Tabla 2. Concentracién sérica basal (sin el agregado del interferente) de los constituyentes
analizados, metodologias especificaciones para el limite de error sistemdtico deseable y porcentaje
relativo de desviacién de la concentracién del constituyente con respecto al resultado inicial por influencia
delaturbidez (lipemia) en el analizador de quimica seca.

Metodologia de los constituyentes investigados

 Limites

de error

0

Concentracion de emul
0,10
Concantraci

434 80

Glucosa {1166 mg/dL) Glucosa oxidasa 2,34 0,43 073 0,56 1,03 0,56 0,81 0,21

Urea {27 mg/dL} Colorimeétrico: Ureasa con indicador de amoniaco 557 0,62 043 074 123 -246 -1,72 -2,09
Creatinina {1,10 mg/dL)* Enzimdtica: Sancosing/penoddasa 396 0,46 228 3,65 411 395 457 457

Arido drico (4,27 mefdL) Uricasa/peroidasa 487 059 000 023 000 0,12 0,47 0,12

Proteinas totales (6,75 g/fdL)* Biuret 136 -030 081 0,22 0,67 2,30 2,58 2,89

Albdmina (4,13 g/dl} Veerde de bromocrescl 143 03 121 000 048 02 000 03
Bilirrubina total (0,43 mg/dL)® Difilina + de d-{ benc 895 -L1s 485 485 6,93 581 £14 11,63
Bilirrubing directa (0,32 mg/dL) Colari oo de punto final con i catidnico 14,20 -156  -156 156 313 313 156 156

Sodic (133,06 mmel/L)* Patenciometria directa 0,23 011 071 113 L77 263 338 4,85

Potasio [4,77mmall |* Potenciometria diracta 181 094 115 136 19 252 356 308

Cloro (97,80 mmal/L}* Potenciometria directa 0,50 097 056 158 128 181 245 378

Calcio (8 85 ma/dL)* Colorimétricafarsenazm 0,52 160 192 181 141 08 091 119

Fasforo (3,85 mg/dL)* Fosfomolibdato 338 130 -130 130 1,30 1,30 2,60 3,90

Magnesio (1,87 mg/dL) Colorante formazan 18 0,00 027 027 027 134 0,53 180
Colestercd (181,85 mg/fdL) Colesterol cddasa/peroxidasa 4,1 0,14 206 019 2,34 2,39 4,00 283

HOL colestercl (46,55 mg/dL) Directo homogéneo 5,61 311 000 258 104 387 365 473

Anilasa (81,95 UfL)* Amilopeptina coloreada 74 031 092 -323 2,20 -3,66 -659 -1056
Lipasa (126,55 UfLJ* 1-oleil-2,3-diacetilglicercl 1131 1877 2145 485

ALT (34,30 UA) * Piruvato cwidasa)fperoaidasa con fosfalo de piridoal 1148 -709 -1470 -2813 4730 6194 7157 794l
AST (33,85001) Oalzto descarboxilasa/peraddasa con fosfato de piridoxal 6,54 L8 074 074 030 222 07 074
FAL (104,15 LALY* nitrofeniifiosfato con tampén 2-aming-2-meti- 1- propanol 6,72 192 197 192 513 922 B35 754

GGT [51,85 L/L} L-y-glutamil-p-nitroaniida 11,06 1,06 010 D048 077 087 116 164

CK (73,70 UL L-ce-gli i i activad N-acetil-L- disteina 115 -125 37 550 -1568 -1926 -M28 -2892
LDH (158,50 LIfL) PiruncaioyNADH 43 1w -123 07 032 293 032 322

Proteina C reactiva (1,21 mg/dL) ‘ 218 826 413 537 4,13 744 2,89 4,96

Los resultados son comparados con las especificaciones del error sistemético deseable, los que exceden dichas especificaciones estdn sombreados y ademas marcados en negrita y cursiva.

{*) Constituyentes en las que se encuentra interferencia.

> > Tabla 3. Concentracidn sérica basal (sin el agregado del interferente) de los constituyentes
analizados, metodologias, especificaciones para el maximo error admisible y porcentaje relativo de
desviacion de la concentracidn del constituyente con respecto al resultado inicial por influencia de la
turbidez (lipemia) en el analizador de quimica liquida.

Concentracion de emulsion lipi SMOFlipid® agregado

Concentracidn sérica basal de

(sin el agregado de interferents)

Metodologia d constituyentes investigados

0,60

0,80

Ghucosa (108 mg/dL) Hesoquinasa 11,14 0,00 045 1,36 482 230 182 187
Urea (42,65 mgfdl) Ureasa con Ghitamato deshidrogenass 3240 057 082 -2,10 392 386 4277 603
Creatinina (2,47 mg/fdL) Enzimitica: Sarcosina/peroxidasa 10,29 0,00 040 41,81 0,81 -Lo0 162 223
Acida drico (5,41 mg/dL}* Uricasa/peroidasa 16,79 213 333 684 -1220 2010 2458 2967
Frofeinas totales (5,78 gfdl) Biuret 6,36 0,78 1,04 0,00 0,69 250 476 597
Albdrmina (3,52 gfdl ) Verde de bromocresol 624 015 045 131 226 410 6,33 a8
Bilirrubina total (0,78 mg/dLj* Crdddacian con vanadato 41,28 085 -1,29 -4,52 0,03 1420 -1516 4473
Bibrrubina directa (0,38 mg/dL)* Oraddacian con vanadato 4293 -263 253 -6,58 -6,58 1840 -3816 4474
Sodio [135 mmollL) Potenciometria indirecta 3 037 0,74 074 074 0 037 037
Fotasio (3,91 mmol/L) Potenciometria indirecta 857 026 051 051 030 120 153 153
Chora {103 mmalfL) Potenciormetria indirecta 3,85 0,00 0,00 000 000 0,00 049 0,00
Calcio (8,3 mg/dL} Colorimétricafarsenazn 549 301 3,01 361 361 am 542 542
Fasforo (3,6 mg/dL]* Fosfomaolibdato: 17.26 556 5,94 1389 -305 50,00 6667 BAT2
Magneso (1,78 mg/dL) Azl de wiliclil 12,26 0,00 0,28 028 0,56 Lao 169 112
Colesteral {181 ma/fdl) Colesterol oxidasa 11,09 078 0,00 0 055 000 000 000
HDL colesterdl (41 me/dL|* Directo homogénes 1236 0,20 559 -346 -6,98 695  -1048 3534
Amilasa (85,5 LA pnitrofeni idh o con etilidenc 1481 0,00 175 L75 526 580 702 10,53
Lipasa (42 UL)* Estier 1,20 Dilawrit-rac-Ghoero-3-Acido Glutdrice-(6'-metiiresorrufing) 26,96 17,00 45,45 4541 6206 5178 5771 65,61
AT (36,5071 IFCC Cinética-UN con fosfsto de piridomal 25,88 938 1563 -A063 6875 7500 7RI 8125
AST (33U IFCC Cinética-UV con fosfato de piridoxal 2213 8,08 1515 4242 6208 6970 7173 75,76
FAL [233,5 WL} prhitrofenilfosfato con tampdn Z-amino-2-metil- 1- propanal 16,32 246 148 296 049 157 049 197
GGT {39 LA) |- ghetamiil-3-carboed-4-nitraanilida 21,04 764 81 817 782 BO? M 710
CK{a7.1U/) Hemncinasay GEPD, activado con M- acetil cisteina 30,32 525 448 -2,65 -341 902 349 895
LDH{200,5 UAL) Lactato/NAD* 11,73 2,16 144 059 376 135 048 038
Proteina C reactiva (4,86 mg/dL) Inmunoturbidimetria 50,05 010 09 062 4,25 140 423 247

Los resuftados son comparados con las especificaciones del méaximo error admisible, los que exceden dichas especificaciones estidn sombreados y ademds marcados en negrita y cursiva.

{*) Constituyentes en las que se encuentra interferencia.
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> > Tabla 4. Concentracién sérica basal (sin el agregado del interferente) de los constituyentes
analizados, metodologias, especificaciones para el maximo error admisible y porcentaje relativo de
desviacidon de la concentracion del constituyente con respecto al resultado inicial por influencia de la

turbidez (lipemia) en el analizador de quimica seca.

Concentracién sérica basal de
los constituyentes investigados
(sin el agregado de
interferente)

Metodologia de los constituyentes investigados

Concentracién de emulsién lipidica SMOFlipid® agregado (%)

Limites de

0,10 020 040 0,60 0,80 1,00

Concentracién de triglicéridos (mg/dL)

434 (] 891 1210 1658

% Cambio

Glucosa (116,6 mg/dL) Glucosa oxidasa 9,82 0,43 0,73 0,56 1,03 0,56 0,81 -0,21
Urea (40,60mg/dL) Colorimétrico: Ureasa con indicador de amoniaco 28,03 0,62 0,49 074 -123 -2,46 1,72 208
Creatinina (1,10 mg/dL) Enzimatica: Sarcosina/peroxidasa 9,40 0,46 2,28 365 4,11 3,20 4,57 4,57

Acido drico (4,27 mg/dL) Uricasa/peroxidasa 16,99 0,59 0,00 0,23 0,00 0,12 0,47 0,12
Proteinas totales (6,75 g/dL) Biuret 581 -0,30 0,81 0,22 0,67 2,30 2,59 2,89

Albdrnina (4,13 g/dL) Verde de bromacresol 5.83 0,36 1,21 0,00 0,48 0,24 0,00 -0,36
Bilirrubina total (0,43 me/dl) SRS T s 4157 116 465 465 698 581 814 1163
Bilirrubina indirecta (0,32 mg/dL) Colorimétrico de punto final con mordiente catiénico 41,67 1,56 1,56 1,56 3,13 3,13 1,56 1,56

Sodio (133,05 mmol/L) Potenciometria directa 2,64 0,11 0,71 1,13 1,77 2,63 3,38 4,85

Patasio (4,77mmoll) Potenciometria directa 8,59 0,94 1,15 1,36 1,99 2,52 3,56 3,98

Cloro (97,80 mmol/L) Potenciometria directa 4,21 0,97 0,46 1,58 1,28 1,84 2,45 3,78

Calcio (8,85 mg/dL) Colorimétrica/arsenazo 4,27 1,69 1,92 1,81 1,41 0,73 0,11 1,19

Fosforo (3,85 me/dL) Fosformolibdato 15,15 1,30 -1,30 1,30 1,30 1,30 2,60 3,90

Magnesio (1,87 mg/dL) colorante formazan 7,02 0,00 027 0,27 0,27 1,34 0,53 1,60

Colesterol (181,85 mg/dL) Colesterol oxidasa/peroxidasa 10,80 -0,14 2,06 0,19 2,34 2,39 4,95 2,83

HDL colesterol (46,55 mg/dL) Directo homogéneo 12,35 311 0,00 2,58 2,04 3,87 3,65 4,73

Amilasa (81,55 U/L) Amilopeptina coloreada 14,95 0,31 -0,92 -323 -220 -3,66 6,59  -10,56
Lipasa (126,55 U/L)* 1-oleil-2,3-diacetilglicerol 16,55 1877 21,45 24,85

ALT (34,90 U/L)* Piruvato oxidasa/percxidasa con fosfato de piridoxal 23,09 -7.09 14,70 2813 -47,30 61,94 7157 794
AST (33,850/L) Oxalato descarboxilasa/peroxidasa con fosfato de piridoxal 18,93 1,18 0,74 0,74 0,30 -2,22 0,74 0,74

FAL (104,15 U/L) nitrafenilfosfato con tampdn 2-amino-2-metil- 1- propanol 11,24 1,92 1,97 1,92 523 9,22 8,35 7,54

GGT (51,85 U/L) L-y-glutamil-p-nitroanilida 17,76 1,06 -0,10 048 0,77 0,87 1,16 1,64

K (79,70U/1) s 29,40 125 376 590 1568 1926 2428 28,92
LDH (158,50 U/L) Piruvato/NADH 10,92 1,10 -1,23 079 -0322 2,93 0,32 3,22

Proteina C reactiva (1,21 mg/dL) inmunoensayo enzimatico heterogéneo 58,28 826 4,13 537 4,13 7,44 2,89 4,96

Los resultados son comparados con las especificaciones del maximo error admisible, los que exceden dichas especificaciones estdn sombreados y ademas marcados en negrita y cursiva.

(*) Constituyentes en las que se encuentra interferencia.

A pesar de que este ultimo criterio per-
mite la personalizacion de cada constituyente, los
resultados identificaron umbrales mas permisivos
que el 10% de sesgo, incluso para analitos amplia-
mente reconocidos como susceptibles a la inter-
ferencia por lipemia. Una reciente investigacion
propone una modificacion de este criterio para
estimar el sesgo significativo sin considerar la
variabilidad analitica del constituyente “7*°.

El valor del umbral preestablecido del
+10%, que los proveedores de reactivos utilizan
para considerar una interferencia significativa,
presenta ciertas limitaciones, como no considerar

las caracteristicas de variabilidad analitica o biold-
gica de los constituyentes. Los criterios de acep-
tacion de interferencia no seran los mismos para
los analitos con diferente variacién bioldgica y
rendimiento analitico, siendo el criterio del fabri-
cante mas permisible para magnitudes con pe-
quefia variabilidad y menos permisivo en aquellas
magnitudes con elevada variabilidad biolégica. Por
lo tanto, es injustificable que se utilicen valores
arbitrarios del 10% como sesgo admisible de
interferencia para todos los analitos de manera
indistinta "\

Los resultados de la presente



investigacion evidencian que empleando el umbral
del 10%, ciertos constituyentes como: urea, pro-
teinas totales, albumina, sodio y calcio, no se
hubieran detectado como sensibles a la interfe-
rencia en el analizador de quimica liquida, y lo
mismo con las magnitudes de creatinina, proteinas
totales, sodio, potasio, cloro, calcio, fésforo y fos-
fatasaalcalina, en el analizador de quimica seca. Lo
que evidencia disparidad en los resultados de los
estudios de interferencia®*.

La principal causa de interferencia de la
lipemia en la medicién de diversas magnitudes
bioquimicas es la dispersién de luz provocada por
la presencia de lipoproteinas en las muestras
bioldgicas. La lipemia dispersalaluz en el espectro
de 300 a 700 nm, dicha dispersion aumenta a
medida que disminuye lalongitud de onda, esto se
traduce en que los ensayos con lecturas en longi-
tudes de onda mas cortas del espectro sean mas

susceptiblesalainterferencia®.

La medicidon de la concentracion de cier-
tos analitos en quimica clinica esta basada en la
reacciéonindicadora NAD(P)+ NADH (P) + H+, dado
que las lecturas del cambio de absorbancia de esta
reaccion se realizan a una longitud de onda de 340
nm, metodologias que utilicen este indicador se
veranmuy afectados por lalipemia **,

Esto se evidencia en los resultados que
presento el analizador de quimica liquida para las
enzimas ALT y AST que utilizan la reaccién
indicadora de conversion del NADH a NAD+. Los
sesgos para ambas magnitudes llegaron hasta los
valores de -81,25% y -75,76%, respectivamente;
sesgos que sobrepasaron los tres limites de
aceptabilidad para interferencias. Asi mismo para
el caso especifico de la urea en el mismo analizador
(método ureasa- glutamato deshidrogenasa) el
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porcentaje de variabilidad llegé a -7,27%, valor que
solo excedid los limites de error sistematico de-
seable. Para los casos de glucosa (método de
hexoquinasa), y CK (método Hexocinasa/ G6PD,
activado con N- acetilcisteina) que utilizan Ila
misma reaccion indicadora en el analizador de
quimica liquida se presentd sesgos inferiores a -
9,95%, valores que no superaron ninguno de los
umbrales para considerar una interferencia signifi-
cativa.

En el caso de la enzima LDH que utiliza la
misma reaccion indicadora en los analizadores de
quimica seca (piruvato/ NADH) y quimica liquida
(método Lactato/NAD+), los sesgos obtenidos
fueron menores a 3,76%, valores que no exce-
dieron ninguno de los limites de interferencia
utilizado en el presente estudio.

Las soluciones parenterales sintéticas
utilizadas para inducir turbidez en las muestras en
los estudios de interferencia contienen excipien-
tes como el glicerol, que puede interferir en los
métodos para determinar triglicéridos cuya rea-
ccion estd basada en la oxidacién del glicerol a
fosfato de dihidroxiacetona. Dicha oxidacién del
glicerol es proporcional a la concentracion de
triglicéridos; por lo tanto, una mayor cantidad de
glicerol en la muestra se traducird en un aumento
falsodelaconcentraciéndetriglicéridos.

La reaccion para medir la actividad de la
enzima lipasa en el analizador de quimica seca esta
basado en la hidrdlisis del sustrato 1-oleil-2,3-
diacetilglicerol a 2,3 diacetilglicerol y acido oleico,
posteriormente por accidon de la enzima diaceti-
nasa, el 2,3-diacetilglicerol es convertido a glicerol
y acido acético. La cantidad de glicerol producido
es proporcional a la actividad de la enzima. Esta
premisa podria explicar los resultados hallados
para el caso especifico de la enzima lipasa para el
analizador de quimica seca, alcanzando sesgos de
+24,85%, ademas de presentarse resultados incon-
gruentes en las ultimas alicuotas. Fernandez Pren-
des y Lebeck sugieren el empleo de muestras con
lipidos nativos provenientes de pacientes para
realizar estudios de interferencia por lipemia cuan-
do los métodos estan basados en la produccion de
glicerol "%

En esta misma linea Zheng et al. compa-
raron el uso de lipidos enddgenos extraidos por
ultra centrifugacion de pacientes con hipertrigli-
ceridemia y una emulsion lipidica comercial Intrali-
pid para valorar el efecto de interferencia por lipe-
mia sobre la medicidn de las enzimas ALT y AST.
Los resultados demuestran que el efecto de la
interferencia fue mucho menor cuando se utilizé
los lipidos enddgenosy que tal efecto erainversoa
los niveles de actividad de las enzimas presente en
las muestras. Los autores concluyeron que los
laboratorios deben de ser conscientes de las
diferencias de los resultados cuando se evalda la
interferencia por turbidez utilizando lipidos endé-
genos o exégenos, ademas que dicho efecto pue-
de variar segun la concentracion del constituyente
medido ®.

El suero normal tiene aproximada- mente
93% de agua y 7% de fase sdlida, es decir, lipidos y
proteinas. En muestras lipémicas la proporcion de
la fase acuosa disminuyey la fase lipidica aumenta,
por lo tanto, la medicion de constituyentes que no
sedistribuyenenlafaselipidica,como es el casode
los electrolitos, se infraestima. Este efecto conoci-
do como exclusién de electrolitos o de desplazami-
ento de volumen, ocurre en métodos que realizan
prediluciones antes de su medicién, asumiendo
que la matriz sérica es predominante acuosa,
como es el caso de las metodologias potenciomé-
tricas de electrodos selectivos (ISE)indirectos.

Una estrategia para eludir dicho efecto es
emplear metodologias donde la determinacién de
la concentracidn de electrolitos no dependa de la
proporcion agua/sélido y la medicidn se realice en
muestras sin diluir como en las metodologias de
ISE directo. El efecto de exclusidon de electrolitos
es mdas marcado para el sodio, debido a su concen-
tracion plasmaticarelativamentealtay su estrecho
rango fisiolégico **.

En el presente estudio los limites estable-
cidos por el criterio del error sistematico para el
caso del electrolito sodio resultaron ser muy estre-
chos (+0,23%), comparado a los criterios del fabri-
cantey al errormaximo admisible que presentaron
limites mds amplios. Fernandez- Prendes et al.
recomiendan establecer el limite interferencia de



+1,65%* 2% * (Cva),donde el CVaes el coeficiente de
variacion analitica, dato extraido de los estudios de
control de calidad de cada laboratorio. Otro crite-
rio recomendado por la Clinical Laboratory Impro-
vement Amendments 1988 (CLIA) es considerar
una interferencia significativa cuando la diferencia
entre las concentraciones de sodio en la alicuota

con interferente y sin interferente es 24 mmol/L
(20,26)

El presente estudio detectd interferencia
significativa para el sodio cuando se utilizé los
criterios del error sistematico deseable en ambos
tipos de analizadores, a pesar de que el analizador
de quimica seca utilizala metodologia de potencio-
metria directa. Paralos criterios de Prendes etal. y
el de CLIA, unicamente el analizador de quimica
seca sobrepaso dichos limites enlas tltimas alicuo-
tasdel ensayo.

Cuando se compara el uso de emulsiones
lipidicasy delipidos nativos parala evaluaciondela
interferencia por lipemia en el caso del constitu-
yente sodio, se producen discrepancias en los
resultados. Al usar emulsiones lipidicas no se en-
cuentra impacto significativo en los niveles de so-
dio en muestras con altas concentraciones del
interferente, sin embargo, cuando la evaluacion se
realiza utilizando lipidos nativos se presentan ses-
gos negativos (pseudohiponatremia) “**”.

Dado que el efecto de la lipemia depende
del nimero, del tamafio y de la composicidn de las
lipoproteinas, los cambios fisicoquimicos en las
muestras lipémicas enddgenas y enriquecidas con
emulsiones lipidicas comerciales seran distintos.
Las emulsiones lipidicas estan constituidas por
liposomas ricas en fosfolipidos y quilomicrones
ricos en triglicéridos de tamafo entre 200 a 600
nandmetros, mientras que los lipidos endégenos
provenientes de sueros de pacientes contienen
una complejamezcla de compuestos lipoproteicos
del tamafio entre 50 a 1000 nandmetros, lo que
imitan mejor el proceso fisiopatoldgico de la
lipemia. Sin embargo, el hecho de utilizar la ultra
centrifugacion para extraer los lipidos enddégenos,
el cual no esta disponible en la mayoria de los
laboratorios, ademas de la heterogeneidad del
contenido de lipoproteinas enddgenas en las
muestras séricas, hace que persista la recomen-

dacion del uso de sueros lipémicos inducidos con
emulsiones comerciales de nutricién parenteral
paralavaloracidndelainterferenciaporlipemia.

Dentro de las limitaciones del presente
estudio podemos mencionar el no haber incluido
dentro del ensayo de interferencia el uso de
muestras con lipidos de naturaleza enddgena
extraida de los propios pacientes, ademas de
sueros con distintas concentraciones de los consti-
tuyentes evaluados.

Los laboratorios clinicos y distribuidores
de reactivos utilizan diferentes criterios para
establecer limites de tolerabilidad para las interfe-
rencias, sumado al uso de lipidos enddgenos y
exdgenos para realizar los ensayos y al empleo de
distintos analizadores y métodos para valorar los
constituyentes bioquimicos, originan que los resul-
tados sean discordantes, incluso evidencidandose
efectos de interferencia distintos para un mismo
constituyente.

Los laboratorios clinicos deben ser cons-
cientes que la interferencia por lipemia es una
fuente de error en la interpretacion de los resul-
tados de diversas magnitudes bioquimicas, por lo
que es necesario disponer de procedimientos de
actuacion ante la presencia de muestras lipémicas.
Asimismo, es de sumaimportancia, ante la faltade
replicabilidad de los estudios de interferencia,
armonizar los procesos e instaurar limites seme-
jantes tolerables entre los laboratorios y fabri-
cantesdeinsumos.
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