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RESUMEN

Antecedentes: Los métodos empleados para realizar las determinaciones
en Quimica Clinica estan basados en técnicas espectrofotométricas por lo
cual se ha reportado que existen interferencias positivas y negativas
cuando las muestras estan hemolisadas o ictéricas; sin embargo, en
ocasiones €stas no pueden ser evitadas.

Objetivo: Conocer la interferencia “in vifro” producida por bilirrubina,
hemoglobina v glucosa, en forma aislada o combinada, en las técnicas
rutinarias de urea, creatinina, Acido trico, colesterol v albimina, tanto por
procedimientos manuales como automatizados y obtener ecuaciones
matematicas de correccibn.

Metodologia: Se obtuvieron sueres libres de hemdlisis, ictericia y/o
lipemia hasta conformar 300 mL. Se midieron las concentraciones basaies
de glucosa, urea, creatinina, acido rico, colesterol, alblmina,
hemoglobina y bilirrubina total v se afadieron, de forma individual,
bilirrubina, hemoglobina y glucosa en las concentraciones tomadas de los
autores Castillo y Fonsecal. Se realizaron combinaciones de los
interferentes sigulendo un disefio 23 y se midieron nuevamente las
concentraciones de los analitos estudiados por triplicado. Se obtuvieron
ecuaciones de regresion en algunos analitos que presentaron coeficiente de
correlacion mayor a 0.80.

Resultados: La bilirrubina produce interferencia tanto positiva como
negativa alrededor de una concentracion de 3.0 mg/dL generalmente en
los analitos afectados excepto para el colesterol, siendo el mas importante
interferente; la hemoglobina a partir de 1.0 g/dL para acido turico y
colesterol ¥ 4.5 mg/dL para creatinina aproximadamente, y la glucosa no
Ja produce de manera importante. Cuando se encuentran dos o tres
interferentes mezclados la hemeoglobina es la que causa mayor error en los
resultados. Con concentraciones de 1.0 g/L de hemoglobina v 4.3 mg/dL
de bilirrabina se produce una variacidn (p<0.05) en tedos los analitos y
por ambos procedimientos; la combinacién hemoglobina 1.0 g/L vy 290
mg/dL de glucosa produce interferencia en los procedimientos manuales y
en algunos automatizados; la presencia de los tres a las mencionadas
concentraciones causa desviaciones en los resultados de todos los analitos
por ambos procedimientos.

Conclusion: La presencia de hemoglobina, bilirrubina y glucesa causa
interferencia quimica y espectral en la mayoria de los analitos estudiados,
siendo las mas importantes la bilirrubina y hemoglobina.



INTRODUCCION

La ciencia y el arte del diagnostico dependieron hasta hace poco
tiempo principalmente de ia historia clinica aunada al examen fisico
completo. Sin embargo, en los Gltimos afos a habido un incremento
extraordinario en el uso de laboratorio clinico.

Muchos laboratorios informan un incremento del 10 al 15 % anual
en los examenes que realizan. Atendiendo a la proyeccién de estos datos es
de gran importancia pensar en la calidad de los analisis, asi mismo de las
interferencias que afectan los resultados dando lugar a una informacién
de datos innecesarios y extrafios que harian pasar por alto la informacion
util. Esto, sin embargo no quiere decir que la informacion que no este de
acuerdo con diagnéstico presuntivo del meédico sea un error de laboratorio
y por tal razon deba ser ignorada.? La finalidad del laboratorio Quimico
Clinico es proporcionar datos analiticos exactos y precisos que ayuden a
los médicos al prondstico, diagnéstico y seguimiento terapéutico de las
enfermedades, por lo que es necesario que los resultados sean confiables.

El control de calidad en el laboratorio clinico comienza antes de
recogerse la muestra del paciente. La exactitud se inicia al asegurarse que
se obtiene la muestra adecuada, se utiliza el recipiente apropiado para su
recoleccion y se consideren las variables pertinentes.

El problema de la recoleccién y procesamiento de muestras es
complejo, ya que no existe un sistema simple que reuna los requerimientos
para todas las variables analiticas que mide el laboratorio de Quimica
Clinica.3

La variacién total de una serie de mediciones de laboratorio
consecutivas obtenido del mismo sujeto es el resultado de muchos
factores. Estos incluyen imprecisidon analitica, cambios en el estado de
salud del sujeto, factores enddgenos que influyen sobre el corntrol
biologico interno v tensiones exbgenas originadas en el ambiente externo
realizadas antes de recoger las muestras (gjercicio, dieta previa,
tabaquismo, postura del paciente, tiempo desde la aplicacion de un
torniguete hasta antes de la puncién venosa.)

Por lo anterior en el laboratorio se tratan de minimizar los efectos
de aquellos factores que no estan relacionados con el estado de salud del
paciente.*

Uno de los probiemas mas complejos y persistentes en las
determinaciones quimicas ¢s la presencia de hemolisis, bilirrubina, altas



concentraciones de glucosa y otras sustancias que interfieren en las
determinaciones, maodificando asi cuantitativamente los resultados finales.

En muchas ocasiones cuando se obtiene la muestra sanguinea es
muy dificil realizar la puncidén venosa, esto pasa con nifios pequerios,
personas obesas, u hospitalizadas gue tienen sus venas muy manipuladas
por lo que es dificil conseguir una muestra libre de Themolisis y es
necesario trabajar asi la musestra, haciendo lo posible por corregir la
presencia del interferente, va sea diluyendo el suero para disminuirla o
utilizando blancos de suero para cada prueba. Con esto se va
incrementandc el niimero de analisis clinicos en forma rutinaria en los
centres de trabajo, por lo que se ha hecho evidente la necesidad de
adoptar equipos automatizados, con la tendencia de simplificar el trabajo,
disminuyendo asi el tiempo en que se efectiien las determinaciones, sin
olvidar en ningtn momento que la calidad de estas determinaciones es lo
que debe inguietarnos a los responsables de efectuar dichos estudios ya
que, de otro modo, de nada sirve que la capacidad del autoanalizador sea
muy elevada en cuanto al ntimero de muestras que puede procesarse
diariamente v que se descuide la calidad de las determinaciones.

En la actualidad, los avances en la instrumentacidn de los
laboratorios han constituido un impacto importante en la practica general
de la Quimica Clinica, tanto en el sentido de mejorar su exactitud como en
el de beneficiar su precisién, y come el de obtener los resultados con mds
rapidez, pero el resultado final no puede ser nunca mejor en calidad a la
muestra de que se ha partido para el analisis, con esto se hace hincapié
sobre el hecho de que en las condiciones en que se encuentre la muestra
va a constituir en la veracidad en toda determinacién analitica, asi comno
las técnicas empleadas en la manipulacién de la muestra.s

Sin embargo, las determinaciones manuales siguen siendo importantes ya
que:

1) Los procedimientos automatizados se basan en los fundamentos de los
métodos manuales.

2) Los métodos manuales se usan atin en muchos laboratorios.

3) Los métodos manuales continuaran siendo usados para
procedimientos de rutina asi como de control. ©

En la literatura se dice que la presencia de interferentes  analiticos
poteniciales tales como suero ictérico, turbidez, hemdlisis, lipemia, etc.
pucden alterar un procedimiento especifico y constituye una basc para
rechazar la muestra, sin considerar si esta es justificada; como es ¢l caso
de cirugias cardiacas o transfusiones sanguineas, pero en rcalidad no ¢s
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asi, puesto que las muestras que se reciben en el laboratorio se analizan
tratando de utilizar algiin procedimiente que permita minimizar esa
interferencia.”. 8

Por lo anterior se realizd un trabajo de investigacién que indica
como se afecta la urea, creatinina, Aacido urico, colesteral y alblimina
cuando la muestra a analizar presenta: hemélisis y/o bilirrubina v/o
glucosa a diferentes concentraciones, slendo realizadas estas
determinaciones en el laboratorio de la FES ZARAGOZA utilizando
procedimientos manuales, posteriormente las mismas muestras se
analizaron en el laboratorio de Analisis Clinicos del Hospital 20 de
Noviembre del ISSSTE utilizando un equipo automatizado, Io que permitié
la comparacién de resultados en los dos métodes determinandose asi la
variabilidad existente en los analitos cuando estdn presentes las
sustancias interferentes.



MARCO TEORICO

El laboraterio Quimico Clinico utiliza una serie de técnicas, para
medir la concentracién de sustancias bicquimicas especificas. Todos éstos
métodos estdn sujetos a interferencias provenientes de una variedad de
fuentes, sin embargo las interferencias especificas de un procedimiento
pueden no ser importantes para otro.

En el analisis de laboratorio existen 4 tipos basicos de interferencia:
1) los originados por limitaciones de los detectores, 2) sustancias que
interfieren “in vitro” directamente con el método analitico, 3) estados
patolégicos o agentes exdgenos que modifican ciertos procesos fisioldgicos,
cambiando por ende las concentraciones de una variable analitica "in vive”
¥ 4) los producides como consecuencia del procesamiento de la muestra.

Interferente: Cualquier fenémeno quimico o fisico que puede desorganizar
una reaccidén o proceso.

Interferencia “in vivo™ Es producida por procesos fisiolégicos que tienen
lugar en el interior del organismo.

Interferencia “in vitro™ Cambio que no es causado por ningin proceso
fisiolégico in situ,

Las interferencias “in witro” pueden clasificarse en las de naturaleza
espectral ¥ las causadas por reacciones quimnicas competitivas.

Interferente espectral: Compuesto que provoca una respuesta en el
espectrofotometro, similar a la de la variable analitica de interés, los
interferentes ne necesariamente sufren un cambio quimico durante la
reaccion analitica.

Interferente gquimico: Componente que produce un color endégeno o
interfiere directamente en la reaccién o proceso observado.

INTERFERENCIAS “IN VITRO”

Las interferencias “in vitro” se originan del hecho de que los analisis
bioquimicos se llevan a cabo en las complejas matrices que constituyen los
liquidos bioldgicos (suero, plasma, orina, etc.) Dichas sustancias contienen
cientos de componentes gue poseen grupos quimicos que pueden
reaccionar en cierto grade con los reactivos utilizados, o pucden cambiar
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las propiedades fisicas o espectrales de la variable analitica estudiada.
Esta situacién se complica atin mas debido a que la composicién quimica
de los liquidos organicos puede variar segun la naturaleza y grado de los
procesos patolégicos. Esta variabilidad se ve aumentada por la posible
presencia de un gran numero de medicamentos. Cada uno de estos
medicamentos, solos o combinados, pueden producir una interferencia
positiva o negativa.®

Hemélisis: Representa una compleja serie de cambios para la Quimica
Clinica por la natural adulteracion de la solucién. Esta puede ser
categorizada por la causa, el sitio, el intervalo de tiempo entre el
rompimiento de las células y la puncién o analisis. Cada una de estas
variables modifica cuantitativamente los resultados finales en el
laboratorio.

El modelo simple es la hemélisis “in vitro”, si la sangre no es
retornada a la circulacién. Si es causada por equipo © técnicas
inapropiadas de venodiseccién o por tratamientos inapropiados de
almacenamiento de la sangre, también por el vaciado fuerte de la muestra.

El color caracteristico causado por la hemoglobina extracelular
advierte al analista de los probables resultados erréneos del laboratorio.

A causa de la alta absortibidad molar de la hemoglobina la
absorbancia de la muestra mezclada con el reactivo puede contribuir a
una imprecision inaceptable a causa de las limitaciones inherentes a ia
alta lectura del aparato.

La hemdlisis y la bilirrubina en algin momento puede ser
minimizada si se evita la region de la luz del espectro donde la absorcion
de la hemoglobina causa problemas, o reduciendo el volumen de la
muestra o el reactivo. Lo anterior es factible Gnicamente si ¢l cromoégeno
final absorbe a longitudes de onda suficientemente alejadas del espectro
de la hemoglobina actualmente se requiere el uso de substratos
cromogénicos altamente selectivos que reaccionen con el analito de interés.

La hemdlisis intra vascular es incluso mas problematica porque es
indistinguible inicialmente de la hemélisis “in vitro” ya que con el paso del
tiempo fisiologicamente el mecanismo homeostatico modifica el plasma
hemolizado.10

Ademas de la alteracion de la concentraciéon de sustancias por la
hemélisis, la hemoglobina por si misma puede causar interferencias
metodolégicas debido a gue comienza a absorber alrededor de 340 nm por




lo que de esta manera afecta los métodos basados en la propiedad de
absorcién de NADH a NADPH.

Ademas cuando la hemoglobina llega a ser oxidada para formar
metahemoglobina la absorcién a 340 nm decrece, por tal razon la
hemolisis inutiliza ciertas determinaciones especialmente en mediciones
fotométricas cuando se emplean longitudes de onda mas cortas del
espectro visible (400 a 500 nm).11

Interferencias espectrales

Absorbancia: El efecto mas comiin es el efecto de la hemoglobina sobre
numerosos procedimientos analiticos. Cuando se esta midiendo la reaccidén
de un procedimiento colorimétrico en la banda de 500 a 600 nm del
espectro visible existe una interferencia positiva si la muestra esta
contaminada con hemoglobina, la bilirrubina causa una interferencia
similar. De este modo la mayoria de las interferencias espectrales dan
resultados falsamente elevados.®

Turbidez: Es un tipo de interferencia espectral. Cuando se analiza una
muestra turbia empleando una reaccién colorimétrica, las lipoproteinas
hacen dispersar la luz incidente en gran parte.

En el laboratorio es frecuente encontrar suero o plasma en estas
condiciones en muestras que se obtienen de una a dos horas después de
una comida rica en grasa o en pacientes con clertas enfermedades
metabdlicas esto interflere con las determinaciones espectrofotométricas,
porque las particulas bacen dispersar la luz incidente y también hay un
desplazamiento de volumen.

Aqui los blancos de muestra operan deficientemente debido a las
absorciones muy altas encontradas con frecuencia. E! mejor método para
eliminar la interferencia causada por turbidez es diluir la muestra.

El grado de dilucién de la muestra para reducir la interferencia esta
limitada por la capacidad del procedimiento para medir la variable
analitica diluida por lo que se deben analizar simultaneamente varias
diluciones para determinar la mejor respuesta.l?

Interferencia quimica:

Los tipos de interferentes inespecificos que reaccionan guimicamente
pueden variar en gran medida. El acido Grice, creatinina, proteinas y los
compuestos que contienen grupos sulfhidrilos, reaccionan en la mayoria
de los mctodos reductores utilizados para la determunacion de glucosa.




La reaccién del picrato alcalino para la determinacién de creatinina
presenta interferentes negativos y positivos.{Cuadro L

Variable

Analitica Método Interferencias

Glucosa Azicar reductor Acido drico {+)
Glucosa oxidasa Acide drico {(#)
Peroxidasa de Bilirrubina (-)
Réabano

Creatinina Picrato alcalino Glucosa (+)

Proteinas (+)

{+) interferencia positiva; {-) Interferencia negativa
Cuadro 1. Compuestos quimicamente interferentes.
Fuente: Kaplan y Pesce, 1991

INTERFERENCIAS “IN VIVO”

Existen “in vivo” numerosos factores que pueden jugar un papel
significativo en la interpretaciéon correcta de los resultades obtenidos que
realizan los médicos. Esto merece especial consideracion para aguellas
pruebas en las que el intervalo de referencia es estrecho y un resultado
puede considerarse incorrectamente anormal cuando en realidad puede
ser normal para un paciente determinado.

Se destaca mucho la veracidad y la precision de las técnicas
analiticas modernas, pero es de igual importancia que s¢ preste la misma
atencién a la fase pre-analitica y que las muestras analizadas sean de alta
calidad uniforme.

La preparacién, cuidados del paciente, toma y manejo adecuado de la
muestra son los primeros pasos que garantizan resultados vélidos aunque
frecuentemente se descuidan.

Existen muchas variables pre-analiticas al preparar ¢l paciente o al
mangjar la mucstra que influiran en el resultado y afectaran la cahidad del
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servicio que se ofrece.’® Los factores relacionados con el paciente que
puede afectar los resultados se pueden dividir en aquellos que no se
puecden modificar y los que pueden ser controlados por el paciente y/o por
el personal del laboratorio €l primer tipo de factores incluye:

a)
b)
c)
d)

€)

a)

b)

c}

Edad v sexo

Origen étnico

Embarazo v menstruacién
Estado patologico

Estrés fisico y psicolégico,

Edad y sexo: Algunas pniebas como la fosfatasa alcalina pueden
depender de la edad v el sexo. Los intervalos de referencia para
todas las pruebas de laboratorio deben  reflejar ambas variables.

Origen étnico: Los resultados de laboratorio son variables en individuos
de diferentes nacionalidades o grupos étnicos.

Embaraze y menstruacidén: El embarazo ejerce profundes efectos sobre
la interpretacion de las pruebas de laboratorio de la madre, debido a los
cambios hormonales y a la alteracion del metabolismo.

Estado patolégico: Utilizar un suero hemolizado puede ser inevitable,
especialmente durante cirugias cardiacas, desviaciones coronarias,
cuando hay transfusiones, circulacion extracorporal o enfermedad de
hemoélisis del recién nacido. Asi también la turbidez provocada por una
concentracion alta de triglicéridos en el suero provocard resultados
aparentemente altos.®

Otra fuente de interferencia “in vive” es la bilirrubina, parte de su
interferencia surge de las propiedades espectrales asi como de la
habilidad para reaccionar quimicamente con los reactivos.

La bilirrubina reacciona con la peroxidasa catalizando reacciones que
son usadas en los sistemas de deteccion de glucosa, colesterol y acido
nrico. Asi también la bilirrubina causa interferencia negativa en €l
método de creatinina-Jaffe, medido con los analizadores: Paramex
(Baxter), The Dimension {Du Pont) y Chem-1 {Baxter-Technicon.)
Ademas la bilirrubina tiene la habilidad de reaccionar con reactivos
clectrofilicos como el acido sulfanilico diazotizado pero puede también
reaccionar con reaccloncs intermediarias catalizadas por perdxido de
hidrdgeno vy causar interferencia negativa.l4
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Estrés fisico y psicolégico: Este factor afecta los resultados del
laboratorio al igual que las transfusiones sanguineas y otras
manipulaciones diagnésticas tales como: Cirugias, infusiones
intravenosas e inyecciones intramusculares.

Todas las variables producen siempre un efecto, cllo depende a menude de
la persona, de la duracién del efecto, el tiempo entre el estrés inicial v la
recoleccidn de la muestra.

Existen otros factores modificables como son: #: 15

3

Documentacidon correcta.

b) Estasis venosa

9
d)
o)

)

a)

b)

c)

Dieta
Ejercicio
Postura

Alcohol, tabaco y medicamentos.

Documentacién correcta: Para evitar confusiones en los resultados,
algunas muestras no son aceptables por el laboratorio para el analisis.
Cada laboratorio determina la infermaciéon del paciente que debe ser
incluida en la tarjeta y en la muestra. Esta informacion incluye:
Nombre, direccién, habitacién, niumero de identificacién, sexo y edad.
El tubo v la tarjeta de laboratorio deben verificarse su identidad luego
de recibidos. Las diferencias entre el nombre de la tarjeta de laboratorio
y ¢l envase de la muestra, es causa de rechazo de ésta.

Estasis venosa: El uso prolongado de un torniquete eleva un clerto
namero de resultados como proteinas y sustancias fijadas a proteinas
como la bilirrubina y colesterol. Ciertas elevaciones pueden ocurrir
con aplicaciones de torniquete de tan sole 3 minutos. Se concce que
el efecto combinado de 1a presién intravenosa elevada y la anoxia por la
oclusién mantenida provoca el paso de agua y constituyentes de
pequefio tamafio molecular  desde la luz de una vena al liquido
extracelular circundante, ya que los critrocitos y proteinas del plasma,
asi como otras moléculas grandes no pueden pasar a través de la pared
de una vena y por lo tanto su concentracién aumenta.

Dieta: Ciertos alimentos o regimenes dietéticos especiales pueden
afectar determinados constituyentes del suerc. Una dieta rica en
proteinas da como resuitado un aumento de urea y dc acido urico Una
alta proporciéon de acidos grasos no saturados en relaciéon con los
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d)

saturados da lugar a una disminucién de los niveles de colesterol en
suero.

Ejercicio o trabaje muscular: Diversos ejercicios fisicos aerdbicos y la
natacién han producide la elevacidn de resultados enzimaticos
incluyendo los niveles de glucosa. En pacientes ambulatorios la sangre
debe colectarse después de que el sujete haya permanecido sentado
quince minutos pero sus resultados no son comparables con los de
pacientes hospitalizados cuya sangre a menudo se colecta después de
permanecer acostados durante un pericdo largo de tiempo.
Procedimientos médicos como el masaje y la palpacion pueden afectar
los niveles de analitos circulantes a corto plazo y es importante dejar
que pase suficiente tiempo después de tales procedimientos para tomar
una muestra. Por tal motive es importante tener un mayor
conocimiento sobre los numerosos factores, que existen fuera de
laboratorio y alrededor del paciente, que pueden afectar el resultado de
la prueba antes de que la muestra llegue al laboratorio.

Postura. La posicién del paciente en el momento de la recoleccién
puede tener un importante efecto sobre las proteinas y las sustancias
unidas a proteinas séricas. Algunos de los componentes del suero que
han demestrado variaciones posturales son las siguientes: proteinas
totales, alblimina, enzimas, calcio v colesterol. Cuando un paciente
pasa de la postura supina a la de ple estos componentes aumentan.
Esto se debe atribuir al movimiento del agua dentro del compartimiento
intravascular en ia posicién de pie.

Aleohol, tabaco y medicamentos. Virtualmente todo medicamento afecta
alglin procedimiento de laboratorio. La interferencia puede aparecer “in
vivo” o “in vitro”. El alcohol puede alterar los niveles de glucosa y acido
urico en plasma. El tabaco puede falsear los resultados de gases
sanguineos.16

Los problemas de interferencia “in vivo” se eliminan un poco cuando el
meédico confecciona una buena historia clinica y existe comunicacion
entre &€l y el laboratorio.



AUTOMATIZACION.

Es un hecho que cada afio se estan llevando a cabo méas pruebas en
los laboratorios. Esto ha surgido por varias razenes: ha aumentado el
repertorio de pruebas disponibles, gracias a los avances en las ciencias
médicas que ha hecho que mas pacientes sobrevivan a enfermedades y
traumatismos que hubiesen sido mortales hasta hace poco. En
consecuencia se a creado una necesidad continua de pruchas de
laboratorio para vigilar a este tipo de pacientes. Ademés, en la actualidad
se digpone de mas pruebas y el médico necesita los resultados de las
mismas para considerarlos en el proceso de toma de decisiones médicas.

Junto con el aumento de la carga de trabajo sobrevino una demanda
de mayor productividad entre los guimicos del laboratorio. Como
resultados se desarrollaron instrumentos automatizados complicados y
altamente eficientes.!?

La automatizacién se define como el automovimiento o transferencia
mecanica de una muestra dentro de un sistema complejo que constituye
una sucesion de maquinas auto activas, cada una de las cuales completa
una etapa especifica en el proceso analitico total, desde la muestra en
bruto hasta el resultado analitico.

Una de las ventajas de la automatizacién es hacer posible el
procesamiento de un gran numero de muestras, y la realizacion de
multiples pruebas con una Unica muestra y con el mismo periodo de
tiempo, asi como con la misma cantidad de personal; esto tiene el beneficio
de eliminar tareas repetitivas que pueden producir aburrimienta y falta de
atencion propiciando errores en el analisis.

Ademas el personal menos especializado puede practicar el manejo,
quedando libres los técnicos con mayor preparacidn para problemas que
requieren mdas experiencia.

La utilizacién de instrumentos electrénicos complejos se impone
cada vez mas en todas las ramas de Quimica Clinica, aungue los
instrumentos son mas seguros, estin sujetos a repentinas averias y a
medida que aumenta la complejidad de los componentes, alguno de éstos
puede fallar o funcionar mal.

Los métodos analiticos automatizados dan mayor precision que los
métodos manuales v las determinaciones se realizan de forma mucho mas
reproducible si se procura que ¢l instrumento funcione bien.'®




Por otra parte el aumento de precision es particularmente evidente
cuando se analiza un gran nGmero de muestras.

Sin embargo por cambio de las condiciones o alteracion de los
reactivos se puede causar un desplazamiento sistematico de los resultados
cuando se procesa en series muy numerosos de analisis por un método
dado, estos factores se compensan cor la introduccidon de estandares v
sueros de control a intervalos regulares

En los procedimientos normales existe una gran tendencia a omitir
o colocar esos controles hacia el fin de la serie debido a los factores antes
mencionados, mientras que los métodos automatizados de interposicion de
controles extra precisa solo de un esfuerzo adicional pequefio; también la
correccidn por desplazamiento puede precisar de caiculos adicionales de
consideracion en los métodos manuales; en un sistema automatico esas
correcciones se pueden realizar facilmente si el procedimiento
automatizado da una lectura directa de los resultados en una grafica o
numéricamente, asi los errores en los calculos y en la trascripcion de
resultados se reducen en gran manera. La desventaja es que cuando en un
laboratorio se realizan operaciones altamente automatizadas vy
cornputarizadas los fallos en el sistema altamente complejo pueden dar
como resultado una parada completa de laberatorio.

El personal del laboratorio debe estar alerta para el caso de obtener
un resultado anormal. Con frecuencia la presencia de una interferencia
puede sospecharse a partir de un color anormal u ofra apariencia de la
disolucién final uulizada en las lecturas colorimnétricas.

Con métodos manuales el personal de laboratorio fiene una idea
adecuada de cual debera ser la apariencia de la disclucion final, y no
debera aceptar las lecturas sin critica sobre las disoluciones que tienen un
aspecto altamente anormal tales como el exceso de turbidez o una
diferencia de matiz en el color. En forma automatizada no es posible
detectar una interferencia quimica directamente.1?

Para comprender mejor el papel de los interferentes en las
determinacicnes de Quimica Clinica de cinco elementos basicos (urea,
creatinina, dcido Urico, colesterol y alblimina) se procedera a hablar de los
diferentes métodos de determinacién para cada uno de ellos.




METODOS DE DETERMINACION PARA CREATININA

La creatinina es el anhidrido de la creatina. Sus valores se usan en
el diagnéstico y tratamiento de enfermedades renales, en el monitoreo de
didlisis renal, insuficiencia cardiaca, hipertensién arterial, acromegalia,

deshidratacién y como base de calculo para medir otros analitos de la
orina.?0

La mayoria de los métodos para la determinacién de creatinina se
basan en la reaccidon de Jaffé, descrita en el afio de 1886 que se distingue
por ser el método de Quimica Clinica maés antiguo altn vigente. La
creatinina (I} en esta reaccidon forma un complejo con picrato alcalino (11)
para formar un compuesto de color anaranjado llamado Janowsky {III} que
se mide fotométricamente. (Figura 1)

Desgraciadamente este método tan simple, no es especifico para la
creatining, existiendo muchas sustancias en la sangre que también
reaccionan con el picrato alcalino.

La absorcién del complejo Janowsky se mide entre {510 y 520 nm)},
teniendo su maximo de absorcién a 485 nm. El ion picrato (presente en
€xceso en la solucién de reaccién), absorbe significativamente a longitudes
de onda por debajo de 500 nm.

Las principales desventajas de la reaccion original de Jaffé se
relacionan con su falta de especificidad. Entre las sustancias que causan
interferencia positiva estan: acide ascdrbico, piruvato, acetona, acido
acético, glucosa, acido trico, proteinas y antibidticos. Estos interferentes
son capaces de reducir el picrato a picramato con un maximo de absorcién
a 485 nm, lo que produce una sobre estimacién de la creatinina. Las
temperaturas elevadas (mas de  30° C) y los prolongados tiempos de
reaccidn (méas de 5 minutos) aumentan la interferencia. Cualguier
compuesto con un grupo metilo o metileno activo introducen errores en
virtud de su acoplamiento con el picrato por un mecanisme andloge al de
la creatinina. Todos estos compuestos pueden producir sustancias
coloreadas, que aumenta entonces la absorcidén en la regién del complejo
creatinina-picrato.

Lz bilirrubina u otros productos de degradacion de la hemoglobina
causan una interferencia negativa, probablemente por su oxidacidn en
medio basico fuerte a un compuesto incoloro. La disminucion resultante
hace descender la absorcién medida lo cual sc interpreta como menor
concentracién de creatinina. Esta interferencia negativa s¢ obscrva con
frecuencia en el analisis ¢inético de creatinina. 2!
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Los interferentes causan diferencias en las condiciones de reaccién
que alteran la reactividad de los diversos compuestos no creatininicos
hacia el picrato. Sin modificaciones en la reaccién de Jaffé se podria
esperar que aproximadamente el 20% de la medicion de creatinina en
sSLero 0 plasma sea causada por materiales no creatininicos.

Estos porcentajes dependen de las concentraciones de los
interferentes y podrian aumentar considerablemente en muestras de
pacientes con diversos procesos patolégicos. Una desventaja menor de la
técnica Jaffé es la necesidad de trabajar con bases fuertes. 10, 16,22

Con todas estas desventajas, es sorprendente que esta metodologia
haya sido tan ampliamente utilizada por tan largo tiempo, siendo su
ventaja solo su adaptabilidad a la automatizacidn v su bajo costo.

La determinacién de creatinina por este método puede ser llevada a
cabo de tres formas: como método de punto final, cinético o con blanco de
suero, aunque existen otros métodos utilizados menos frecuentemente.

Método de punto final.

Cuando se analiza suero o plasma en una reaccién de punto final, se
utiliza un filtrado libre de proteinas, dado gue los grupos alfa-cetometilo o
alfa-cetometileno de las proteinas son reactivos con el picrato alcalino y los
complejos resultantes son altamente coloreados.

La reaccién se realiza a temperatura constante de menos de 30°C a
mayores temperaturas, la glucosa, €l acido trico y el acido ascérbico
pueden tener una reaccién reductiva inaceptablemente elevada con el
picrato, formando picramato con absorcion maxima a 482 nm,
produciéndose una sobre estimacion de creatinina. Es importante
mantener la temperatura constante porque la absorcion del ion picrato y el
producto de la reaccibn creatinina-picrato  aumentan al elevar la
temperatura. No suele estabilizarse el pH de la reaccion pero se lleva a
cabo en una solucion de NaOH al 0.1 mol/L, generalmente. 2!
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Figura 1. Reaccién de creatinina con picrato alcalino para
formar el complejo de  Janowski.
Fuente: Kaplan y Pesce, 1991

Método cinético:

Este método ha ganado popularidad con la disponibilidad de
instrumentos capaces de efectuar lecturas exactas de absorcién a
intervalos precisos altamente reproducibles. Se realizan lecturas
secuenciales en puntos precisos de la cinética de reaccidn y se comparan
con estandares. Existe una diversidad de equipos automatizados que
utilizan este método como: el ACA Du Pont y el analizador Beckman.

En la modificacién cinética, la formacién del complejo picrato-
creatinina es monitoreada luego de 10 a 60 segundos de retardo tras la
mezcla de los reactivos; ésto permite que los interferentes de reaccion
rapida como el aceto acetato sean eliminados en gran medida antes de
efectuar la lectura inicial de absorcién. Se realizan mediciones adiclonales
durante o al final de un periodo de 16 a 120 segundos, antes de que sc

haya completado la reaccién de la creatinina v que los interferentes de
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reaccion mas lenta como la glucosa pueda reaccionar significativamente.
No es necesaria la desproteinizacion, dado que la reaccidon entre el picrato
alcalino y la proteina es lenta y no se produce significativamente durante
el intervalo habitual de la reaccién cinética. No se hace ninguna correccién
por los reactantes no creatininicos cuyas velocidades de reaccion son
comparables a la de la creatinina, como es el caso del piruvato, el alfa-
cetoglutarato y el oxalacetato. Las principales ventajas de los métodos
cinéticos son el pequernio volumen de muestra requerida, la velocidad de
analisis y la adaptabilidad a la automatizacién. 21.23

Método usando un blanco de suero.

Se ha descrito que el uso de un blanco de suero a pH de 9.65
elimina interferencias causadas por proteinas y otros interferentes
distintos de creatinina. Se emplean amortiguadores de fosfato {136 a 173
mmol/1} para producir pH de reaccién de 9.65 a 11.5.

Por otra parte, las condiciones de reaccion son comparables a la
reaccion manual de Jaffé. El intervalo de reaccién es de 45 minutos a una
temperatura de 37°C. En estas condiciones los cromdégenos
pseudocreatininicos comUnmente hallados se describen como no reactivos
¥y la interferencia causada por la reaccién de proteinas a pH 11.50 es
reducida por el blanco de pH 9.65.12.21.24

Método enzimatico:

Se han investigado dos enzimas degradadoras de creatinina para uso
en su andlisis. Desarrollado por primera vez en 1937, el método
enzimatico se ha vuelto solo recientemente dispornuble para uso clinico de
rutina. Ei principal problema ha side el requerimiento de enzima pura, y
80lo en afnos recientes ha sido posible obtener enzima suficientemente
pura de calidad constante. La creatinina amidohidrolasa (EC 3.5.3.10),
también denominada creatinasa o creatina hidrolasa, ha sido utilizada
para convertir creatinina en creatina, acoplada a una reaccién indicadora,
ésto permite el seguimiento continuo de la desaparicion del NADH.
(Figura 2)




Creatinina Amidohidrolasa
Creatinina + HaQO p Creatina + H2O

Creatina Quinasa
Creatina + ATP - Tosfocreatina + ADP

Piruvato Quinasa
ADP + Fosfoenolpiruvato » ATP + Piruvato

Lactato Deshidrogenasa
Piruvato + NADH + H* » Lactato + NAD*

Figura 2. Serie de reacciones enzimaticas que emplean creatinina
amidohidrolasa para la cuantificacion de creatinina.
Fuente: Kaplan y Pesce, 1991

El segundo sistema enzimatico empleado para cuantificacion de
creatinina es la creatina desaminasa (EC 3.5.4.21), conocido también
como creatinina iminohidrolasa.

Esta enzima es responsable de la conversidén de creatinina en N-
metilhidantoina y amoniaco. En este método el amoniaco se cuantifica
colorimétricamente Iuego de esta reaccion, con alfacetaglutarato,
monitoreando la desaparicién de NADPH, o mediante el uso de un
electrodo de amoniaco, en cualquiera de estos dos procedimientos, la
mezcla de reaccion debe estar libre de materiales productores y
consumidores de amoniaco. Ademas se debe efectuar una correccion de
amoniace endégeno.

Si bien la concentraciéon de amoniaco fisiologicamente producido es
relativamente bajo, pueden aparecer cantidades sustanciales de amoniaco
por desaminacién proteica si la sangre se deja a temperatura ambiente. 2

Lo mas importante de la determinacién de creatinina es la exactitud,
especialmente para muesira de pacientes con disfuncién renal, en las que
es probable la presencia de interferentes potenciales. Ademas dado que el
analisis se¢ utiliza como el indicador mas confiable de funcién renal, debe
estar disponible con un minimo de tiempo y en parlicular cuando se
solicita en pacientes pediatricos y en pacientes sometidos a didlisis en
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donde el volumen de la muesira es minimo. El método que actualmente
satisface estos criterios es la reaccién de Jaffé, con pretratamiento
mediante tierra de Fuller. Este método es adaptable a un instrumental
comun, su resistencia a la interferencia ha sido totalmente comprobada
durante muchos afnos y tiene un elevado nivel de exactitud y precision.
Solo el piruvato y oxoglutarato siguen siendo fuentes potenciales de error
cuande estan presentes en elevadas concentraciones. Las ventajas de este
procedimiento son que la introduccién de tierra Fuller jimplica
necesariamente un procedimiento manual, y €l requerimiento de muestra
es mayor que en meétodos totalmente automatizados.

El método enzimatico no se recomienda, v no es por la falta de
especificidad o sensibilidad, sinc debido a la relativa ausencia de
disponibilidad de reactivos y a la hasta ahora no probada susceptibilidad
hacia los materiales interferentes. La reciente disponibilidad de reactivos
enziméaticos puros a permitido adaptar los método enzimaticos al analisis
automatizado. Estas técnicas prometen reemplazar los ensayos quimicos
de creatinina, ahora en uso comun. 25, 26, 27, 28

METODOS DE DETERMINACION PARA UREA:

La urea, principal producto final del metabolismo de las proteinas en
el hombre, se deriva fundamentalmente a partir de los grupos amino de los
aminoacidos. Los valores de urea se utilizan en el diagnéstico y
tratamiento de ciertas enfermedades renales y metabdlicas. Ha sido
tradicionalmente cuantificada por analisis quimico, directo o
indirectamente por conversién previa a amoniaco. La mayoria de los
métodos histéricos implican la medicidn del nitrégeno del amoniaco (NHa)
luego de tratar las muestras mediante temperaturas elevadas o por accién
de la enzima ureasa. La especificidad de la ureasa por la urea hace de la
reaccién enzimdtica el método preferido para la conversiéon de urea en
amoniaco.?9

Se han desarrollado varios métodos para la determinacién de este analito.




étodo de Nessler:

Es un meétedo antiguo para cuantificar el amoniace hiberade de la
area utilizande una titulacién acida. El amoniaco gaseosc liberado se
titula con acido sulfurico diluide en presencia de un indicador de pH
coloreado en la selucién. (Figura 3)

Ureasa
Urea > [NH4}2COaz

2Hgls + 4KI + NHa* + NaOH » NHoHgolz +H;0* +4 Ki +Nal
Color amarillo naranja

Figura 3. Reaccién de Nessler formando un quelate amarillo.
Fuente: Kaplan y Pesce, 1991

La reaccién de Nessler implica formacién de un quelato complejo
amarillo (cuva compesicién real no es conocida) entre el amoniaco y £l Hglz
en medio alcalino. El eromogeno tiene un méximo de absorcién a 410 nm.
Este meétodo es cuantitativo, de punto final y espectrofotométrico. Es
infrecuente y sdlo tiene interés histérico, es inespecifico ¥y sus tiempos de
reaccidon son prolongados.

La reaccién de Nesslerizaciéon ha demostrade mayores dificultades,
primero, es susceptible a los niveles de acetona presente en pacientes con
cetoacidosis diabética y después la dificultad para automatizario
(semejante a la reaccién de Berthelot.) La formacién de turbidez a medida
que avanza la reaccién también constituye un problema importante. Se ha
intentado reducir la turbidez mediante el agregado de agentes oxidantes o
el empleo de filtrados libres de proteinas.

Cuando la concentracién de urea se aproxima al limite superior
rnormal, registran coeficientes de variacién mas elevados que los
laboratorios que emplean la reaccién de Berthelot v Nesslerizacidén en
técnicas no automatizadas, que los otros laboratorios que emplean
métodos automatizados .30
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Método de Berthelot:

La reaccién de Berthelot entre amoniaco y fenol-NaOCI, produce un
complejo de azul de indofenol cuya absorcién maxima es a 630 nm. Este
meétodo se realiza a menudo con nitroferricianuro de sodio (nitroprusiuro),
NazFe(CN}sNO, como catalizador. (Figura 4)

Urea Ureasz (NH,),CO,
. pHI0'S
NH, + HOCl-—-— — H;NCI + H;O+
OH-
FL,NCL + OH —— CIN== =0
NP
Fenol

Quinenacioramina

. @ avar

Indefencl (Azul)

(NP, nitroprusiato, usado como catalizador)

Figura 4 Reaccién de Berthelot en la formacion de indofenol
{azul).
Fuente: Kaplan y Pesce, 1991

En este método se hidroliza la urea ceon ureasa y el amonio
liberado se mide como indofenol. La reaccién de indofenol puede llevarse a
cabo tanto en soluciones desproteinizadas como en scluciones que
contengan proteinas. Se pueden utilizar sustancias para catalizar la
reaccién del indofenol pero la mas cfectiva de todas cllas es el
nitroprusiato, el cual incrementa la velocidad de transformacién det
amonioc a indofenol. 3}

En la actualidad los métodos para la determinacién cuantitativa de
urea por reaccidon de Berthelot no son usados cn automatizacién debido
principalmente a la dificultad para adaptarlos y a sus complicaciones
técnicas inherente {tales como la especificidad.} La reaccion de Berthelot
se realiza como procedimiento de punto final, lo cual la hace susceplible a

una conversidn incompleta de urea a amoniaco. Este método requuere
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tiempo en incubacién relativamente prolonigado. Sin embargo es el método
que mas se utiliza en las determinaciones manuales en la mayoria de los
laboratorios que carecen de la automatizacion.

Los globulos rojos y el plasma contienen cantidades similares de
urea de modo que la hemélisis no deberia tener efectos sobre los
resultados, sin embargo se ha descrito gran influencia de la hemélisis
debida a interferencia analitica para los métodos que usan esta reaccion.

Tanto los procedimientos de titulacién como los de Nesslerizacion
han sido, cuando menos en gran parte, desplazados por la reaccién de
indofenol de Berthelot, lo cual es, aproximadamente 10 veces mas sensible
para el ion amonio que la Nesslerizacidon 20

Método de diacetilmonoxima:

Es el Unico analisis quimico directo para urea. Fearon observé
inicialmente que la diacetilmonoxima reacciona con varias aminas
primarias y secundarias. Muchos otros compuestos contienen residuos de
urea en su estructura, como citrulina, aloxano y alantoina produciendo
también un producto coloreado, sin embargo, las bajas concentraciones
de estos compuestos en el suero rara vez causan una interferencia
significativa. Otros compuestos presentes en el suero a niveles
significativos, como creatinina y proteinas, producen cromoégenos cori
diferentes maximos de absorcion, de modo que no producen interferencias
significativas. La diacetilmonoxima no reacciona directamente con la
urea, sino que es primero hidrolizada formando diacetilo e hidroxilamina,
el diacetilo se condensa con la urea en solucién acida para formar una
diazina coloreada; este cromégeno se mide a 550 nm y también por
fluorescencia a 415 nm. Se han empleade varios compuestos para
intensificar y estabilizar el color producide en la reaccion de la
diacetilmonoxima, ya sea directamente (como tiosemicarbazida, iones
férricos o glucurolactona) o indirectamente por la eliminacién de la
hidroxilamina formada en la hidrolisis inicial (por compuestos como
persulfato de potasio.)

Este método es cuantitativo, de punto final y colorimétrico. Entre los
inconvenientes mas importantes de este método cabe citar los siguientes:
el color se desarrolla con rapidez y una vez alcanzado el maximo
disminuye también rapidamente; el método obedece deficientemente la ley
de Beer; la reaccién produce un olor desagradable y humos irritantes por
lo que es aconsejable llevarla a cabo en una campana de humos. El tiempo
de calentamiento necesario para lograr un desarrcllo maximo de color con
la diacetil monoxima depende de la concentracion de urea 3032 (Figura )
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Diacetilmonoxima Diacetilo Hidroxilamina
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Diacetilo Urea Dazina (amarile)

Figura 5 Reacciton de diacetil monoxima para Ja medicién de
urea.

Fuente: Henry, 1980.

Método enzimitico acoplade (ureasa/glutamato deshidrogenasa)
{GLDH):

El método para medir concentraciones de urea en suero mediante la
cuantificacién de NHiz formado por la reaccién de ureasa, emplea un
sistema enzimatico acoplado que consiste en una reaccién indicadora
NAD/NADH. Estas reacciones se miden a 340 nm, existen otras enzimas
endégenas que pueden competir con la reaccion indicadora (GLDH) para
oxidar el NADH disminuyendo la exactitud del sistemma enzimatico
acoplado. Ademds, el amoniaco exdgene proveniente de los reactivos puede
dar valores falsamente elevados. La reaccidon acoplada ureasa/GLDH
llevada a cabo cinéticamente es también til como medida de ia urca en la
orina en niveles normales de amoniaco enddgeno, diche amoniaco es
rapidamente consumido en los segundos iniciales de la reaccion y los
cambics posteriores de absorcion a 340 nm son esencialmente causados
por el amoniaco generado por la reaccidn de la ureasa sobre la urea. La
Asoclacién Americana de Quimica Clinica ha recomendado el método
enzimatico acoplade de punto final como candidato a método de referencia
para urea en suero. Este es un métode manual que emplea un
sobrcnadante libre de proteinas obtenidas por la técnica de Somogy para
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la determinacién de urea. Tiene una buena comparacién con el método de
indofenol de Berthelot.32

Un método de eleccién para el laboratoric automatizade modernc es
el de ureasa/GLDH en su forma cinftica dado que son los de mayor
especificidad, rapidez v precision de todos los métodos actualmente en
uso. El procedimiento ureasa/GLDH es el que se adapta més facilmente a
una amplia gama de instrumentos.?? (Figura 6}

O
It Ureasa
NH,- C- NH2 > (NH4)2CO3
GLDH )
NH4* + 4cido aifa-cetoglutarico + NADH P NAD- + Acide glutamico
ADP H+

Figura 6. Reaccién enzimatica utilizando ureasa en la medicidon
de urea.

Fuente: Kaplan y Pesce, 1991

METODOS DE DETERMINACION PARA ACIDO URICO:

El acido urico es el producto final de la degradacion de las
nucleoproteinas, también es sintetizado a partir de moléculas mas simples
tales como: glicina, amoniaco y anhidrido carbénico.

Los valores de acido trico se utilizan en el diagndstico y tratamiento
de numerosas enfermedades renales y metabdlicas, incluyendo
insuficiencia renal, gota, hepatopatias y leucemia. Estos son algunos de
los métodos que se emplean para su determinacién: Con acido
fosfotlingstico, enzimatico y por cromatografia.®?

Método con dcido fosfotingstico:

La mayoria de los métodos se basan en la oxidacién del acido urico a
alantoina por medios quimicos o enzimaticos. Los métodos antiguos son
principaimente procedimientos fotométricos relacionados con la reduccion
del tungstato a un complejo de color azul. El agente oxidante utilizado ¢s

¢l fosfotungstato alealine, cuye producto de reduccién es el azul cic
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tungsteno gue puede medirse fotoméiricamente a 700 nm. Sin embarge
este método presenta varias dificultades inherentes, que incluyen la
coprecipitacién del acido 1irico con las proteinas del plasma. o suero, la
formacién de turbidez durante el desarrollo de color ¥ la presencia de
sustancias enddgenas potencialmente interferentes, tales como glucosa en
concentraciones muy altas,

El uso de un filtrado libre de proteinas para la formacién del color
elimina la mayoria de las interferencias, como el glutatién v ergotioneina
de los eritrocitos. El carbonato sédico inicialmente utilizado como reactivo
para conseguir un medio alcalino ha sido sustituido por cianuro sédico
para incrementar la sensibilidad del ensayo.29.34.35 (Figura 7)

G
I PRV
H_)N\ | /N(H + 0yt HPW,0,, Jees )\ /I\(H + C0,+ H0,+ Azulde Tungsteno
LA SR
H H Ac':ido ) H H
Acido Unco Fosfordngstico Ala ntoina Ferdudo

Figura 7. Reaccidn en la medicion de icido drico utilizando acido
fosfotiingstico,
Fuente: Anderson y Cockayne, 1995

Método empleando la enzima uricasa:

La uricasa se emplea para aumentar la especificidad del ensayo de
acido urico. Los métodos de uricasa se basan en la especificidad de la
reaccién del acido urico catalizada por la uricasa, a alanteina y perdxido
de hidrégeno. La alantcina a diferencia del acido tirico no posee un pico
de absorcidn en la regidn de 290 nm a 293 nm del especiro ultravioleta. Se
han empleado mediciones de absorcién a estas longitudes de onda antes y
después de la incubacién del acide Orico con uricasa, para cuantificar
acido drico en suero o plasma. Actualmente también se emplea como
reactivo revelador de la accidn del perédxido a la 4-aminoantipirina (4-AAP)
v el sulfonato de 3,5-dicloro-2-hidroxibenceno (DCHBS) en una reaccidn
catalizada por peroxidasa para producir un producto coloreado.

Se ha estudiado la interferencia de unas 20 sustancias entre estas
estan: anticoagulantes, conservadores y solamente la xantina cjerce una
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interferencia significativa, otras sustancias como EDTA vy fluorure de sodio
presentan una interferencia que no es significativa. 3¢ {Figura 8)

i Uricasa
Acido drico +0y + HiQ ——mm——p Alantoina + HaOy + COa

Peroxidasa
H2C2 + 4-AAP + DCHBS » Quinoneimma + HaO

Figura 8. Reaccidén en la medicidon de acido iirico utilizando la enzima
uricasa.
Fuente: Anderson v Cockayne, 1995

METODOS DE DETERMINACION PARA COLESTEROL.

El colesterol es un esterol que se encuentra en todos los tejidos
animales y cumple muchas funciones fisiologicas importantes, incluyendo
la sintesis de acidos biliares, hormonas, esteroides y membranas celulares.

Los valores de colesterol se usan en el diagnéstico y tratamiento de
enfermedad coronaria ateroesclerdtica v en el diagndstico de trastormos
relacionados con el metabolismo de lipidos y lipoproteinas.

La determinacion de colestergl total incluye la forma libre y
esterificada del esteroide. En el suero o plasma dos tercios del colesterol
total se encuentran en forma esterificada y el resto en forma libre. Esto
tiene clertas implicaciones analiticas ya que en algunas reacciones el
desarrollo de color es mas intenso con los ésteres de colesteroi gue con las
formas libres, esto a su vez, puede conducir a una gran desviacion
positiva, por tal razén el conocimiento de la quimica en los diversos
métodos de andlisis del colesterol y el reconocimiento de sus limitaciones
resulta de fundamental importancia en la seleccién del métedo a emplear
en el laboratorio. Con mucha frecuencia las consideraciones giran en torno
a factores como simplicidad, velocidad, conveniencia y por otro lado
exactitud y precisién. Por ello, para este analito existe una gran variedad
de métodos de determinacién, los cuales se clasifican de acuerdeo al
ntmero de etapas en que se llevan a cabo.

Métodos de una sola etapa: En estos ensayos directos no hay
aislamiento ni purificacién del esteroide ¢ de los esteroides, por lo tanto los
procedimientos directos se llevan a cabo en muestras de suero o plasma
sin etapas de previa extraccion con solventes. En este caso, la ventaja
reside en la rapidez y simplicidad del analisis, dade que solo suele
reguerirse un reactivo, hay escasa manipulacién de la muestra y por o
tanto ¢! método cs adecuado para su automatizacion. Los cnsayos
colorimétricos v fluorométricos suclen ser rapidos y convenientes, sin
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embargo seglin la reaccién quimica, estas técnicas son factibles de exhibir
errores positives v negativos debido a la presencia de proteinas,
bilirrubina, vitaminas A, C, y D, hormonas estervides, acide urico,
turbidez y diferencias de cromogenicidad del colesterol libre y los ésteres
de colesterol.

Meétodos de dos etapas: En este tipo de ensayos se introduce una
etapa de extraccion en fase organica antes de medir el colesterol y
esteroides quimicamente afines, este pretratamiento elimina muchos
cromégenos inespecificos que podrian interferir en el ensayo; la respuesta
cromogénica relativa de cada sustancia interferente depende de la quimica
involucrada.

Dado que estos métodos no incluyen una etapa de saponificacién,
sigue en pie el efecto de error de la respuesta de color diferencial entre
colesterol libre y esterificade, especialmente en las reacciones de
Liebermann y Burchard, sin embargo, para la mayor parte del trabajo
clinico de rutina, este procedimiento de dos etapas ha tenido buena
aceptacion, los valores obtenidos coinciden estrechamente con los del
método de Abell v cols. La correlacién es ain mas estrecha cuando se
afiade un factor de calibracidn para corregir el desarrollo de color
diferencial por la presencia de colesterol libre y esterificado.

Meétodos de tres etapas: Estos procedimientos incluyen, ademas de
la extraccién del colesterol, una etapa de saponificacién que hidroliza la
porcion acido graso de los ésteres del colesterol. En consecuencia se mide
so0lo el colesterol libre. E1 método Abell v cols pertenece a esta clasificacion
v actualmente se considera el método de referencia.

Métodos de cuatro etapas: Estos métodos incluyen, ademas de la
extraccion, la saponificacion y desarrollo de color de los procedimientos de
tres etapas, la purificacion de los esteroides totales y extraibles para
determinar el colesterol, mediante la adicién de upna saponina, Ia
digitonina. El sitio reactivo de la posicion C-3 del anillo de
ciclopentanoperhidrofenantreno del colesterol es el grupo hidroxile que
esterificado por la digitonina produce la precipitacién del complejo. La
adicién de la etapa de precipitacién con digitonina elimina también el
efecto de los cromégenos inespecificos interferentes. Empiricamente, los
procedimientos de cuatro etapas deben ser mas exactos y precisos que los
otros, con la posible excepcién de las determinaciones enzimaticas del
colestero], sin embargo a menos que se tomen precauciones extremas,
mayor cantidad de etapas significa también mayor cantidad de errores. Por
ejemplo, mientras que la precipitacion con la digitenina incrementa la
exactitud del método, ¢l reactivo debe descomponerse totalmente y ser
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eliminando, ya que de lo contrario se produce desarrollo de color adicional
v por ende error positivo.

Literalmente se han publicado cientos de métodos de analisis de

colesterol, en general como modificaciones de las sigunientes
reacciones.36 37

1} Libermann-Burchard.
2) Acido-sal férrica.
3) Acido p-tcluensulfénico

4) Punto final enzimatico.

Reaccion de Liebermann-Burchard:

Entre las numerosas reacciones colorimétricas no enzimaticas para
colesterol, la de Liebermann-Burchard es quizd la mas ampliamente
utilizada. Se lleva a cabo generalmente en un medio gue contiene acidos
fuertes (acido sulftirico, Acido acético v anhidrido acétice.) En la reaccitn
quimica, el colesterol sufre una oxidaciéon gradual en cada una de cuyas
etapas se produce una molécula de colestapoliene con un doble enlace
mas que el compuesto del cual deriva.

La etapa inicial de la reaccién de Libermann-Burchard consiste en
la protonacién del grupo OH del colestercl, con posterior pérdida de agua,
para formar un ion carbonio, 3,5 colestadieno, primer paso en la reaccién
de color. La oxidacién secuencial de este ion carbonic alilico por el SOz -
produce un compuesto croméforo colesta-hexaeno-acide sulfénico, con un
méaximo de absorcidn. a 410 nm. Esta reaccién quimica para las
determinaciones de colesterol ha sufrido numerosas modificaciones a
través de los afios, habiendo incluido la medicién de colesterol libre y
esterificado.

Numerosos investigadores han inventado aplicar la reaccion de
Licbermann-Burchard directamente al suero sin una extraccién previa del
colesterol con un solvente orgdnico. Richard y cols han descrito métodos
directos simples, rapidos para colesterol sérico. Estos investigadores
sostienen que los resultados de su procedimiento coinciden con los de
Abell v cols. Debe sefalarse que la reaccién de Liebermann-Burchard tiene
una desviacion positiva considerable si la saponificacién y purificacion no
sc realizan con el cuidado nccesario. Asi también niveles de bilirrubina
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superiores a 25 mg/L provocan elevacién falsa de los resultados.!?
(Figura 9)

Pasos de deshidratacién.

Acidos fuertes
Colesterol —————» 3,5 colestadieno

Dos pasos de oxidacion.

3,5 colestadieno .y acido colestahexen sulfonico
{ absorbe a 410 nm)

Figura 9. Reaccidon de Liebermann- Burchard en la medicion de
colesterol.

Fuente: Anderson y Cockayne, 1995.

Metodo de punto final enzimatico:

Recientemente han aparecido técnicas enzimaticas que cotmpiten con
la reaccion de Liebermann-Burchard, el método original utilizaba la
saponificacién quimica preliminar de la muestra para producirse solo
calesterol libre, en el siguiente paso se agregaba colesterol oxidasa, una
enzima casi totalmente especifica para el colesterol, que produce su
degradacién a coles-4-eno-3-ona y perdxido de hidrogeno, luego se
emplean diferentes sistemas de reaccidn para producir un cromoégenc
final.

El procedimiento enzimadtico actual utiliza la enzima colesterol
esterasa para reemplazar la saponificacion quimica. La colesterol esterasa
es especifica para los ésteres de colesterol, a los cuales disocia en
colesterol libre y acidos grasos. (Figura 10)
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. Colesterol esterasa
Esteres de colesterol + H,O : _» Colesterol + acidos graso

Colesterol oxidasa
Colesterol + Oq » Colesten —3-ona + HO»

Peroxidasa
H:)_Oz + 4-AAP +Fenol

- Quinoneimina + HxO
»

Reaccion 10. Reaccidn enzimética de colesterol
Fuente: Kaplan y Pesce, 1991

La reaccion de Trinder que forma la quinoneimina coloreada con un

maximo de absorcién 500 - 525 nm es la base de la mayoria de los equipos
actualmente comerciales.36. 37

METODOS DE DETERMINACION PARA ALBUMINA.

La albtimina es la mas pequefia y abundante de las proteinas del
plasma, constituyendo normalmente algo méas de la mitad de las proteinas
totales. La medicidn de alblunina se utiliza en el diagnostico y tratamiento
de numerosas enfermedades que afectan el higado y los rifiones.

También juega un papel importante en la regulaciéon osmédtica y
define el comportamiento intravascular, su segundo papel en importancia
es que sirve como molécula de transporte.

Los meétodos mas ampliamente empleados para el andlisis de
albumina son los de fijacién de colorantes, ya gque la albumina tiene la
capacidad de fijar una amplia variedad de aniones crganicos incluyendo
moléculas de colorantes complejos.

Las técnicas de fijacién de colorantes estdn basadas en un
desplazamiento del maximo de absorciéon del colorante cuando se fija la
albumina. Dicho desplazamiento permite que el color formado pueda
medirse en presencia de exceso de colorante, el cual, con la elevada
afinidad de unién con la albimina permite que todas las moléculas de
albimina tomen parte en la reaccidon. Se ha utilizado una amplia variedad
de colorantes para la medicion de albumina, incluyendo naranja de metilo,
verde d¢ bromocresol y parpura de bromocresol.
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Los radicales de las proteinas a los que se une el colorante son
capaces de unirse también, reversiblemente a otras sustancias tales como
bilirrubina, acidos grasos libres y medicamentos.38. 39

Verde de bromocresol:

Introducida por Rodkey en 1965, esta reaccidn se suele Hevar a cabo
aun pH de 4.2 a 4.5y es seguida a 620-630 nm. La absorcién del verde de
bromocresol fijado por la albiimina se mide a 628 nm en amortiguador
succinato 0.075 M a pH de 4.20, a las soluciones de amortiguador y verde
de bromocresol se les afiade Brij-35, un detergente no idnico, a fin de
reducir la absorcion del blanco, prevenir la turbidez v proveer linealidad.
La técnica de verde de bromocresol es especifica y muy sensible para la
cuantificacién de albiimina, es menos afectado por la lipemia y por cifras
altas de hemoglobina y bilirrubina. El empleo de blancos no corrige esta
interferencia y la tendencia negativa esta’ causada en consecuencia por
interferencia. con la fijacién al colorante v no por el color de la
hemoglobina.

El verde de bromocresol no se conjuga con otras proteinas séricas,
como la hace el anaranjado de metilo. El procedimiento con verde de
bromocresol es el ensayo por fijacién de colorante mas usado; segin una
encuesta realizada sobre eficiencia de laboratorio.3? (Figura 11)

Albamina + Verde de bromocresol ——— Complejo albirmina-verde
de bromocresol

Figura 11. Reaccién con colorante de verde de bromocresol para
la medicion de albiimina
Fuente: Kaplan y Pesce, 1991

Piarpura de bromocresol:

Es un colorante similar al verde de bromocresol, esta técnica es
interferida por ia presencia de salicilatos, bilirrubina y lipidos.

La purpura de bromocresol reacciona con la albumina a pH 5.2 ¥y su
desplazamiento de color se mide a 603 nm, es posible medir estas
reacciones de punte final o con blancos, como reacciones rapidas (60
segundos).




La bilirrubina unida a la albumina interfiere en las mediciones de la
concentracién de albumina utilizando el colorante de purpura de
bromocresol probablemente por competir por el sitio de la albtimina. Esta
interferencia no se ve con bilirrubina no conjugada la cual es facilmente
desplazada de la albtimina por exceso de purpura de bromocresol.%0. 41
{Figura 12)

Albtinina + ptirpura de bromocresol PComplejo albiimina-purpura
bromocresol

Figura 12. Reaccidn con colorante de piirpura de bromocresol para la
medicién de albamina.
Fuente: Kaplan y Pesce, 1991

Por lo tanto para realizar la parte experimental se empledé en el
desarrollo de técnicas manuales: reactivo de Merck método cinético para
creatinina, Ecoline-Biotrol para glucosa basados en la reaccién GOD-PAP,
Ecoline- Biotrol para colesterol que utiliza la reaccion de Chod-PAP , de
Merck para alblunina que emplea el colorante de verde de bromocresol,
Lakeside para urea que emplea el método colorimétrico enzimaético en la
reaccidén de Berthelot, Bioxén para acido trico con fosfotungstato, de
Merck colorimétrico de punto final para bilirrubina total y reactivo de
Merck para la determinacién de hemoglobina reaccién de punto final.

Y para las determinaciones automatizadas, el equipe SINCHRON
CX7 Delta Beckman trabajo con reactivos de la casa comercial Beckman
en el analisis de; urea, creatinina, acide arico, colesterol v albtimina.
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA.

Se reporta en la literatura que existen sustancias de interferencia en
las diversas determinaciones de Quimica Clinica y que en ocasiones nc es
posible eliminar como es la  presencia de: glucosa, hemoglobina,
bilirrubina y medicamentos, ya que los pacientes son diabéticos, otros
pueden estar hemolizando, y algunos presentan suero ictérico vy no es
factible suspender el tratamiento médico. Estos estudios se han realizado
especificamente en equipos automatizados v muy escasamente  con
métodos manuales.

En las condiciones econdmicas que se encuentra el pais es posible
darse cuenta que lo que prevalece en ¢l medio de los laboratorios clinicos
son las determinaciones manuales, de aqui el interés por realizar un
estudioc que evalQie el efecto de interferencia de la bilirrubina, glucosa y
hemoglobina a diferentes concentraciones e interrelacionarias entre si,
como sucede normalmente en las determinaciones rutinarias dentro de un
laboratorio clinico,

Los analitos a medir estando presentes las sustancias de
interferencia son: urea, creatinina, acido 1urico, colesterol v altbiimina; por
ser las reacciones ratinarias en cualquier laboratorio clinico, empleando
para ello métodos manuales y automatizados. Asi mismo se elaborara una
matriz de sustancias de interferencia siguiende un modelo 23 para
obtener ecuaciones matematicas que nos permitan corregir los resultados
de las diferentes determinaciones y asi eliminar la interferencia que causéd
la hemoglobina, bilirrubina y/o glucosa para obtener un resultado mas
cercano al real.

[
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HIPOTESIS

En la bibliografia se reporta que la glucosa, hemoglobina y la
bilirrubina son importantes interferentes tanto positivos como negativos,
en las determinaciones rutinarias del laboratorio clinico realizados con
equipos automatizados, perc para métodos manuales esto es desconocido,
considerando que los métodos automatizados tienen el mismo fundamento
que los manuales, esperamos que los interferentes se comporten de la
misma manera en ambas formas de anélisis.

Considerando que Jlas muestras sanguineas rvecibidas en el
laboratoric de Quimica Clinica no siempre se encuentran en condiciones
aceptables mostrando la presencia de hemdlisis, ictericia, lipemia, etc.,
debido a una gran variedad de factores, suponemos que es conveniente
cuantificar esa interferencia v si es posible obtener ecuaciones de
correccion que nos permitan eliminarlas por medio de célculos
matematicos tanto en los méiodos manuales como en procedimientos
automatizados.




OBJETIVOS

- Observar la variabilidad que presentan la determinacién de urea,
creatinina, colesterol, Acido trico v albGmina al ser analizados de dos
formas manual y automatizada.

- Observar cuanto puede cambiar el resultado final en una
determinacién de Quimica Clinica al contener diferentes concentraciones
de hemoglobina, bilirrubina y glucosa, que actian como interferentes ya
sea en forma individual o utilizando distintas combinaciones de éstos.

- Determinar cuales son las concentraciones maximas y minimas de
bilirrubina, hemoglobina y glucosa que causan desviaciones en las
determinaciones de urea, creatinina, acido trico, colesterol y albiimina.

- Obtener las ecuaciones de regresidon que nos permitan corregir
<€,

resultados analiticos y eliminar asi mismo las interferencias causadas “in
vivo” o “in vitro”.




MATERIAL Y METODOS

Disefio de la investigacion:

3Se llevé a cabo un estudio experimental, prospectivo, transversal y
comparativo conforme a la clasificacion de Méndez ! en un pool de suero

humano de aproximadamente 300 mL libre de hemdlisis, lipemia o
ictericia.

Variables dependientes.

Concentraciones de urea, creatinina, acido tarico, colesterol y albimina.
Variables independientes.

Concentraciéon de interferentes: bilirrubina, hemoglobina y glucosa.
Material.

a) Biologico:

300 mL de una mezcla de sueres de individuos aparentemerte sanos, con
un ayuno minimo de doce horas.

10 ml de eritrocitos lisados concentrados,
b} De vidrio y diversos.

Tubos Vacutainer de 13 x 100 mm. sin anticoagulante
Agujas estériles para tubo Vacutainer

Paquete de algodén de 250 g

Alcohol al 70 %

Matraz erlenmeyer de 250 mL

Matraz erlenmeyer de 100 mL

Aplicadores de madera

Pipetas graduadas de las siguientes medidas: 0.1mL 0.2mL, 1.0 mL, 2.0
mL, 5.0 mLy 10.0 mL

Pipetas Pasteur.

Mechero Fisher.

Frascos de color ambar de 10 mL



Gradilla metalica para tubos de 13x 100 mm.
Celdas parz espectrofotometre Spectrénic 20.
Termémetro de menos 10 a 150 °C.

Pipeta de Sahli de 0.02 mL

¢) Equipo

Bafio Maria a 37°C.

Espectrofotémetro Spectronic 20.

Centrifuga Clinica Solbat.

Equipo automatizado sistema Sinchron CX7 Delta Beckman,
Balanza analitica.

Refrigerador con congelador.

Reactivos utilizados en la metodologia manual,

1.-Urea Lakeside.

Método colorimétrico enzimatico.

Los reactivos estan compuestos por:

Amortiguador/ureasa. (Amortiguador de fosfate SO mmol/L pH 6.5).
Solucién estandar (3.0 mg de urea/dL).

Fernol (fenol 0.106 mol/L; nitroprusiate-Na 0.170mmol/L).
Hipoclorito:(hipoclorito sédico 11 mmol/L shidréxido de sodio 0125 Nj.

2.-Creatinina. Diagnostica Merck.

Método colorimétrico cinético.

Los reactivos estan compuestos por:

Solucién amortiguada (NaOH 313 mmel/L, fosfate 12.5 mmol/L).
Solucion de acido picrico: (acido picrico 8.73 mmeol /L).

Solucion estandar: (1.0 mg de creatinina/dL).

3.-Acido drico. Bioxon.

Méiodo colorimétrico, reacceion de oxido ~reduccion.

Los reactivos estdn compuestos por:

Reactivo desproteinizante: (acido tingstico estabilizado.)
Carbonato de sodio (estable a temperatura ambiente.)
Reactivo de color: (acide fosfotingstico.)

Solucion estandar: 10 mg de acido 1rico /dL




4.- Colesterol: Ecoline- 50 Biotrol Merck.
Método colorimétrico enzimatico.

Reactivo de color (amortiguador de fosfatos pH 6.5 100 mmol/L, fenol 16
mmel/L, 4-aminoantipirina 0.25 mmol/L, peroxidasa >1010
U/L>colesterol oxidasa > 71 U/L, colesterol esterasa >152U/L.

Solucion estandar 1100 mg de colesterol /dL

5.-Albtmina: Diagndstica Merck.

Método colorimétrico de punto final.

Reactivo de color (acido lactico 806 mmol/L, verde de bromocresol
1.432mmol/L: hidroxido de sodio 5000 mmol/L "tween 20" 20 mmol/L.
Solucién estandar: (4.0 g de albumina /dL)

6.- Bilirrubina total. Diagnéstica Merck.

Método colorimétrico de punto final.

Los reactivos estan compuestos por.

Acido sulfanilico: (29 mmel/L en HCI 170 mmol/L) .

Nitrito de sodio: (29 mmol/L).

Acelerador: (cafeina 130 mmol/L, benzoato de sodio 156 mmol/L y acetato
de sodio 460 mmol/L).

Solucién II de Fehling: ( tartrato de sodio y potasio 930 mmol/L; hidréxido
de sodio 1.9 mol/L).

Calibrador para bilirrubina Baxter 20 mg/dL.

7.-Glucosa. Ecoline 250 —Biotrol.

Método colorimeétrico enzimatico.

Reactivo de color: ( amortiguador de fosfatos, pH. 7.3 100 mmol /L; fenol
16 mmol/L: 4 aminocantipirina 0.25mmol/L; glucosa oxidasa 20 U/L
;peroxidasa 1 U/L.

Solucion estandar: (100 mg de glucosa/dL).

8.-Solucion de Drabkin.Diagndstica Merck.

Método colorimétrico de punte final.

El reactivo esta compuesto por: ferricianuro de potasio 0.20 g; cianuro de
potasio 0.05 g. Bicarbonato de sodio 1.0 g ¢.b.p. 1000 mL.

Solucién estandar: (cianometahemoglobina de 20 g/dL).




9.-Sueros de control patoldgico ¥ normal de Merck, para todas las
determinaciones.

10.-Glucosa en polvo. Para preparar pool de sueros con diferentes
concentraciones de glucosa.

11.-Estandar de bilirrubina pediatrico de 20 mg/dlL BAXTER.
Reactivos utilizados en la metodologia automatizada.
1.-Urea Beckman.

Método cinético enzimatico.

El reactivo esta compuesto por: (alfa-cetoglutarato 2.90 mumol/L: NADH
0.35 mmol/L: »ureasa>24 KIU/L: glutamato deshidrogenasa>1.3 KIU/L.)
Ademas otras sustancias no reactivas necesarias para el funcionamiento
optimo del sistema.

2.~ Creatinina. Beckman.

Método cinético de Jaiffé modificado.

El reactivo esta compuesto por:{acido picrico 8.1 mmol/L; amortiguado a
pH 13.3).Ademas ,otras sustancias no reactivas para el funcionamiento
optimeoe del sistema.

3.- Acido drice Beckman

Método de punto final periédico.

El reactivo esta compuesto por: (4 arninoantipirina 0.85 mmoi/L, sulfonato
de 3,5 dicloro-2-hidroxibenceno 3.40 mmol/L; uricasa 240 IU/L;
peroxidasa de rdabano 961 1U/L). Ademas, otras sustancias no reactivas
necesarias para el funcionamiento éptimo del sistema.

4 -Colesterol.Beckman.

Método de punto final.

El reactivo estd compuesto por: {4-aminoantipirina 0.28 mmol/L: fenol
7.80 mmol/L; colesterol esterasa 21!lmmol/L: colesterol oxidasa 1100
IU/L v peroxidasa S000 IU/L). Ademas, otras sustancias no reactivas
necesarias para el funcionamiento 6ptimo del sistema.




5.-Albuimina. Beckman.

Método de punto final periédico.

El reactivo estd compuesto por: (parpura de bromocresol 0.28 mmol /L.
Ademas, otras sustancias no reactivas necesarias para el funcionamiento
optimo del sistema.

6.-Para todas las determinaciones realizadas por el método automatizado
se utilizd:

Calibrador CX MULTI.

Solucion salina 0.9 % P/V,
Sueros de Beckman patolégicos v normales.
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METODOS

Para el estudio se recolectaron aproximadamente 300 mL de suero
libre de hemdlisis, lipemia o ictericia, provenientes de sujetos humanas
aparentemente sanos. Este se envasé en viales de 5 mL en condiciones
estériles y se conservd en congelacion a -4°C hasta su uso. Posteriormente
se cuantificé la concentracién original de: ghicosa, urea, creatinina, acido
arico, colesterol, alblaimina, bilirrubina total y hemoglobina de la mezcla de
sueros para tomar los valores como referencia y realizar la comparacion de
concentraciones en ausencia y presencia de los interferentes.

Para estudiar el efecto de hemdlisis “in vifro” se preparé un
hemolizado de la siguiente manera,

Se centrifugaron & mL de una muestra de sangre total tratada con
EDTA al 10% P/V a 1500 r.p.m. por 5 minutos, posteriormente se
desechd el plasma procurando no remover los elementos celulares. A
continuacién se mezclé el paquete eritrocitario con solucion salina al 0.9%
P/V por inversidén, se centrifugé nuevamente a 1500 r.p.m. por 5 minutos
¥ se repitié el procedimiento tres veces. En el tiltimo lavado se desechd el
sobrenadante y al paquete eritrocitario se le adicionaron 3mlL de agua
agitando vigorosamente por una hora, posteriormente centrifugando a
4000 r.p.m. por 10 minutos; pasado este tiempo se obtiene un
sobrenadante que contiene hemoglobina libre. Se cuantficd la
concentracién de hemoglobina libre del sobrenadante utilizando el método
manual de Cianometahemoglobina.*? A continuacién se prepararon 7
diferentes concentraciones de hemoglobina utilizando como disolvente el
combinado de sueros en varias alicuotas. Las concentraciones utilizadas
fueron: 0.3, 0.7, 1.7, 2.5, 4.6, 6.9,y 9.2 g/L.

Para analizar el efecto de la glucosa en la determinaciéon de los
analitos estudiados se utilizd glucosa en polvo para preparar diferentes
concentraciones: 70, 114, 208, 290 y 418 mg/dL. Y para analizar la
interferencia de la bilirrubina se utilizé un estandar pediatrico de marca
Baxter que contenia 20 mg/dL de bilirrubina a partir de este control se
prepararon las siguientes concentraciones: 1.0, 3.0, 4.0, 8.5, 15.0 y 18.0
mg/dL.

Las concentraciones utilizadas de: bilirrubina, hemoglobina y
glucosa fueron propuestas por Castillo ¥y Fonseca.! Posteriormente se
realizaron las determinaciones de: urea, creatinina, colesterol, acido tirico
y albumina por triplicado a las alicuotas que contenian las diferentes
concentraciones de los interferentes analiziandolos en el equipo
antomatizado SYNCHRON CX y empleando técnicas manuales.
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A continuacién se realizaron combinaciones de los interferentes
ocupando un diserio de 22 para lo cual se utilizaron las concentraciones
en las que de forma individual mostraron el inicio de algun tipo de
desviacion lo cual se observd graficamente. Las concentraciones empleadas
fueron: para bilirrubina fue 4.3 mg/dL, hemogiobina 1.0 g/L v glucosa 290
mg/dL. Nuevamente se analizaron las muestras por triplicado para
verificar algin cambio en la concentracién de cada analito realizadas por
técnicas manuales v en el equipo automatizado.

Técnicas:
A} Procedimientos manuales.
1) Urea.

Fundamento: La ureasa hidroliza la urea en amoniace y anhidrido
carbénico; €l amoniaco liberado reacciona con fenol e hipoclorito para
formar p-quinonacloramina; ésta con una segunda molécula de fenol
produce un compuesto indofenélico de color azul, cuya intensidad es
proporcional a la cantidad de - urea presente. La reacciéon se activa en
presencia de nitroprusiato de sodio.

Procedimiento:
Blanco Estiandar Problema
mL mL mlL
Suspension de 0.20 0.20 0.20
Ureasa
Solucién estandar ~ 0.02 ~
Suero ~ -~ 0.02

Mezclar, tapar y dejar en reposo durante 30 minutos a temperatura
ambiente. Posteriormente se adiciona:

Blanco Estandar Problema

mL mL ml
Reactivo de fenol 5 5 5
Reactivo de hipoclorito 5 5 3
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Mezclar, dejar en reposo durante 30 minutos a temperatura ambiente.
Medir las extinciones de los problemas y el estandar frente al blance a 620
nm.

Calculos:

Concentracién de urea mg/dL = Abs. Problema x 30
Abs. estandar

2} Creatinina.

Fundamento: La creatinina forma en solucién alcalina con acido picrico un
compuesto de color naranja amarillento. La concentracidén del complejo
colorido producido en un determinado tiempo de reaccidn corresponde a la
concentracién de creatinina.

Procedimiento.
Preparacidon de solucién reactiva: se mezclan por partes iguales la sclucion

amortiguadora y dcido picrico. La solucién es estable hasta dos semanas
conservada a temperatura ambiente, entre 15 y 25°C.

Problema Estandar

mL mlL
Suerc 0.20 ~
Estandar ~ 0.20
Soluciéon Reactiva 1.00 1.00

Mezclar y después de un minute medir la extincién del problema y el
estandar. Exactamente 5 minutos después de la primera medicién leer
nuevamente el problema y el estandar a 500 nm.

Calculos.
Concentracion de creatinina en mg/dL =Abs.2 Problema - Abs.: Problema
Abs.; Estandar - Abs.1 Estanaar




3} Acido trico.

Fundamento: En medio alcalino el acido trico reduce al reactivo
fosfothingstico, el cual es determinado fotométricamente a 700 nm.

Procedimiento.

Antes de llevar a cabo la reaccién, se desproteiniza la muestra; paralo
cual se realizaron los siguientes pasos:

VOLUMEN
mL
Agua destilada 4.00
Acido tungstico estabilizado 0.50
Suero 0.50

Agitar vigorosamente y centrifugar durante 5 minutos a 2500 r.p.m.

Blanco Problema Estandar

mL mL ml
Suero Desproteinizado ~ 2.50 ~
Agua destilada 2.50 ~ 2.50
Estandar ~ ~ 0.05
Carbonato de Sodio 0.50 0.50 0.50

Mezclar, dejar en reposo 10 minutos, agregar

Acido Fosfotungstico 0.50 0.50 0.50

Agitar y reposar 20 minutos. Determinar la absorcién a 700 nm. Ajustar
a cero con el blanco.

Calculos.
Concentracién de acido urico en mg/dL = Abs. Problema X 10
Abs. Estandar




4) Colesterol.

Fundamento: El colesterol vy sus ésteres son separados de las
lipoproteinas por detergentes. Los ésteres son hidrolizados por colesterol
esterasa. El colesterol producido junto con el colesterol libre, son oxidados
por medio de colesterol oxidasa, formando perdxido de hidrdgeno.

Este Gltimo reacciona con 4-aminoantipirina coloreada, cuya
concentracidén y absorcion a 500 nm, es directamente proporcional a la
concentracion de colesterol en la muestra.

Procedimiento.

Estandar Problema

mL mL
Suero ~ 0.01
Estandar 0.01 ~
Solucion 1.00 1.00

Reactiva

Nota: la solucidn reactiva se prepara mezclando el contenido del frasco 1
{(mmezcla de reactivos) dentro del vial 2 (solucion amortiguadora.)

Mezclar bien. Incubar 5 minutos a temperatura ambiente. Medir las

absorciones de la muestra v el estandar a 500 nm frente al blanco de
reactivo.

Calculos

Concentracion del colesterol en mg/dL = Abs. Problema  x 100
Abs. Estandar

5) Albumina.

Fundamento: Cuando la albtimina se encuentra en un medio amortiguado
a un pH adecuado puede unirse por puentes de hidrégeno y fuerzas de
Van der Waals al verde de bromocresol, formando un complejo colorido
cuya intensidad cs proporcional a la concentracion de albumina presente
en la muestra.
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Procedimiento.

Blanco Estindar Problema

ml, mL mL
Suero ~ ~ 6.02
Estandar ~ 0.02 ~
Verde de 5.00 5.00 5.00

Bromocresol

Mezclar suavemente y dejar en reposo a temperatura ambiente 15

minutos. Medir la extincion del problema y el estandar contra el blanco a
620 nm.

Céalculo.

Concentracién de albtimina en g/dL =_Abs. Problema. X 4
Abs. Estandar

Control de calidad:

Para cada técnica antes mencionada introducir una muestra de suero
control normal y patolégico cada vez que se efectie una corrida con el fin
de comprobar que las variaciones en los resultados de las muestras sean
debidas a las sustancias interferentes y no de errores técnicos o analiticos.

B) Procedimientos automatizados.

6) Urea

Fundamento: La urea se determina mediante un método cinético
enzimatico. En la reaccién, la ureasa hidroliza la urea a amoniaco y
diéxido de carbono. La glutamato deshidrogenasa (GLDH) cataliza la
condensacién del amoniaco y el alfa-ceto glutarato a glutamato, con la
oxidacién concomitante de beta-dinucieétido de adenina nicotinamina
reducida (NADH}a beta-dinucleétido de adenina nicotinamida (NAD).

Procedimiento

El sistema SYNCHRON dispensa automaticamente los voliimenes
apropiados de muestra y reactivo en la cubeta. La proporcién usada es
una parte de muestra a 100 partes de reactivo. El sistema controla ¢l

46




proporcional a la concentracion de urea en la muestra v es usado por el
sisterna SYNCHRON CX para calcular la concentracién de urea.

7) Creatinina

Fundamento: El reactive se usa para medir la concentracién de creatinina
mediante el método cinético de Jaffé modificado en la reaccidén, la
creatinina se combina con picrato en una solucién alcalina para formar
un complejo creatinina—picrato.

Procedimiento.

El sistema SYNCHRON CX dispensa auiomdaticamente los volamenes
apropiados de muestras y reactivo en la cubeta. La proporcion usada es
una parte de muestra a 11 partes de reactivo (para suero.) El sistema
controla el cambio de absorcidn a 520 nm. Este cambio es directamente
proporcional a la concentracién de la creatinina en la muestra y es usado
por el sistema SYNCHRON CX para calcular y expresar la concentracion de
creatinina.

8} Acido trico.

Fundamento: El reactivo 4cido urico se usa para medir la concentracién
de acido tirico mediante un método de punto final periédico, ! acido 1rico
es oxidado por la uricasa para producir alantoina y peréxido de hidrogeno.
El peroxide de hidrégeno reacciona con 4-aminoantipirina (4AAP) v el
sulfonato de 3,5-dicloro-2-hidroxibencenc (DCHBS), reaccidén catalizada
por peroxidasa para producir un producto coloreado.

Procedimiento.

El sistema SYNCHRON CX dispensa automaticamente los voltimenes
apropiados de muestra y reactivos en una cubeta. La proporcion usada es
una parte de muestra a 25 partes de reactivo. El sistema controla el
cambio de absorcién a 520 nm. Este cambio es directamente proporcional
a ia concentracion de acido urico.

9) Colesterol.

Fundamento: El reactivo colesterol se usa para medir la concentracion de
colesterol mediante un método de punto final. En la reaccidn la colesterol
csterasa (CE) hidroliza los ésteres de colesterol a colesterol libre y acidos
grasos. El colesterol libre se oxida a colesten-3-ona y perdxido de
hidrégeno mediante la colesterol oxidasa {CQO}. La peroxidasa cataliza la
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reaccion de peroxido de hidrégeno con 4-amino antipirina {(4AAP) y fencl
parz producir un producto coloreado, la quinoneimina.

Procedimiento.

El sistema SINCHRON CX dispensa automaticamente los volumenes
apropiados de muestra y reactivo en la cubeta. La proporcién usada es
una parte de muestra a 100 partes de reactivo. E! sistema controla el
cambio de absorcion a 520 nm. Este cambio es directamente proporcional
a la actividad de colesterol en la muestra v es usado por el sistema
SYNCHRON CX para calcular y expresar la concentracién de colesterol.

1Q) Albumina

Fundamento: El reactive de ptupura de bromocresol se usa para medir la
concentracién de albtimina mediante un método de punto final periddico.
En la reaccidn, la albGmina se combina con purpura de bromocresol
(PBC) para formar un producto coloreado.

Procedimiento.

El sistema SYNCHRON CX dispensa automaticamente los volGmenes
adecuados de muestra y reactivo en la cubeta. La proporcién usada es
una parte de muestra por 100 partes de reactivo. El sistema controla el
cambio de absorcidn a 600 nm. Este cambio es directamente proporcional
a la concentracion de albumina en la muestra v es usado por el sisiema
SYNCHRON CX para calcular y expresar la concentraciéon de albtiimina.

ANALISIS ESTADISTICO

Se obtuvieron las estadisticas descriptivas de todas las variables
calculando las medias y desviaciones estandar.

Se realizaron graficas de analitos contra interferente para ambos
métodos y asi observar el comportamiento v la tendencia de los datos.

Para determinar el efecto de la combinacion de los interferentes se
calculé la t-Student entre el resultado basal y ¢l obtenide con los
interferentes.

También se calculé el analisis de regresién lineal con un interfercnte para
mostrar la interferencia causada por la bilirrubina, hemoglobina y glucosa;
partiendo de esto sc obtuvieron las ecuaciones de la regresion para
predecir la concentracion del analito sin el interferente
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RESULTADOS

La primer tabla muestra lcs valores de las medias y la desviacién
estdndar de cada uno de los analitos de la muestra basal sin interferentes
por procedimientos manuales y automatizados.

PROCEDIMIENTO UREA CREATININA  ACIDOURICO COLESTEROL ALBUMINA

{mgidL) {mg/dL}) {mg/dL) (mgfdL) {g/dL}
Manual 260011 080z 011 6.10+ 035 193.00x52 4.90%0.15
Automatizado 280010 09C+ 0N 610+ 0.05 176.00%1.1 4,20 £0.05

‘Tabla 1, Concentraciones basales del pool de sueros.

En la Tabla 2 se observa como la bilirrubina afecta a diferentes
concentraciones a los analitos, para urea produce desviaciéon en 3.0 mg/dL
aproximadamente, en creatinina a partir de 4.0 mg/dL y para colesterol v
acido Urico en 1.0 mg/dL en los procedimientos manuales.

BILIRRUBINA UREA CREATININA  ACIDO URICO COLESTEROL ALBUMINA

mgfdL {mgrdL) {mg/dL) {mg/dL) {mgfdL) {gfdL)
1.00 2600+11 070z 011 610x 020 176 0000 490 005
300 2600+11 070010 7.00% 0.23 172.00+00 490 £005
4.00 240011 070% 0.005 7.40x 017 171.00:00 500 0.1
850 2300100 0.66 £ 0.11 740+ 010 185.00£57 510 x0.11

1500 21.00£11 060 011 7.40x 034 151.00 = 1.1 540 0.0

18.00 200010 058+ 011 740+ 026 147.00+2.8 510 z0.10

Tabla 2. Media y desviacion estdndar de comncentraciones de urea,
creatinina, dcido drico, colesterol y albumina determinados por
procedimientos manunales de un pool de sueros con diferentes
concentraciones de bilirrubina.
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La hemoglobina con una concentracion de 4.6 g/L interfiere
negativamente con creatinina, con Aacido 1rico v colesterol a wuna
concentracién de 0.7 mg/dL realizadas con métodos manuales. {Tabla 3j

HEMOGLOBINA UREA CREATININA ACIDO URICO COLESTEROL ALBUMINA
gl (mg/dL) {mghdL) (mg/dL) {mg/dL} {g/dL})
0.30 2800+1.70 060+ 009 600% 035 19300+57 500 +0.23
Q.70 2700057 080% 005 600+ 0.25 193.00+ 5.0 480 z0.05
1.70 27.00+0.00 060+ 000 630 011 191.00+76 490 *0.05
250 2740127 0601 002 650+ 011 191.00£ 51 500 £0.05
4.60 27.00x0.57 060+ 0.00 6.50+ 0.05 180.60£30 480 +£0.10
6.90 2700+046 050% GO5 660% 0.05 186.00£28 490 £0.10
9.20 2730145 040+ 005 680z 0.28 178.00£28 500 +020

Tabla 3. Media y desviaciéon estindar de concentraciomes de
creatinina, acido iirico, colesterol y albGmina determinados por
procedimientos manuales de un pool de sueros con diferentes
concentraciones de hemoglobina.

urea,

En las determinaciones automatizadas los analitos afectados por
bilirrubina a una concentracién de 3.5 mg/dL aproximadamente fueron
creatinina, acido arico y colesterol. (Tabla 4)

BILIRRUBINA UREA CREATININA ACIDO URICO COLESTEROL ALBUMINA,
mgldL (mgidL) {mg/dL) (mg/dL) (mgidL) {g/fdL)

1.00 28.00 £ 0.57 100+ 000 6.10% 0.05 173.00£1.10 420 +0.23

3.00 29.00+0.57 100+ 005 610% 0.06 17300+ 057 4.30 2005

4.00 29.00+1.10 080 005 610+ 020 171.00+300 430 011

8.50 29.00 £ 0.57 080+ Q00 560% 0.10 162.00+1.10 430 005

15.00 28.00+0.00 070+ 000 560% 0.00 162.00+2.00 430 +0.30

18.00 28004+ 1.10 060+ 0.05 560% 000 15600+ 1.00 4.30 +0.30

Tabla 4. Media y desviacién estindar de concentraciones de
creatinina, dcido frico, colesterol y albimina determinados por
procedimientos automatizados de un pool de sueros con diferentes
concentraciones de bilirrubina.

urea,
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Por hemoglobina unicamente Acido trico y colesterol fueron
afectados con una concentracion del interferente de 1.0 g/L
aproximadamente. {Tabla 5)

HEMOGLOBINA UREA  CREATININA ACIDO URICO COLESTEROL ALBUMINA

gL {mg/dL) {mg/dL) (mg/dL) {mg/dL) (gidL)

G.30 26.00+000 080+ 0.00 600z Q.05 17200150 4.30 £0.05
0.70 26.00+£1.10 0.80% 000 620+ 0.05 171.00+ 150 420 +0.05
1.70 2600£057 080+ 005 650 005 167.00x 057 420 +£0.05
2.50 26.00+0.00 080+ 005 680+ 010 163.00 £ 0.57 420 +0.05
4.60 26.00£0.57 080+ 000 690+ 0.11 162.00x1.70 420 +0.05
6.80 26.00+£0.57 080 0.05 7.30zx 0.10 158.00+3.78 4.10 +£0.05
9.20 2600+ 057 080t 0.05 7.90% 011 1563.00+230 4.10 +0.05

Tabla 5. Media y desviacién estandar de concentraciones de urea,
creatinina, dcido fWrico, colesterol y albiimina determinados por
procedimientos automatizados de un pool de sueros con diferentes
concentraciones de hemoglobina.

Con la glucosa no se observaron cambios importantes en la ‘
concentracion de los analitos en ambos procedimientos. {Tablas 6 y 7)

GLUCOSA  UREA CREATININA ACIDO COLESTEROL ALBUMINA

mg/dL mg/dL mg/dL URICO mg/dL. gfdL
mgidL

11400 26.00+00 080:+005 6.50+ 0.1 189.00 £ 4.00 470+ 0.10

208.00 260015 0.80£0.10 640 £ 0.11 187.00 + 2.50 480+ 0.30

286.00 28.00+20 100+0.20 6.50 £ 0.00 187.00£2 00 500+£015

41800 260015 1.10 £ 0.32 6.40 + 0.11 188.00 + 2.50 480 0.15

Tabla 6. Media y desviacién estindar de urea, creatinina, acido
arico, colesterol y albimina por procedimientos manuales de wn pool
de sueros con distintas concentraciones de glucosa.
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GLUCOSA UREA CREATININA ACIDO COLESTEROL ALBUMINA

myidL mgfdi mgidL URrRICO mg/dL gldL
mgidb

114.00 2800+0.0 0.0 £0.05 610000 176.00 = 1.50 420+£0.00

20800 2800%00 0.90 +0.04 6.10£0.05 17400 £057 420017

29000 28.00+11 1.00+0.00 6.10 £ 0.05 175.00 = 1.50 430010

41800 2800+ 0.0 0.90 £ D.05 620000 175 G0 + 0.57 4.20+0.15

Tabla 7. Media y desviacion estandar de urea, creatinina, dcido
drico, colesterol y albiimina determinadas por procedimientos
automatizados de un pool de sueros con distintas concentraciones de
glucosa.

Se realizaron graficas comparativas para ambos procedimientos, con
cada analito y para cada interferente. Las graficas que se presentan son de
los analitos que se vieron afectados por los interferentes.

En la grafica 1 se puede observar como la bilirrubina en
concentraciéon de 3.0 mg/dL produce disminucién de los valores de urea
por el procedimiento manual.

La grafica 2 nos permite observar que la bilirrubina a partir de una
concentracion de 3.0 mg/dL provoca una disminucién de creatinina por
ambos procedimientos, siendo mas notoric en el automatizado.

La grafica 3 muestra como a una concentracién de 1.0 mg/dL de
bilirrubina por el procedimiento manual incrementa los valores de acido
urico y por el automatizado los disminuye a partir de 4.0 mg/dL.

En la grafica 4 se aprecia la importante interferencia negativa de la
bilirrubina a partir de 3.0 mg/dL para los valores de colesterol por ambos
procedimientos.

En la grafica 5 se observa que la hemoglobina con una
concentracion de 4.6 g/L produce una caida en los valores de creatinina

por el procedimiento manual y por el automatizado no se observa ningiin
cambio.

La hemoglobina interfiere positivamente con los valores de Acido
urico con una concentraciéon de 1.7g/L por ambos procedimientos, pero
mas marcadamente con ¢l automatizado. {Grafica 6)




Para el colesterol, la hemoglebina interfiere ligeramente con

desviacidén negafiva,
{Grafica 7}

sobre todo en el procedimiente automatizado.
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Grafica 2. Determinacién de creatinina, interferente bilirrubina,
procedimiento manual y automatizado.
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Grafica 3. Determinacién de dcido drico, interferente
bilirrubina, procedimiento manual y automatizado.
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Grafica 4. Determinacién de colesterol, interferente bilirrubina
procedimiento manual y automatizado
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De acuerdo a las graficas se seleccionaron como concentraciones de
nterferencia 4.3 mg/dL de bilirrubina, 1.0 g/l de hemoglobina y 290
ng/dL de glucosa, con esas concentraciones se prepararon las mezclas de

nterferencia.

La combinacidn hemoglobina-bilirrubina produce interferencia
1egativa para la mayoria de los analitos probados por ambos

srocedimientos. ( Tabla 8)

La combinacién hemoglobina-glucosa provoca interferencia negativa
para la mayoria de los analitos por los procedimientos manual y

automatizado y solo positiva para urca por el manual. ( Tabla 9}
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mg/dL BASAL MANUAL MANUAL BASAL AUTOMATIZADG

AUTOMATIZADO
UREA 2600+ 1.0 2880 +1.10 2800  1.00 25607 + 1.10
CREATININA 080+011 026" £0.10 0.90 £ 0.11 043" +0.05
ACIDO URICO 6.10+035 270" +0.20 510£0.05 546"+ 0.00
COLESTEROL 193.00 £+ 5.20 153.00" + 2 80 176.00 = 1.10 161.00° £ 2.00
ALBUMINA, 490+0.15 440" 005 420+G05 3807 +0.20

Interpretacién: (*) Interferencia positiva con una diferencia significativa de acuerdo a !z prueba
t- Student. ( p < 0.05) (1) Interferencia negativa con una diferencia sighificativa de acuerdo a
Iz prueba t-Student { p< 0.05)

Tabla 8. Comparacién manual y automatizada de 5 analitos en un
bool de sueros con una combinacion de dos sustancias interferentes,
hemoglobina (1.0 g/L) y bilirrubina (4.3 mg/dL).

ma/dL BASAL MANUAL MANUAL BASAL AUTOMATIZADO
AUTOMATIZADO

UREA 26.00=1.10 33.00 =0.00 28.00 + 1.00 2733 +0.10

CREATININA 0.80£0.11 069" 010 090 +0.11 0.76 +0.30

ACIDO URICO 6.10+0.35 510" +0.10 610005 5.80"+000

COLESTEROL 193.00 £ 5.20 153.00" £ 2.00 176 00 £ 1.10 158 30" + 0.00

ALBUMINA 460015 440 +010 4,20+ 0.05 3.76'+000

interpretacion: {*} Interferencia positiva con una diferencia significatva de acuerdo a la prueba
t- Student (p < 0.05) (7) Interferencia negativa con una diferencia significativa de acuerdo a
1a prueba t-Student { p< 0.05 )

Tabla 9. Comparacién manual y automatizada de 5 analitos en un
pool de sueros con una combinacién de das sustancias interferentes,
hemoglobina (1.0 g/L} y glucosa (290 mg/dL}.



Con respecto a la commbinacién glucosa bilirrubina se puede apreciar
que hay interferencia tinicamente en creatinina y colesterol por ambos
procedimientos. { Tabla 10}

La presencia de los tres interferentes produce interferencia en todos
los analitos, principalmente negativa, tanto para procedimientos manuales
como automatizados. ( Tabla 11)

De aqui que las interferencias se encuentran resumidas en la tabla
12 para los procedimientos manuales y automatizados.

Al calcular la regresion lineal a los analitos que fueron afectados por
un solo interferente se obtuvieron los modelos matematicos para ambos
procedimientos. { Tablas 13 v 14}

mg/al BASAL MANUAL MANUAL BASAL AUTOMATIZADO
AUTOMATIZADO

UREA 26.00£1.10 28.00 =110 28.00x1.00 2660 +0.00

CREATININA 080011 0.80" + 0.05 080011 0.76"+110

ACIDO URICO 610x£0.35 6.00 +1.00 610 +0.05 6.00 +£0.00

COLESTEROL. 193.00£5.20 169.00" £ 1 00 176 00 £ 1.10 189 60" £2.00

ALBUMINA 420 £{.15 480 +0.00 420+0.08 4.10 £000

interpretacién. (*) Interferencia positiva con una diferencia significativa de acuerdo a |z prueba
t-Student { p < 0.05 ) () Interferencia negativa con una diferencia significativa de acuerdo a la
prueba t-Student. ( p < 0.05)

Tabla 10. Comparacion manual y automatizada de 5 analitos en un
pool de sueros con una combinacion de dos sustancias interferentes,
glucosa (290 mg/dL) y bilirrubina (4.3 mg/dL).
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mg/dL BASAL MANUAL MANUAL BASAL AUTOMATIZADC

AUTOMATIZADO

UREA 26.00 £ 1.10 3130 +1.00 2800=1.00 25807110
CREATININA 080011 026" £0.05 0.90 + 0.1 0.36"+1.20
ACIDO URICO 610+0235 450" + 110 6.10 + 0.05 550" +0.05
COLESTEROL  193.00 520 160.30" +2.00 176 50+ 1.10 157.00" £ 3 00
ALBUOMINA 490 +0.15 453" +0.05 420 +0.05 3.76" £ 0.00

Interpretacion. {*) interferencia positiva con una diferencia significativa de acuerde z la prueba

- Student. { p <0.05) (1) Interferencia negativa con una diferencia significativa de acuerdo a la
prueba t-Student(p < 0.05)

Tabla 11. Comparacién manual y automatizado de cinco analitos en
urt pool de sueros con una combinacién de tres sustancias
interferentes, glucosa (290 mg/dL), bilitrubina (4.3 mg/dL} y
hemoglobina (1.0 g/L}.

MANUAL BILIRRUBIN HEMQGLOEB GLUCOSA HEMOGLOB HEMOGLOB GLUCOSA HEMOGLOB

BILIRRUBIN  GLUCOSA  BILIRRUBIN BILIRRUBIN

GLUCOSA
UREA I - - T T - T
CREATININA & 4 -~ i 1 i &
ACIDO URICC T t 1 i N - 1
COLESTEROL L { - l L i )
ALBUMINA ~ - ~ l s ~ 4

AUTOMATIZA BILIRRUBIN HEMOGLOR GLUCQSA HEMOGLOB HEMOGLOB GLUCQOSA HEMOGLOB

DG BILIRRUBIN GLUCOSA  BILIRRUEIN BILIRRUBIN
GLUCOSA

UREA ~ ~ ~ X - ~ A

CREATININA i1 - - 1 - N L

ACIDD URICO L T - i 1 - 1

COLESTEROL { kA - s ! T i

ALBUMINA ~ - - - 1 i . n

HEMOGLOB = Hemoglobina, BILIRRUBIN = Bilirrubma, | = Disminucién, ~ = Sin cambio
T = Incremento.

Tabla 12. Comparacion del efecto de los interferentes en los
procedimientos manual y automatizadoe en las determinaciones de:
urea, creatinina, acido trico, colesterol, y albémina
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ANALITO INTERFERENTE MODELO COEFICIENTE DE CORRELACION

Urea Bilirrubina Y = 26257 - 0.3540X -0 976
Creatining Bilirrubinza Y= (.720- 0.0077X -0998
Hemoglebina Y= 0.635- 0.0210X -D.888

Glucosa Y= 08683+ 0.6010X 0.995

Ac. Urico  Hemoglobina Y= 6.11i+ 0.0860X 0.844
Colestero} Bilirrubina Y =176.315 - 1.7350X 0,865
Hemoglobina Y =194.420 - 0.5040X -0 944

La Tabla 13, Modelos mateméticos y coeficientes de correlacidon para
los analitos afectados por los interferentes bilirrubina, hemoglobina y
glucosa por procedimientos manuales.

ANALITO INTERFERENTE MODELO COEFICIENTE DE
CORRELACION
Creatinina Bilirrubina Y= 0.991 - 0.021X -0.864
Ac. Urico Bilirrubina Y= 6139 - 0035X -0.885
Hemoglobina Y= 6.093+ 0.191X 0.980
Colestero] Bilirrubina Y =173.816 - 0.898X -0 942
Hemoglebina Y =171.108 - 1998X -0.974

Tabla 14. Modelos matematicos y coeficientes de correlacion para los
analitos afectados por los interferentes bilirrubina, hemoglobina y
glucosa por procedimientos automatizados.
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DISCUSION DE RESULTADOS,

Los interferentes son de importancia sustancial en el iaboratorio
clinico por el efecto que tienen en los resuitados de los analitos, tales
efectos pueden ser “ in vivo © o ¢ in vitro “ siendo necesario conocer,
identificar y resolver el problema de la interferencia, que varia
ampliamente de método a método. Actualmente se han introducido nuevos
métodos enziméticos, cinéticos, ecuaciones matematicas o diversos pasos
en las técnicas para evitar la formacién de complejos no especificos que se
forman en algunas reacciones, sin embargo en la practica clinica atin no
se han logrado eliminar completamente.

Be pudeo observar una diferencia del airededor del 10% en la
concentracién basal de urea, creatinina, acido trico, colesterol y albimina
del pool de sueros por ambos procedimientos, debido a las diferentes
condiciones de trabajo de cada método v reactivos (Tabla 1.

Las concentraciones de los interferentes a la cual empezaron a
influir en las determinaciones fueron cercanas a 4.3 mg/dL para
bilirrubina, 1.0 g/L para hemoglobina y 290 mg/dL para glucosa,
aproximadamente obtenidos graficamente; sin embarge cabe mencionar
que la glucosa no mostré desviacion alguna en la mayoria de las
determinaciones en ambos procedimientos, por lo que se escogio el valor
de 290 mg/dL para conformar las combinaciones de interferentes por
considerarse un valor elevade promedio de las concentraciones anormales
que se propusiercn. En la literatura se reportan diferentes concentraciones
de interferentes, por ejemplo para la bilirrubina se indica que la produce a
partir de 0.5 a 2.9 mg/dL en la determinacién de creatinina que utiliza la
reaccién de Jaffé punto final asi como en algunos procedimientos
enzimaticos detectando considerables diferencias de creatinina realizadas
en diversos equipos automatizados?? Otros autores reportan que
concentraciones de bilirrubina mayores de 5.8 mg/dL son los que
interfieren en Jla determinacion de creatinina disminuyendo la
concentracién al ser analizada en el HITACH! 737.4344 Asi también, en la
determinacién de acido Urico, concentraciones mayores de 8.5 mg/dL de
bilirrubina producen interferencia utilizando el reactivo de acido
fosfottingstico.4s

Por otro lado, se menciona que en la determinacion de colesterol, la
bilirrubina parece ser significativa sélo en conceniraciones superiores a
3.0 mg/dL, nivel en el que parece disminuyen los niveles de colesterol del
5 al 15%.4¢




En este trabajo se observé que la presencia de bilirrubina en la
determinacién de urea interfiere en el procedimiento manual pero no en el
automatizado. El método manual utilizado fue colorimétrico enzimatico
con base en la reaccidn de Berthelot, en el cual los resultados mostraron
desviarse negativamente. Se puede observar también que la desviacidon
negativa de la urea es proporcional al aumento de la concentracién de
bilirrubina, lo que hace pensar en una posible interferencia quimica que
enmascara a la urea. Esto es un tanto controversial, ya que Giorgio ha
reporiado que la bilirrubina no causa interferencia significativa en esta
prueba. 32

Para creatinina, la interferencia de la bilirrubina causé desviacion
tiegativa como lo muesira la grafica 2, empleando reacciones cinéticas en
ambos procedimientos. Esta desviacién se creé que surge de la habilidad
que tiene la bilirrubina para reaccionar con los reactivos. Walkin 26
demostré que una base fuerte oxida la bilirrubina a un cromégeno no
identificado acompariade de un decremento en la absorcién en la region de
400 a 500 nm y por consecuencia, la disminucién en la concentracidn de
creatinina. 14.47

Para la determinacién de acido urico, la bilirrubina causo desviacién
positiva determinada manualmente, v negativa analizada en el equipo
automatizado como se muestra en la grafica 3. Para éste ultimo
procedimiento se empled el método enzimatico directo de uricasa-
peroxidasa, aqui la bilirrubina pudo interferir quimicamente en la reaccién
acoplada de perdxido de hidrogeno y la peroxidasa en la reaccion de
oxidacion o también alterando la reaccidn por la destruccidn de la
bilirrubina en una reaccién intermedia ocasionando que el acido rico no
se cuantifique completamente obteniende valores disminuidos. 1. 48 49
Para la determinacién manual se utilizd reactivo de acido fosfotingstico, y
aunque las concentraciones basales son semejantes en ambos
procedimientos { Tabla 1 ), al ir aumentando las concentraciones de
bilirrubina los valores de 4acido Trico comenzaron a  desviarse
positivamente.

Los investigadores Feitchmeir vy Wrenn proponen que existe una
correlacion muy pobre entre los resultados obtenidos con el métedo de
fosfotungstato alcaline y los que se logran con las técnicas
espectrofotométricas diferenciales con uricasa, de esta manera el método
de carbonato fosfotungstato da habitualmente resultados mas altos que la
técnica de uricasa, ademds, la bilirrubina causa interferencia positiva en el
método de fosfotungstato alcalino a concentraciones de bilirrubina
mayores a 85 mg/dL, sin embargo en la determinacion de actdo urico en
este  trabajo, la interferencia fue entre 3.0 y 4.0 mg/dL
aproximadamente3s.
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En la determinacién de colesterol se empled el método colorimétrico
enzimatico en los dos procedimientos, observandese con la presencia de
bilirrubina una desviacién negativa en ambos, { grafica 4 ). Se piensa que
fos métodes enzimaticos se ven menos sujetos a posibles interferencias, no
obstante, no hay absoluta especificidad para el colesterol, porque Ia
bilirrubina, asi como cusalguier otra sustancia reductora, puede interferir
quimicamente con la prueba consumiendo el perdxido de hidrogeno
evitando que €ste se cuantifique completamente, provocande una
reduccion falsa de los niveles de colesterol.}?

En el case de albumina se utilizo reactive verde de bromocresol en el
procedimiento manual y purpura de bromocresol en el automatizado,
mostrando  aparentemente que la bilirrubina no influyé en las
determinaciones, sin embargo la t- Student indicé que si existe diferencia
estadistica en la determinacion de albumina con el método de purpura de
bromocresol, lo que concuerda con un reporte realizado por Bush y Reed®!
quienes indican que la bilirmibina afecta a la albimina cuando se
determina con este colorante sugiriendo que existe un metabolito no
identificado o que tal vez la albimina se modifica bloqueando el enlace con
parpura de bromocresol ocasionando disminucidén en la concentracion del
analito, a diferencia del colorante verde de bromocresol que mostro ser
mas especifico en la determinaciéon por no unirse a la albimina en el
mismo sitio que la bilirrubina.38

Para la hemoglobina se reporta que provoca interfierencia a
concentraciones mayores de 2.0 g/L, valor cercano al reportado en este
trabajo, mostrando asi que el grado de interferencia depende también de la
metodologia v de la instrumentacion empleada. 35 Come la hemoglobina es
facilmente oxidable en medio Dbasice fuerte, en la determinacion de
creatinina causa desviacidn negativa forrmando compuestos incoloros,
descendiendo la absorcion interpretindose como menos concentracién de
creatinina,!? sin embargo esta determinacion en el equipo automatizado no
se ve afectada por hemoglobina, posiblemente porque el equipo tiene la
capacidad de indicar si es necesario utilizar un blanco de muestra o
directamente el equipo lleva a cabo la dilucién correspondiente. (Grafica 5)

Para la cuantificacién de acide Uirico por el procedimiento manual, la
hemoglobina causé desviacion positiva (Grafica 6), utilizandoe reactivo de
acido fosfottingstico para la reaccidn. La interferencia causada en este
analito tal vez no sea por la hemoglobina en si, ya que se utilizé un filtrado
libre de proteinas sino mas bien otras sustancias reductoras presentes en
el hemolisado, como son la ergotioneina, glutatidon, glucosa v cisteina por
mencionar algunas, dado que la mayoria de éstas sc encuentran en ¢l
mteror de los glébulos rojos.35 Ademas en el equupo automalizado también
sc origind desviacién pesitiva utilizando reactivo enzimatico  con un
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sistema cromogenc formado por perdxido de hidrogeno/peroxidasajffenol y
4-amino antipirina a una longitud de onda de 520 nm, por lo que
posiblemente la interferencia sea de tipo espectral puesto que la
hemoglobina exhibe una absorcién significativa en la banda de 500 a 600
nm del espectro visible, ocasionando aumento en la concentracién de
acido nrico.w

Con respecto al colesterol, la hemoglobina causoé desviacién negativa
en ambos métodos. En esta determinacion se emplea el mismo sistema
cromoégeno qgue el utilizado en la determinacion de acido turico con
procedimientc automatizado, por lo gue se esperaba el mismo tipo de
reaccion, pero ocurtid lo contrario. Se creé que esta desviacidn negativa es
provocada por la descomposicidn prematura del perdsido de hidrdégeno por
la hemoglobina, evitando que el colesterol se cuantifique completamente.
Con este interferente, las determinaciones de urea y albimina no fueron
afectadas en ninguno de los dos procedimientos.

Graficamente v aplicando el analisis estadistico t-Student como en
todas las determinaciones anteriores, se demostrd que la glucosa como
sustancia interferente no causé modificacidn en la mayoria de los
metabolitos analizados tanto en el proceso manual come en el
automatizado. Sin embargo, Cook v otros investigadores mencionan que la
glucosa es considerada como una sustancia no proteica gue en altas
concentraciones (1000 mg/dL] afecta la mediciébn de la creatinina
significativamente, por reducir lentamente el picrato alcalino a picramato
(interferente reduciivo).** Por lo tanto, la causa de que en este trabajo la
glucosa no haya provocado ningtun efecto probablemente sea porque la
concentracién méaxima de glucosa que se utilizé no es significativa para
interferir; ademas en la determinacidn se empleé un método cinético con
dos lecturas de absorcién, eliminando las lecturas de los productos que se
forman mas tarde reduciendo asi los interferentes.'* El nico analito que
se vid ligeramente modificado fue el acido trico, tal vez porque este
interferente tiene la propiedad de reducir al acido fosfotiingstico
provocando desviacidon positiva en los resultados, debido a la carencia de
especificidad, atin cuando se utilizé filtrado libre de proteinas.34

En la mezcla de interferentes la combinacion entre bilirrubina-
glucosa ( Tabla 1G ) fue la que presento menos interferencia en: urea,
idcido urico v albumina analizadas en forma manual y automatizada,
afectandose Gnicamente creatinina v colesterol en ambos procedimientos.
En esta combinacién practicamente fue la bilirrubina la que interfirid,
porque en la delerminacién de creatinina en ambos procedimicntos la
concentracion disminuye, semejante a los resultados obtenidos con
bilirrubina como tnico interferente asi también para colesterol realizado
manualmente. Para ¢l procedimiento automatizado cn ¢l colesterol se
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observd un aumento significativo p<0.05 con respecto al basal
probablemente por la capacidad que tiene la bilirrubina para absorber a
500 nm, lo que puede inducir a2 un incremento de los valores de
colesterol.*® Schiebusch menciona que la bilirrubina y la hemoglobina
pueden causar desviacidn negativa la primera y desviacidn positiva la
segunda en la misma determinacién, asi también puede esperarse que la
magnitud de los efectos dependa de las concentraciones de cada
interferente. Por otro lado se sefala que dos o mas interferentes parecen
interactuar entre si distorsionando atn més los resultados.”

En la combinacién entre hermnoglobina-bilirrubina vy hemoglobina-
bitirrubina-glucosa tedos los analitos mostraron desviarse negativamente
en ambos procedimientos, a excepcién de la urea determinada por técnicas
manuales, la cual mostrd desviacidn positiva. Estas dos mezclas afectaron
de forma semejante a los analitos, obteniendo asi concentraciones
parecidas lo que hace suponer que la glucosa no intervino en el sistema
analitico. Los analitos principalmente afectados fueron creatinina, acido
trico y colesterol, mostrando que la desviacién en la creatinina se duplicé
debido, fal vez, a que los dos interferentes causan tendencia negativa, asi
también para colesterol se aprecia interferencia quimica por la posible
competencia entre los interferentes y los constituyentes de los reactivos
semejante a la determinaciéon de acido tirico con la técnica de uricasa.
Para el método de fosfotungstato la alteracién probablemente se debe a
que en el momento de realizar el filtrado desproteinizante el 4cido Grico se
recuperd incompletamente.

Como se puede apreciar es importante saber que, aunque hay
métodos cinéticos o enzimaticos especificos para un determinado analito,
la presencia de hemoglobina y/o bilirrubina afecta las determinaciones.

La Tabla 12 es una forma practica en forma cualitativa que muestra
las desviaciones que pueden presentarse en una determinacién cuando en
el suero a analizar presenta hemoglobina, bilirrubina o glucosa.

Para corregir las desviaciones causadas en los analitos afectados por
bilirrubina, hemoglobina o glucosa se aplicé regresion lineal simple a los
resultados lo que permitié proponer un modelo lineal para urea,
creatinina, acido urico ¥ colesterol cuyas determinaciones mostraron una
relacion lineal obteniendo coeficiente de correlacién mayores de 0.84 para
la mayoria de las determinaciones, considerandose aceptables de acuerdo
al criterio de Saunders. 3!

La utilizacién de estos modelos consiste en sustituir el valor del
interferente ( x ) para obtener el valor real del analito (y ). Jay y Provasck™®
proponen que las f{ormulas de correccion estan limitadas para cada
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analizador, métodos, reactivos v condiciones de laboratorio de donde se
obtienen, pero dado el tipe de experimentos llevado a cabo en este trabajo,
las ecuaciones pueden ser aplicables a los resultados obtenidos por los
meétodos aqui senizlados.

Para las determinaciones con dos o fres interferentes no se
obtuvieron ecuaciones de regresién lineal debido a que se analizé
solamente una concentracion de cada interferente obteniéndose
Unicamente un punto graficamente. Sin embargo, a través de la t-Student
se pudo apreciar que existe diferencia significativa en las concentraciones
de los analitos con respecto a los valores basales.

Finalmente, comparando los valores obtenidos con lo reportado por
algunos autores es posible notar que cuando se encuentran méas de un
interferente en el suero, el error en la determinacion es mayor, debido a
que estas sustancias pueden interaccionar entre si o competir con el
analito a determinar en alguna etapa de las reacciones gue se¢ llevan a
cabo o también reaccionar con algin constituyente del reactivo
provocando interferencia quimica. Asi también, se demostré que para un
determinado método, la interferencia para cada analito esta en funcion del
interferente provocando desviacidn positiva, negativa o no causandola.
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CONCLUSIONES

La bilirrubina afecta la determinacién de urea, creatinina, acido
urico, colesterol y albumina, cuando se encuentra como interferente,
provocando una interferencia positiva con acido Qrico y negativa con urea,
creatinina y colesterol para procedirmientos manales. Para los
automatizados produce interferencia positiva con albtimina y negativa con
creatinina, acido urico y colesterol.

La hemoglobina es causante principal de interferencia cuando se
encuentra con glucosa y/o bilirrubina para todos los analitos probados
tanto para procedimientos manuales como automatizados.

Los analitos determinados en el equipo automatizade mostraron
menor cambio en la concentracién que los determinados por técnicas
manuales.

Fue posible calcular ecuaciones matematicas para ajustar los
valores de los analitos cuando se encuentran en las muestras de los
pacientes alguno de los interferentes trabajados tales como: bilirrubina,
hemoglobina o glucosa, excepto para la combinacién de interferentes los
cuales requieren otro modelo matematico que se adapte a su
comportamiento quirnico.

RECOMENDACIONES

Obtener las ecuaciones lineales multiples para corregir el efecto de la
cornbinacién de los interferentes.
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