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Resumen

Introduccion. Las interferencias analiticas por turbidez pueden causar errores clinicamente significativos en los resultados de una
magnitud biolégica. Objetivos. Conocer y cuantificar la posible interferencia producida por la turbidez (lipemia) en la medicién rutinaria
de 24 constituyentes bioquimicos, empleando para ello el criterio de interferencia clinicamente relevante cuando se supera el maximo
error sistematico deseable. Disefio. Estudio experimental con pre y pos-prueba. Institucion. Hospital Edgardo Rebagliati Martins, Lima,
Peru. Material biolégico. Pool de sueros proveniente de muestras procesadas en el laboratorio central del hospital. Intervenciones. Se
afadieron cantidades crecientes de una emulsion lipidica comercial de nutricion parenteral a siete diferentes alicuotas de una mezcla
de sueros y se determin¢ en ellas, por triplicado, la influencia del interferente en los 24 constituyentes. Para lo cual se ha seguido
el protocolo de la Sociedad Espariola de Quimica Clinica. Principales medidas de resultados. Porcentaje relativo de desviacion
de la concentracion del constituyente por influencia de la turbidez, con respecto a una muestra sin interferente. Resultados. Los
constituyentes: glucosa, creatinina, potasio, colesterol total, HDL colesterol, fosfatasa alcalina, gammaglutamil transferasa, amilasa
y lipasa, no presentaron interferencia en todas las alicuotas con cantidades crecientes del interferente empleado en el ensayo. Se
observo interferencia para urea, acido Urico, proteinas totales, albumina, bilirrubina total, LDL colesterol, transferrina, fosforo, hierro,
lactico deshidrogenasa, aspartato aminotransferasa, alanino aminotransferasa, creatinfosfocinasa, calcio y magnesio. Conclusiones.
De los 24 constituyentes estudiados, 15 presentaron interferencia clinicamente significativa. Se recomienda que cada laboratorio
investigue los efectos de dicha interferencia empleando sus propios métodos, reactivos o instrumentos.

Palabras clave. Turbidez por Lipemia, interferencia; Error Sistematico Deseable.

Abstract

Introduction. The analytical interference due to turbidity may cause clinically significant errors in the results of biological magnitude.
Objectives. To identify and quantify turbidity (lipemia) possible interference in the routine measurement of 24 biochemical constituents
using clinically relevant interference criterion when the maximum desirable systematic error is exceeded. Design. Experimental study
with pre and post-test. Setting. Hospital Edgardo Rebagliati Martins, Lima, Peru. Biological material: Pooled sera from samples
processed at the central laboratory of the hospital. Interventions. Increasing amounts of a parenteral nutrition commercial lipid emulsion
were added to seven different aliquots of a pool of sera, and the influence of interference in 24 constituents was determined by
triplicate. The Spanish Society of Clinical Chemistry guideline was followed. Main outcome measures. Lipemia-influenced constituent
concentration relative percent deviation, compared with a sample without interference. Results. The constituents glucose, creatinine,
potassium, total cholesterol, HDL cholesterol, alkaline phosphatase, gamma glutamyl transferase, amylase and lipase showed no
interference in all aliquots with increasing concentrations of the assay interference. Interference was observed in urea, uric acid, total
protein, albumin, total bilirubin, cholesterol LDL, transferrin, phosphorus, iron, lactate dehydrogenase, aspartate aminotransferase,
alanine aminotransferase, creatine phosphokinase, calcium and magnesium. Conclusions. Of the 24 constituents studied, 15 had
clinically significant interference. It is recommended that each laboratory investigates the effects of this interference using their own
methods, reagents and instruments.

Keywords. Lipemia; Interference; Desirable Bias.

An Fac med. 2016;77(2):147-52 / http://dx.doi.org/10.15381/anales.v77i2.11820

Tradicionalmente, la lipemia se defi-
ne como la turbidez en las muestras de

INTRODUCCION a gastos extras de reactivos, un mayor

desgaste de equipos y demora en la emi-

Las interferencias analiticas pueden
causar errores clinicamente significati-
vos en los resultados de una magnitud
bioldgica, lo que conduce a establecer
diagnésticos equivocados, aplicar trata-
mientos innecesarios o potencialmente
desfavorables para los pacientes; ade-
mas, conlleva a los laboratorios clinicos

sién de resultados .

La interferencia analitica es conside-
rada como la desviacién clinicamente
significativa en la medida de la concen-
tracién de un constituyente, debido al
efecto de otro componente o propiedad

de la muestra 2.

suero o plasma, producida por acumu-
lacién de particulas de lipoproteinas,
especialmente las de densidad muy
baja (VLDL) y los quilomicrones que
son ricos en triglicéridos .

A diferencia de la hemdlisis, que es
reconocida como una de las principa-
les causas de errores preanaliticos, la
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interferencia por lipemia es a menudo
ignorada; existen pocos estudios que
estimen este tipo de interferencia.

La prevalencia de muestras lipémi-
cas en los laboratorios clinicos oscila
entre 0,5 y 2,5%. Esta prevalencia de-
pende del tipo de hospital y la propor-
cién de pacientes internos y ambula-
torios que son atendidos en el centro
hospitalario ®4.

Entre las causas mds frecuentes
de la ocurrencia de muestras lipemi-
cas en el laboratorio se encuentran:
el insuficiente tiempo entre la ingesta
de alimentos y la obtencién de mues-
tra sanguineas, algunas enfermedades
metabdlicas como la diabetes mellitus,
hipertrigliceridemia, insuficiencia renal
crénica, hipotiroidismo, pancreatitis,
mieloma multiple, cirrosis biliar prima-
ria o lupus eritematoso, la obtencién
de muestras sanguineas después de
infusién intravenosa con emulsiones
lipidicas para nutricién parenteral, la
ingestién de alcohol y fArmacos como
los inhibidores de proteasa (infeccién
por el VIH), estrégenos, anticoncepti-
vos orales, entre otros @,

La lipemia puede producir inter-
ferencia en la determinacién de los
constituyentes bioquimicos por tres
mecanismos: a) puede causar una in-
terferencia espectral, porque absorbe y
dispersa la luz en un amplio rango de
longitudes de onda; b) la fraccién acuo-
sa del plasma puede disminuir como
consecuencia del elevado volumen de
la fraccién lipidica, originando valores
bajos en la concentracién de diversos
constituyentes; y c) los lipidos, por su
naturaleza hidrofébica, pueden disol-
ver en su interior analitos, reactivos o
productos de la reaccién, ocasionando
errores en la medida de algunas mag-
nitudes 9.

Existen varios criterios para estable-
cer el limite de error maximo admisi-
ble para este tipo de interferencia. La
mayoria de proveedores de reactivos
consideran una interferencia por lipe-
mia significativa cuando el resultado de
la muestra con interferente se desvia
en 10%. Este criterio es mds permisivo

en las magnitudes con pequefa varia-
bilidad biolégica y puede ser menos
permisivo en aquellas con elevada va-
riabilidad intraindividual o interindivi-

dual 69,

La Organizacién Mundial de la Sa-
lud, con sustentacién en las recomen-
daciones de la Sociedad Alemana de
Quimica Clinica, define interferencia
clinicamente relevante cuando se su-
pera el error sistemético deseable ©.

El objetivo central del presente estu-
dio fue conocer y cuantificar la posible
interferencia producida por la turbidez
(lipemia) en la medicién rutinaria de
24 constituyentes bioquimicos, em-
pleando para ello el criterio de interfe-
rencia clinicamente relevante cuando
se supera el maximo error sistemdatico

deseable.

METODOS

Los 24 constituyentes investigados:
glucosa (método de hexocinasa), urea
(método de ureasa con glutamato
deshidrogenasa), creatinina (método
enzimitico/ creatininasa), 4cido tri-
co (método de uricasa/peroxidasa),
proteinas totales (método de Biuret),
albdmina (método de unién al colo-
rante verde de bromocresol), bilirru-
bina total (método de oxidacién por
vanadato), colesterol total (método
de colesterol oxidasa/Trinder), HDL
colesterol (método de eliminacién/
catalasa. Directo), LDLc (método de
eliminacién/catalasa. Directo), trans-
ferrina (método inmunoturbidimétrico
con polietilenglicol), potasio (método
de potenciometria indirecta), calcio
(método de o-cresolftaleina complexo-
na), fésforo (método de fosfomolibda-
to UV), magnesio (método de azul de
xilidilo), hierro (método de ferrocina),
lactato deshidrogenasa (LDH) (méto-
do de Lactato/NAD™), creatina cinasa
(CK) (método de la Federacién Inter-
nacional de Quimica Clinica (IFCC)
activado con N- acetil-L- cistefna), as-
partato aminotransferasa (AST) (mé-
todo de Ia IFCC modificado), alanina
aminotransferasa (ALT) (método de la

IFCC modificado), fosfatasa alcalina
(FAL) ( método de la IFCC con tam-
pén  2-amino-2-metil- 1- propanol),
gamma glutamil transferasa (GGT)
(método de L. M. Shaw y cols. usando
L-g-glutamil-3-carboxi4-nitroanilida),
amilasa (método del p-nitrofenil-mal-
toheptadsido bloqueado con etilideno),
lipasa (método cinético colorimétrico /
metilresorufina), fueron valorados en
el analizador ADVIA1800 con reacti-
vos y calibradores de SIEMENS®. Los
métodos analiticos se realizaron segiin
las indicaciones del fabricante.

El analizador fue calibrado previo
al estudio, de acuerdo a las recomen-
daciones del fabricante. El programa
de control de calidad interno incluyé
la evaluacién de sueros controles BIO-
RAD® de dos niveles de decisién (ni-
vel 1 y nivel 2), pertenecientes a los
lotes 14441 y 14442 respectivamente,
los que fueron procesados diariamente,
y una muestra mensual de un control
de calidad externo internacional (RI-
QAS), con lote de referencia RQQ9128
ciclo 12B.

Se realiz6 un estudio experimental
con pre y pos-prueba, donde se compa-
16 el valor medido de la magnitud en
una muestra sin interferente con los va-
lores obtenidos cuando se adicionaron
a la misma muestra cantidades crecien-
tes del interferente. Se sigui6 el pro-
tocolo de la Comisién de Metrologia
y Sistemas Analiticos de la Sociedad
Espafiola de Quimica Clinica ©.

Para la solucién concentrada del
interferente se utiliz6 la emulsién
comercial para nutricién parenteral
SMOFHlipid® al 20%, la que contiene
triglicéridos de cadena media y 4cidos

grasos esenciales 7.

Para el suero base, se recolectd 25
mL de un pool de sueros libres de he-
molisis, lipemia o ictericia, los que pro-
venian de muestras procesadas en el la-
boratorio central del Hospital Edgardo
Rebagliati Martins de EsSalud, Lima,

Pera.

En la preparacién de las dilucio-
nes con el interferente, de manera de
conseguir varios grados de turbidez se
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Figura 1. Alicuotas con cantidades crecientes del interferente afiadido.

afiadieron cantidades crecientes de la
emulsion comercial SMOFlipid® a siete
alicuotas diferentes del pool de sueros
(suero base). En esta preparacién, la
mezcla libre de interferente se igualé
en volumen a las alicuotas con inter-
ferente mediante la utilizacién de agua
destilada, para evitar el error por dilu-
cién. Se obtuvo siete alicuotas con in-
tensidades crecientes de turbidez y una
basal sin interferente.

Luego de las respectivas diluciones
en las alicuotas, las concentraciones
de emulsién comercial resultaron ser:
12 0%, 220,05%, 320,1%, 42 0,2%, 5°
0,4%, 620,6%, 720,8% y 82 1% (figura
1).

Cada una de las diluciones fue ana-
lizada por triplicado de forma indepen-
diente, y pudo determinarse de esta
forma el porcentaje de variacién en la
concentraciéon de cada constituyente
en funcién del incremento en el grado
de lipemia de las muestras.

La evaluacién de las interferencias
se realizé6 mediante el método de Glick
y col ®, expresandose los resultados
como un porcentaje del resultado ori-
ginal. Para ello, se hizo una representa-
cién gréifica de esta relacién mediante
un interferograma, en la que se repre-
senté (C/C) x100 frente a la concen-
tracién del interferente de cada alicuo-
ta, donde (C.) fue la concentracién
inicial sin interferente y (C) la concen-
tracién medida experimentalmente del
constituyente en estudio.

Las interferencias fueron compara-
ron con las actuales especificaciones de
calidad analitica para el maximo error
sistematico deseable (MESD), prove-
nientes de la base de datos que compila
articulos publicados hasta diciembre
de 2013 sobre los componentes de la
variacién bioldgica en personas sanas,
e incluye 357 magnitudes bioldgicas
con las especificaciones de la calidad
analitica (deseable, minima y éptima),
actualizada al afio 2014 ©19),

Se considerd a la interferencia como
clinicamente relevante cuando era su-

perior al MESD.

RESULTADOS

Basdndonos en el criterio de la Organi-
zacién Mundial de la Salud de que exis-
te interferencia significativa cuando se
supera el error sisteméatico deseable ©),
encontramos interferencia clinicamen-
te relevante en 15 de los 24 constitu-
yentes estudiados.

Destaca en nuestros resultados, el
nulo efecto que causé la turbidez por
lipemia en todas las alicuotas con
cantidades crecientes de la emulsién
empleada, en la medicién de glucosa,
creatinina, potasio, colesterol total,
HDL colesterol, fosfatasa alcalina, gam-
maglutamil transferasa, amilasa y lipasa.

Encontramos interferencia en la
medicién de urea, 4cido drico, protei-
nas totales, albimina, bilirrubina total,
LDL colesterol, transferrina, fdsforo,

Italo Moisés Saldana Orejon

hierro, lactico deshidrogenasa, aspar-
tato aminotransferasa, alanino amino-
transferasa, creatinfosfocinasa, calcio y
magnesio.

Hay que indicar que la actividad de
las enzimas aspartato aminotransferasa
y alanino aminotransferasa en la Gltima
alicuota no se pudo determinar, debido
a que estos valores estarfan por debajo
del limite de deteccién del analizador
bioquimico.

La imprecisién expresada en térmi-
nos de coeficiente de variacién presen-
t6 un valor minimo de 0% y maximo
de 3,02% para todos los constituyentes
analizados por triplicado.

En la tabla I, se muestra los consti-
tuyentes analizados, la concentracién
sérica basal (sin el agregado del interfe-
rente) de los constituyentes en estudio,
los porcentajes relativos de desviacién
de la concentracién del constituyente
con respecto al resultado inicial y las
especificaciones de calidad analitica
para el miximo error sistemAtico de-
seable.

En la figura 2 se representa los in-
terferogramas ®, donde se aprecia el
efecto de la adicién de cantidades cre-
cientes del interferente sobre la con-
centracién de los analitos estudiados.

DISCUSION

La interferencia analitica por lipemia es
un problema que afecta a todos los la-
boratorios clinicos. Siempre se cuestio-
na la exactitud de los resultados cuan-
do se analiza este tipo de muestras. La
solucién no solo estd en afiadir comen-
tarios como ‘muestra lipémica’ a los
reportes de laboratorio. Es importante
también conocer el signo posible de di-
cha interferencia y la minima cantidad
de interferente responsable de errores
significativos en los resultados.

Los primeros estudios publicados so-
bre interferencia en muestras bioldgicas
consideraban como interferencia signi-
ficativa un 10% de variacién sobre el
resultado de la muestra sin interferen-
te. Este criterio es utilizado por muchos
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Figura 2. Interferogramas donde se muestra el efecto del agregado de cantidades crecientes del interferente sobre la concentracion original
(porcentaje de cambio) de los 24 constituyentes en estudio.

fabricantes en sus estudios de evalua-
cién 69, Nuestros resultados indican
dicho
criterio, algunos constituyentes, como
el 4cido trico, proteinas totales, alba-
mina, calcio y magnesio, no hubieran
sido detectados como sensibles a la pre-
sencia del interferente. Estos resultados
son avalados por Nikolac ™V, quien
demostré que la informacién brindada
por los fabricantes con respecto a la
interferencia por lipemia no siempre es
confirmada en la practica. Proponemos
que, en lugar de limites arbitrarios, los

que, si hubiéramos utilizado

fabricantes utilicen las especificaciones
de calidad basadas en la evidencia para

evaluar los sesgos permisibles. Por otra
parte, los laboratorios deben ser cons-
cientes de la posible falta de replicabi-
lidad de las declaraciones de los fabri-
cantes.

La interferencia descrita en nuestro
estudio para el calcio fésforo, hierro,
magnesio albumina, urea, 4cido trico,
proteinas totales y albumina no coinci-
den con los resultado de Ji y Meng ®?
quienes, utilizando el analizador CO-
BAS 6000 de Roche y el criterio de
10% de variacién del resultado con
respecto a la muestra sin interferente,
no encontraron interferencia para los
constituyentes antes mencionados.

Es posible que la direccién y el grado
de interferencia sean diferentes cuando
se comparan diferentes métodos para
el mismo pardmetro. Esto fue confir-
mado por Nikolac P, quien investigd
la influencia de la lipemia utilizando
reactivos y plataformas analiticas de
tres fabricantes. Sus resultados para el
caso especifico de la bilirrubina fueron
una interferencia con aumento aparen-
te del constituyente para el analizador
Dimensién Vista System de Siemens,
utilizando un método de diazo-reac-
cién, ademas de una interferencia con

una disminucién aparente de la bili-
rrubina para el Cobas 6000 de Roche
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Tabla 1. Concentracion sérica basal (sin el agregado del interferente) de los constituyentes analizados, porcentaje relativo de desviacién de la
concentracion del constituyente con respecto al resultado inicial por influencia de la turbidez (lipemia) y especificaciones para el maximo error
sistematico deseable.

Concentracion de emulsion comercial lipidica para nutricién parenteral SMOFlipid®
agregado (%)

Error sistematico
deseable %

Concentracion sérica basal (sin el

agregado del interferente) de los

constituyentes investigados (+/-)

Glucosa (116 mg/dL) 2,34 0,0 1,15 0,58 0,58 0,28 -0,28 -0,58 -1,15
Urea* (42 mg/dL) 5,57 0,0 0,0 0,0 -3,00 -6,00 -10,0 -20,0 -33,0
Creatinina (0,93 mg/dL) 3,96 0,0 1,08 0,0 0,0 0,0 2,15 2,15 3.23

Acido drico* (4,5 mg/dL) 4,87 0,0 0,0 -1,56 -3,78 -2.89 -4,44 -511 - 6,00
Proteinas™ (5,7 g/dL) 1,36 0,0 -1,23 0,53 -2,28 -2,98 -5,79 -7,02 -6,49
Albdmina* (3,6 g/dL) 1,43 0,0 0,0 0,0 1,94 1,94 4,72 5,56 6,39

Bilirrubina total* (0,5 mg/dL) 8,95 0,0 0,0 -14,0 -20,0 -26,0 -26,0 -34,0 -66,0
Colesterol total (149 mg/dL) 4,10 0,0 -0,45 0,67 0,89 0,00 1,34 0,45 2,01

HDL colesterol (42,53 mg/dL) 5,61 0,0 -0,61 0,71 -0,31 -0,14 -0,31 -2,12 1,41

LDL colesterol* (93,17 mg/dL) 5,46 0,0 0,68 0,49 -0,11 -3,08 -4,83 -1,48 -11,3
Transferrina* (189 mg/dL) 1,31 0,0 0,70 0,35 -1,76 -6,88 -12,5 -18,5 21,5
Potasio (3,91 mEq/L) 1.81 0,0 0,0 0,0 0,26 0,26 0,51 0,77 1,28

Calcio* (7,87 mg/dL) 0,82 0.0 0,38 -0,51 0,76 0,38 3,30 3,81 3,81

Fésforo* (3,07 mg/dL) 3,38 0,0 -2,28 -3,26 -8,79 -19,5 -25,1 -30,6 -34,9
Magnesio* (1,93 mg/dL) 1,84 0,0 0,52 1,04 2,07 2,59 5,18 5,70 6,22
Hierro* (34,33 ug/dL) 8,81 0,0 0.0 -2,91 -4,84 -1,75 -14,6 -19,4 -22,3
LDH* (260,67 U/L) 4,26 0,0 0,38 1,66 0,25 0,64 3,71 -1,42 -15,6
CK* (120 U/L) 11,51 0,0 -1 -1, -2,52 -4,16 -9,42 -19,8 -29,4
AST* (35 U/L) 6,54 0.0 4,77 -3.80 -9,51 -15,2 -31,4 62,9

ALT* (40,67 U/L) 11,48 0,0 0,81 0,81 -1,65 -14,8 -34,4 -73,0

FAL (147 U/L) 6,72 0,0 1,14 1,36 1,36 1,36 1,59 0,46 1,82

GGT (96 U/L) 11,08 0,0 -1,04 -1,39 0,00 -2,08 -1,04 2,43 -0,34
o-Amilasa (85 U/L) 7,40 0,0 -0,39 2,35 2,74 3,92 3,92 4,32 314
Lipasa (52 U/L) 11,31 0,0 -1,29 1,92 0,00 1,92 2,56 3,85 5,77

Los resultados son comparados con las especificaciones de inexactitud deseable, los que exceden dichas especificaciones estan marcados en negrita y cursiva.
(*) Constituyentes en las que se encuentra interferencia.

y una interferencia nula para el ana-
lizador Beckman Coulter, empleando
la técnica de diclorofenil-diazonio—te-
trafluoroborato. Nosotros, empleando
el método de oxidacién quimica de la
bilirrubina por la accién del vanadato,
encontramos una notoria interferencia
que se tradujo en una disminucién apa-
rente para este constituyente.

La interferencia espectral es proba-
blemente el mecanismo més comtn en
que la lipemia afecta los resultados de
las pruebas de laboratorio. La cantidad
de luz absorbida por las particulas de
lipoprotefnas es inversamente propor-
cional a la longitud de onda. Por lo tan-

to, los métodos que utilizan longitudes
de ondas cortas son los m4s afectados
debido a que la absorbancia es mas
alta en esa parte del espectro. Diversos
métodos en quimica clinica utilizan la
conversién del NAD*y NADH medi-
da a 340 nanémetros como reaccién
indicadora para determinar la concen-
tracién o actividad de cierto analito. La
mayorfa de estos métodos son fuerte-
mente afectados por la lipemia ®. Esto
explicarfa la interferencia hallada en
el presente estudio para lctico deshi-
drogenasa, aspartato aminotransferasa,
alanino aminotransferasa y creatinfos-
focinasa.

El uso de sueros de pacientes para
el estudio de este tipo de interferencia
imita mejor el proceso fisiopatolégico
de la lipemia. Sin embargo, su uso no es
lo ideal, debido a la heterogeneidad de
las muestras de suero. La composicién
de las particulas de lipoproteinas difiere
en dos muestras lipémicas; tal estudio
apenas podria ser replicado. Para tal
efecto se recomienda el empleo de sue-
ros lipémicos inducidos con emulsiones
comerciales para nutricién parenteral.
La desventaja de su empleo es que estas
emulsiones solo poseen lipidos de ta-
mafio de 200 a 600 nanémetros (nm)
y no de 50 a 1 000 nm, como son los

lipidos nativos *1113),
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La mayoria de los actuales autoana-
lizadores tienen la capacidad de detec-
tar la lipemia en las muestras de sue-
ro mediante unos indices séricos que
se correlacionan linealmente con las
concentraciones del interferente. Los
indices pueden ser usados para detectar
la interferencia generando unas tablas
de tolerancia, con unos indices de de-
cisién que nos indican la presencia de
interferencia *!1H131417),

La causa m4s comtn de la ocurrencia
de muestras lipémicas es el insuficiente
tiempo entre la ingesta de alimentos y
la obtencién de la muestra sanguinea.
Existe heterogeneidad en las defini-
ciones de ‘ayuno’ que actualmente se
utiliza entre los trabajadores de la salud
y en la literatura. Se recomienda la es-
tandarizacién de los requisitos de toma
de muestras sanguineas en los centros
hospitalarios *1319,

Es interesante notar que metodolo-
gfas tedricamente idénticas o muy se-
mejantes brinden resultados distintos
ante la presencia de turbidez, lo que nos
indicarfa que el andlisis de interferen-
cia aqui realizado no puede ser genera-
lizado para otros reactivos o equipos.
Es recomendable que cada laboratorio
investigue los efectos de dicha interfe-
rencia empleando sus propios reactivos,

métodos o instrumentos 119,

En conclusién, la interferencia por
lipemia es una importante fuente de
errores de laboratorio. Cada laboratorio
debe ser consciente de la influencia que
la lipemia tiene sobre los resultados de
las pruebas de laboratorio. La verifica-
cién de las afirmaciones del fabricante
debe realizarse en los laboratorios ba-
sandose en la evidencia de criterios de

aceptaciéon. Ademds, debe describirse
los procedimientos para su deteccién,
con el fin de estandarizar los procedi-
mientos, reducir los errores y aumentar
la seguridad del paciente.
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