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Resumen en espaiiol

Introduccion: Multiples sustancias actian como interferentes en las reacciones de bioquimica clinica
de rutina en los Laboratorios clinicos, por lo que es importante conocer su efecto sobre los resultados
que se brindan en el dia a dia. Muchas de estas sustancias son de tipo enddgeno y su aparicién en la
matriz de analisis se debe al padecimiento de distintas comorbilidades, por lo que la implementacién
de un estricto sistema de gestion de calidad no podria evitar el efecto de dicha sustancia sobre el
resultado reportado por el Laboratorio clinico. En el presente estudio se verifica la interferencia sobre

la determinacidn sérica de creatinina y nitrégeno ureico dada por bilirrubina, proteinas y glucosa.

Objetivo: Verificar la interferencia analitica dada por la bilirrubina, proteinas y glucosa, en la
determinacién sérica de creatinina mediante un método quimico modificado de la reaccion de Jaffe,

y la determinacion sérica de nitrégeno ureico mediante el método modificado de Talke y Schubert.

Meétodos: Se utiliza un pool de sueros de pacientes libres de interferencias. Se diluyen patrones de
bilirrubina, albdmina que actda como proteina y glucosa con el fin de obtener las concentraciones de
estudio. Posteriormente, se realiza la determinacion cuantitativa en el equipo de quimica liquida

automatizado de la casa comercia Beckman Coulter, AU680.

Resultados: No se obtuvo interferencia clinicamente significativa dada por bilirrubina, proteinas y

glucosa en las concentraciones estudiadas en el pool de sueros de pacientes

Conclusiones: Las concentraciones utilizadas en el presente estudio corroboran los datos brindados
por la casa comercial con respecto, al nivel de interferencia dado por bilirrubina, proteinas y glucosa
en la determinacion sérica de creatinina por el método modificado de Jaffe y de nitrégeno ureico por

el método modificado por Talke y Schubert.

Palabras clave: interferencia, creatinina, nitrégeno ureico, Jaffe, desplazamiento de volumen,

ictericia, hiperglicemia, hiperparaproteinemias.
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Resumen en inglés

Background: Multiple substances act as interferents in routine clinical biochemistry reactions in
clinical laboratories, so it is important to know their effect on the results that are provided on a daily
basis. Many of these substances are endogenous and their appearance in the analysis matrix is due to
suffering from different comorbidities, so the implementation of a strict quality management system
could not avoid the effect of said substance on the result reported by the Clinical Laboratory. In the
present study, the interference on the serum determination of creatinine and urea nitrogen given by

bilirubin, proteins and glucose is verified.

Objective: To verify the analytical interference given by bilirubin, proteins and glucose, in the serum
determination of creatinine by a modified chemical method of the Jaffe reaction, and the serum

determination of urea nitrogen by the modified method of Talke and Schubert.

Methods: A pool of interference-free patient sera is used. Bilirubin, protein-acting albumin, and
glucose standards are diluted to obtain study concentrations. Subsequently, the quantitative
determination is carried out on the automated liquid chemistry equipment of Beckman Coulter,

AUG80.

Results: No clinically significant interference was obtained from bilirubin, proteins and glucose at

the concentrations studied in the pool of patient sera.

Conclusions: The concentrations used in the present study corroborate the data provided by the
commercial company regarding the level of interference given by bilirubin, proteins and glucose in
the serum determination of creatinine by the modified Jaffe method and of urea nitrogen by the

method. modified by Talke and Schubert.

Key words: interference, creatinine, urea nitrogen, Jaffe, volume displacement, jaundice,

hyperglycemia, hyperparaproteinemia.
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Introduccién

La determinacion de creatinina sérica y nitr6geno ureico son pruebas de rutina que se
solicitan con frecuencia al laboratorio clinico con el fin de valorar la funcion renal de los
pacientes. Dichas pruebas se utilizan para el monitoreo de la funcion renal glomerular y
evaluar la capacidad de excrecion de sustancias nocivas para el organismo, estas
determinaciones analiticas son solicitadas en individuos con distintos tipos de patologias y
tratamientos nefrotoxicos. La cuantificacion analitica de estas sustancias se realiza mediante
el método modificado de Jaffe, y la determinacion de nitrogeno ureico se efecta por el
método modificado de Talke y Schubert. Las reacciones quimicas anteriormente
mencionadas pueden ser afectadas por una gran cantidad de sustancias interferentes, por lo
que conocer el grado y la implicacion clinica de dicha interferencia analitica es de

importancia para el Microbiologo y Quimico Clinico.



Justificacion

En nuestro pais se realiza la determinacién de creatinina sérica y nitrdgeno ureico para el
monitoreo de la funcion renal de los pacientes en los distintos niveles de atencion, desde los
Centros de Atencion Integral en Salud (CAIS) hasta en Hospitales Nacionales como el
Hospital San Juan de Dios (HSJD). La poblacién que se encuentra adscrita en los diferentes
niveles de atencion en salud varia de acuerdo a la capacidad del mismo. En el HSJD, se
atiende pacientes que se encuentran en estadios avanzados de la Enfermedad Renal Cronica,
pacientes monorrenos, pacientes trasplantados renales y pacientes que se someten a dialisis

de forma regular.

Ademas se reciben pacientes que padecen otras enfermedades de tipo crénico como diabetes
mellitus e hipertensidn arterial, los cuales pertenecen a otras especialidades como cardiologia
y endocrinologia. Es meritorio hacer hincapié de la heterogeneidad presente en la poblacion
adscrita, ya que dentro del mismo laboratorio clinico se encuentra la Division de
Hematologia especializada en la cual junto a médicos especialistas, el personal de laboratorio

atiende a pacientes de todo el pais que consultan por afecciones de tipo hematoldgico.

Actualmente, la mayoria de camas del HSJD se encuentran ocupadas por pacientes COVID-
19, estos pacientes presentan factores de riesgo como diabetes mellitus, hipertensién arterial,
enfermedades que afecten el funcionamiento del sistema inmunolégico (como enfermedades
hematoldgicas). A estos individuos COVID-19 positivos internados en el HSJD se solicita

dentro del perfil de pruebas de laboratorio, las pruebas de funcién renal.



Dichas condiciones clinicas acarrean consigo la afectacion de otros 6rganos vitales u otras
patologias que causan dafio a nivel renal como diabetes mellitus, hipertension arterial,
cirrosis, mieloma multiple y COVID-19. Por lo que se pretende verificar la concentracion a
partir de la cual causan interferencias algunas sustancias indicadas en el inserto de dichas

pruebas analiticas indicadas por la casa comercial.

Ademas, se evaluara el efecto de la glucosa, la cual se ha descrito como interferente de la
reaccion de Jaffe pero que para el presente método no se encuentra indicada en el inserto, la
misma situacion se da para el método modificado por Talke y Schubert para la determinacién
de nitrégeno ureico. La problematica de los interferentes no se resuelve mediante la
estandarizacion de los métodos debido a que la fuente de error depende de la muestra y no

del método.



Objetivo general

Verificar la interferencia analitica dada por la bilirrubina, proteinas y glucosa, en la
determinacion sérica de creatinina mediante un método quimico modificado de la reaccion
de Jaffe, y la determinacion sérica de nitrégeno ureico mediante el método modificado de

Talke y Schubert.
Objetivos especificos

% Evaluar la influencia de la bilirrubina, proteinas y glucosa en el método de
determinacion sérica de creatinina mediante el método modificado de Jaffe
y la determinacion sérica de nitrogeno ureico mediante el método
modificado de Talke y Schubert.

%+ Comparar la interferencia analitica de bilirrubina, proteinas y glucosa en la
determinacion sérica de creatinina mediante el método modificado de Jaffe
y la determinacion sérica de nitrogeno ureico mediante el método
modificado de Talke y Schubert reportada por la casa comercial.

% Recomendar una serie de pautas a la seccién de Quimica Clinica del
Laboratorio Clinico del Hospital San Juan de Dios para el reporte de
resultados de determinacion de creatinina sérica y nitrégeno ureico, en caso

de que las interferencias de las sustancia en estudio resultasen significativas.



Marco referencial

El trabajo se realiz6 en la Division de Quimica Clinica del Laboratorio Clinico del Hospital

San Juan de Dios.



Marco tedrico

Especificaciones de métodos analiticos

Las especificaciones de los métodos para la determinacion cuantitativa de analitos en la
practica clinica son de vital importancia. La valoracion de dichos métodos es tarea del
Microbidlogo y Quimico Clinico encargado del Laboratorio Clinico, esto con el fin de
determinar las limitaciones del método analitico que utiliza su laboratorio clinico y las pautas

a seguir segun dichos valores.

Una interferencia se define como aquella sustancia que causa un error sistematico en la
determinacion de un analito de interés. Las interferencias entorpecen la medicion de la sefal
del analito de interés, ya sea aumentando o disminuyendo la sefial. Dicha distorsion puede
darse por sustancias presenten en los reactivos o el efecto matriz de la muestra (IUPAC,

2001).

La especificidad analitica se define como la capacidad de un método analitico de determinar
el analito de interés sin que otras sustancias posean influencia sobre la medicion. La
interferencia influye de forma parcial sobre el sesgo, a mayor interferencia, menor
especificidad analitica. Los interferentes se pueden clasificar en interferentes de tipo
cromatico, por reaccién in vitro y por reaccion in vivo. La selectividad de un método es su
capacidad para determinar de forma cuantitativa la presencia de un analito de interés en

presencia de otros componentes propios de la matriz de la muestra (Saah, 1997).



Los ensayos de interferencia normalmente son realizados por las casas comerciales con el
fin de determinar la influencia de otras sustancias sobre la determinacion de los analitos de
interés. Sin embargo, es clave que cada laboratorio segun sus necesidades verifique dichas
interferencias esto con la finalidad de alertar a los médicos sobre la precaucién que deben

tener al interpretar dichos resultados.

Determinacion sérica de creatinina

La creatina se produce en los rifiones, higado y pancreas mediante dos reacciones
enzimaticas. En la primera se da la transaminacion de la arginina y glicina para formar el
acido guanidinoaceético que luego sufre metilacion para la subsecuente formacion de la
molécula de creatina. Posteriormente, la creatina es transportada en torrente sanguineo a
otros organos como musculo o cerebro, donde se fosforila y se produce fosfocreatina

(componente de alta energia) (Rifai et al., 2018).

La interconversion de fosfocreatina a creatina se da a nivel muscular, diariamente se produce
una cantidad constante de creatina que es proporcional a la masa muscular del individuo. La
formacidn de creatinina a partir de creatina se da a través de una reaccion no enzimatica,
dependiente de temperatura y pH. La creatinina es una molécula inerte, la cual puede
atravesar membranas facilmente. Por lo que difunde facilmente desde los tejidos hacia el

torrente sanguineo, lo que por supuesto, facilita su excrecion a nivel urinario (Wiss, 2000).

La creatinina se encuentra en todos los fluidos bioldgicos y secreciones, ademas, se filtra a
través del glomérulo. Se ha visto que la excrecion de creatinina tubular puede aumentar como
compensacion de una tasa de filtracion glomerular disminuida; ademas se ha mencionado

que hay pérdida a nivel intestinal, el cual es dependiente de la concentracion. Se ha visto que
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la produccion de creatinina disminuye a medida que la concentracion de creatinina en suero
aumenta, algunos mecanismos se han planteado como inhibicion por retroalimentacion,
reconversion de creatinina a creatina y conversion a otros metabolitos. El aumento sérico de
creatinina causa una disminucién de la produccion de creatinina, a través de

retroalimentacion negativa (Rifai et al., 2018).

La insuficiencia renal cronica es un problema de salud de incidencia mundial que conlleva
un riesgo sustancial de morbilidad y mortalidad cardiovasculares. Las normas actuales
definen la insuficiencia renal cronica, sin tomar en cuenta su causa, como el dafio renal o la
tasa de filtracion glomerular (TFG) inferior a 60 mL/min por 1.73 m? durante un periodo
minimo de 3 meses (Roche, 2011). Los valores esperados en poblacion sana se definen segin

el sexo, en hombres de 0.7-1.3 mg/dL y en mujeres 0.6-12 mg/dL (Beckman Coulter, 2013).

La determinacion cuantitativa de creatinina en suero o plasma es la prueba mas comun para
evaluar la funcién renal, normalmente se acomparia de la determinacion de nitrégeno ureico.
El aumento de los niveles de creatinina en la sangre solamente es observada cuando hay un
marcado dafo en las nefronas, y se sefiala que es poco sensible al deterioro renal incipiente,
por lo que esta prueba no puede emplearse para la deteccion precoz de la insuficiencia renal
(Rifai et al., 2018). La prueba que para dichos fines se recomienda como biomarcador de

dafo renal incipiente es la Cistatina C (Dworking, 2001).

La creatinina responde de forma mas lenta que el nitrégeno ureico cuando se somete a los
pacientes a hemodialisis durante el tratamiento de la enfermedad renal. La utilizacion de
ambos marcadores de funcion renal permite que el médico identifique el origen de la

azoemia; si es pre-renal o post-renal (Beckman Coulter, 2013).



El aclaramiento de creatinina medido a partir de la concentracion de creatinina en orina y
suero o plasma y la tasa del flujo urinario constituyen una prueba més sensible y con mayor
capacidad de estimar la tasa de filtracion glomerular (TFG). Este ensayo demanda una
muestra de orina recogida con precisién temporal (usualmente de 24 horas) y una muestra
de sangre. No obstante, dado que esta prueba se encuentra sujeta a una gran cantidad de
errores debido al tedioso proceso de recoleccion de la muestra de orina en funcién del tiempo,
se intenta estimar la TFG solamente a partir del calculo de la concentracion de creatinina en
suero o plasma. Asimismo, al diagndéstico y tratamiento de la insuficiencia renal y al control
de la dialisis renal, la medicion de creatinina se emplea también para calcular la excrecion

fraccional de otros analitos en orina (Roche, 2011).

La mayoria de métodos para la determinacion de creatinina se basan en la reaccion de Jaffe
debido a su simplicidad y bajo costo en comparacion con los métodos enzimaticos (Delanghe
& Speeckaert, 2011). En la reaccion de Jaffe, la creatinina reacciona con el ion picrato en
medio alcalino (mecanismo sin esclarecer) para formar un complejo rojo-amarillento. La
reaccion de Jaffe no es especifica para creatinina ya que muchos compuestos forman
complejos con el picrato en forma similar a la creatinina, entre ellos proteinas, glucosa, acido
ascérbico, cuerpos cetonicos, piruvato, guanidina, hemoglobina, productos sustitutos de
sangre y cefalosporinas. La bilirrubina es un interferente negativo para evitar la interferencia
de esta sustancia se agregan iones borato y fosfato en conjunto con un agente surfactante.
También se ha descrito el método de O Leary que adiciona ferrocianida que oxida la

bilirrubina a biliverdina y con ello, reduce la interferencia (Rifai et al., 2018).



Se ha reportado que dicha interferencia es método-dependiente (Bargnoux, 2018). La
interferencia negativa dada por la bilirrubina dificulta el manejo de pacientes cirréticos que
ademas, poseen dafio renal ya que produce valores anormalmente bajos. Lo cual provoca que
las formulas normalmente utilizadas sobreestimen la funcion renal glomerular de los
pacientes cirrdticos. En este tipo de pacientes se recomienda la medicion de los niveles de
Cistatina C. Sin embargo, no todos los centros hospitalarios cuentan con dicha prueba de

laboratorio a su disposicion (Mehta, 2007).

El efecto de interferencia dada por la bilirrubina en métodos para la determinacion de
creatinina ha sido ampliamente estudiado. Se ha recomendado el uso de agentes oxidantes
para convertir la bilirrubina en biliverdina y asi, minimizar su efecto, tal y como se pretende
al utilizar el método de O Leary (Cobbaert, 2009). Sin embargo, si se debe de realizar un pre
tratamiento manual a la muestra, en laboratorios con alto flujo de muestras se dificulta y
adiciona, error humano a la determinacién (aumentado el coeficiente de variacion de la

prueba analitica).

No obstante, se ha intentado aumentar la especificidad de la reaccion de Jaffe mediante la
utilizacion del reactivo de Lloyd y una elucion, el uso de un blanco &cido, el uso de resinas
de intercambio i6nico y agentes oxidantes como el sulfato. Se ha establecido una ventana de
20-80 segundos en la cual se atribuye que la sefial obtenida corresponde en su mayoria a la
creatinina. La velocidad de formacién del complejo y la absortividad del complejo son
dependientes de la temperatura, se ha observado diferencias cuando el ensayo se realiza a

25°C y 37°C (Rifai et al., 2018).
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También se han elaborado los métodos de Jaffe compensados, los cuales una concentracion
fija se sustrae de cada muestra (Panteghini, 2008). Se da el reporte de resultados menores
pero estos resultados son mas cercanos a los proporcionados por el método de espectometria
de masa por dilucion isotopica, las siglas derivan de su nombre en inglés (isotope-dilution
mass spectrometry, IDMS), el cual constituye el método de referencia. Se asume que la
interferencia cromatica dada por cromdgenos que no corresponden a la creatinina es
constante entre muestras (tanto de adultos como de nifios) lo cual contribuye a que en
ocasiones se reporten valores menores a los reales como en muestras pediatricas, pacientes

cirroticos (bajos niveles de proteinas) y neonatos (Burtis, 2008 & Peak, 2006).

Los métodos enzimaticos se basan en el uso de enzimas, establecer equilibrio en la reaccion
y medir mediante fotometria. Se utiliza la enzima creatininasa que cataliza la conversion de
creatinina a creatina. La creatina es posteriormente, detectada utilizando una series de
reacciones enzimaticas mediadas por la creatina quinasa, piruvato quinasa y lactato
deshidrogenasa, se monitorea la disminucion de la absorbancia a 340 nm. Al iniciar la
reaccion utilizando creatinasa se consigue remover la creatina enddgena y piruvato al
preincubar la reaccion. La reaccion cinética es pobre y se necesita de un tiempo de incubacién
de 30 minutos con el fin de permitir que la reaccion llegue al equilibrio. Este método no es
popular debido a que requiere de mucho tiempo para su ejecucion, pobre sensibilidad, pobre

precision y costo relativamente alto de los reactivos (Rifai et al., 2018).

Otro método alternativo utiliza la enzima creatininasa y luego la creatinasa, la cual produce
sarcosina y urea, la sarcosina se determina mediante el uso de otra enzima la sarcosina

oxidasa y peroxidasa. La bilirrubina interfiere en la reaccién de la peroxidasa, para lo cual
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se adiciona ferrocianuro de potasio o bilirrubina oxidasa (la bilirrubina compite con el

sustrato de la reaccion, peréxido de hidrogeno) (Rifai et al., 2018).

La potencial interferencia dada por el &cido ascorbico se puede mitigar al utilizar la enzima
ascorbato oxidasa. La influencia de la creatina y urea endogena se puede superar al realizar
un paso de preincubacidn, iniciando la reaccion con creatinasa. Este método se ha utilizado
en sistemas de “point of care testing”. Ademas, se cuantifica la disminucion de NAD al

producir formaldehido por la enzima formaldehido deshidrogenasa (Rifai et al., 2018).

En otro sistema se emplea la enzima creatinina deaminasa que cataliza la conversion de
creatinina a N-metilildantoina y amonio, que se acopla a la enzima glutamato deshidrogenasa

(Reaccion de Berthelot) (Rifai et al., 2018).

Los sistemas de quimica seca utilizan un sistema de dos capas que emplea la enzima
creatinina deaminasa, el amonio difunde a traves de la tira opaca y semipermeable, para
reaccionar con el azul de bromofenol para obtener un incremento de la absorbancia a 600
nm. Una segunda “slide” que no posee la enzima se utiliza para cuantificar el amonio
enddgeno, por tanto, se utiliza como blanco de muestra. Ademas, se han descrito otros
métodos de quimica seca que se basan en la reaccion con acido nitrobenzoico, En todos los

casos, se cuantifica mediante reflectancia (Rifai et al., 2018).

Entre los otros métodos que se utilizan se encuentra la cromatografia gaseosa (GC) acoplada
a IDMS que posee alta especificidad y alta precisién. Se han acoplado a cromatografia
liquida de alta eficacia o (high performance liquid chromatography, HPLC) y GC-IDMS,

posee alta especificidad y relativa sencillez, se realiza una precipitacion de proteinas sin
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derivatizacion. Ademas, se ha utilizado HPLC de intercambio i6nico, técnicas de fase reversa

y electroforesis capilar (Rifai et al., 2018).

A pesar de que los métodos enziméticos poseen un alto costo, son generalmente utilizados
en quimica seca y en sistemas de point of care. Mientras, que la reaccion de Jaffe se emplea
en métodos de quimica liquida. Los métodos de Jaffe y los métodos enziméaticos poseen una
buena correlacion, se ha encontrado que las diferencias entre ambos métodos se deben a la

calibracion y no a interferencias (Rifai et al., 2018).

La creatinina en suero, plasma u orina es estable por 7 dias a 4° C y su estabilidad aumenta
en refrigeracion. El suero debe de separarse del paquete globular antes de las 14 horas de
extraccion de la muestra, esto debido a que se obtienen resultados aumentados en métodos
de Jaffe pero no asi en métodos enzimaticos. Se cree que despues de dicho periodo se da la

liberacion de cromogenos diferentes a la creatina de los glébulos rojos (Rifai et al., 2018).

Por otro lado la contaminacion bacteriana causa disminuciones de los niveles de creatinina,
se debe tener especial cuidado en muestras almacenadas por largos periodos. También, se
recomienda ayuno debido a que la ingesta de carne cocinada causa aumentos de creatinina
ya que se convierte creatina a creatinina. Se ha observado que debido a la reaccién con
agentes cromogenos distintos a la creatinina se obtienen resultados 20% mayores mediante
el método de Jaffe, esto al comparar con los resultados obtenidos por el método de HPLC-

IDMS, a concentraciones fisiologicas (Rifai et al., 2018).

El método utilizado en la Divisién de Quimica Clinica y Emergencias del Laboratorio
Clinico del Hospital San Juan de Dios, es una modificacion de la reaccion quimica del

método de Jaffe (ver Figura 1). En este método la creatinina presente en la muestra reacciona
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con el &cido picrico a pH alcalino para formar un compuesto de coloracion amarillo-
anaranjado. Debido al tipo de metodologia utilizada, que es quimica la reaccién no es
especifica para la creatinina, lo que conlleva a que otras sustancias de tipo reductoras,
también presentes en las muestras reaccionen con el picrato y formen un color similar

(Beckman Coulter, 2013).

Entre las sustancias interferentes que se han descrito se encuentra la glucosa, el piruvato,
acido ascorbico y acetoacetatos, las cuales reaccionan con el picrato y forman un compuesto
coloreado similar al formado por el picrato y la creatinina (ver Cuadro I). Por lo que las
presencia de ciertos metabolitos en la muestra influye sobre el valor de creatinina reportado

por el presente método.

Creatinina
presente
enla
muestra

Compuesto

Picrato

amarillo
anaranjado

alcalino

Figura 1. Reaccién del método de Jaffe (Elaboracién propia).
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Cuadro I. Interferencias indicadas por la casa comercial en el inserto para la determinacion sérica de

creatinina por el método modificado de Jaffe.

Sustancia interferente Interferencia indicada por el fabricante

Bilirrubina* Sin interferencia significativa hasta 20 mg/dL*

Hemolisis Sin interferencia significativa hasta 500 mg/dL

Lipemia Sin interferencia significativa hasta 700 mg/dL

Proteinas* Interferencia inferior al 20% entre 3 'y 12 g/dL de proteina*

Tomado y adaptado de: (Beckman Coulter, 2013).

Determinacion sérica de nitrégeno ureico

El catabolismo de proteinas resulta en la formacion de urea y amonio, mejor conocidos como
compuestos nitrogenados. La urea es el principal compuesto proteico producto de la
degradacion de proteinas mediante el ciclo de la urea ya que aproximadamente constituye el

75% del total de productos eliminados en orina (Rifai et al., 2018).

Mas del 90% de la urea es eliminada a través de los rifiones, también hay pérdida a nivel
gastrointestinal y la piel. Debido a su metabolismo se ha asociado que los niveles de urea se
encuentren aumentados en enfermedad renal. Por lo que desde hace décadas, la
cuantificacion sérica de urea se ha utilizado como indicador de funcion renal, cabe recalcar
que se utiliza en conjunto con la medicién de los niveles séricos de creatinina que
clinicamente aporta mas informacion. La interpretacion clinica de los resultados de las
pruebas de funcion renal, tienen importancia al evaluar el cociente Nitrogeno

ureico/creatinina (Rifai et al., 2018).

Gran cantidad de factores extrarrenales pueden causar alteraciones en los niveles sanguineos

de urea, lo que limita su valor como test de funcién renal. Los niveles de urea se pueden
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encontrar aumentados en ciertas condiciones como: en aquellos individuos que presentan
alta ingesta proteica, en condiciones donde hay un alto catabolismo de proteinas, reabsorcion
de proteinas plasmaticas después de una hemorragia gastrointestinal y en presencia de
niveles bajos de perfusién sanguinea como en casos de fallo cardiaco. En casos de afecciones
post-renales se pueden encontrar aumentados en pacientes que padecen de malignidades,

nefrolitiasis y prostatitis (Rifai et al., 2018).

A nivel norteamericano se tiene la costumbre de reportar los resultados de urea con unidades
de nitrdgeno ureico en unidades de mmol/L. Por lo tanto, se debe tener en cuenta los factores
de conversion de urea a nitrégeno ureico y de mg/dL a mmol/L. Para convertir de urea a
nitrégeno ureico se multiplica por 2.14 y viceversa (se divide), en caso de convertir de mg/dL

a mmol/L se multiplica por 0.357 (Rifai et al., 2018).

Con respecto a los métodos analiticos mayormente utilizados en el ambito clinico se
encuentran: la quimica directa y métodos enzimaticos indirectos. Una gran mayoria de
métodos para la determinacion de urea que se utilizan en laboratorios clinicos utilizan

métodos de tipo enzimaticos (Rifai et al., 2018).

La primera reaccion es catalizada por la enzima ureasa, la cual genera el ion amonio que
posteriormente es cuantificado. Este principio es utilizado por técnicas como la quimica seca

y conductometria (Rifai et al., 2018).
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Figura 2. Reaccion catalizada por ureasa se convierte urea en amonio y carbonato. Tomado de: (Rifai et
al., 2018).

Espectrofotometria cuantifica el ion amonio a través de la utilizacion de la reaccion de
Berthelot, y el ensayo enzimatico de la glutamato deshidrogenasa. Este es considerado el

método de referencia y ha sido adaptado a una gran cantidad de plataformas (Rifai et al.,

2018).
Giutamate
HHD 5 Ot dehydrogenase - ho
p 2-Om arate ———————3= Glutamate + Hy
M oglu —~ =y amate ;
NADH NAC®
LHE

Figura 3. Reaccién que cataliza la enzima glutamato deshidrogenasa (Método de Berthelot). Tomado de:
(Rifai et al., 2018).

Para ensayos enzimaticos para la determinacién en suero, se ha formulado esta reaccion junto
a la enzima ureasa, asi que la simple adicion de una muestra que contiene urea causa el inicio
de la reaccion. Una disminucion en la absorbancia resultante de la accion de la enzima

glutamato deshidrogenasa se monitorea a 340 nm (Rifai et al., 2018).

En otro ejemplo de ensayo acoplado para el sistema de urea, el amonio se produce cuando la
enzima ureasa hidroliza la molécula de urea, el amonio reacciona con la enzima glutamato
deshidrogenasa y adenosina trifosfato en la presencia de glutamina sintasa. La adenosina

difosfato producida en la reaccion anterior, se cuantifica utilizando piruvato quinasa y
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piruvato oxidasa, respectivamente, lo que genera perdxido de hidrégeno. En la Gltima
reaccion se lleva a cabo la reaccion del peréxido de hidrogeno con la 4- aminofenazona, esta
reaccion es catalizada por la enzima peroxidasa, lo que produce un compuesto coloreado,
quinona-monoamina que puede ser cuantificado espectrofotométricamente (Rifai et al.,

2018).

Los métodos para la cuantificacién de urea en quimica seca son diversos, por ejemplo; se ha
descrito una variedad de métodos que utilizan leucina deshidrogenasa y ureasa, los cuales
eliminan la interferencia dada por el amonio enddgeno. También se utilizan métodos basados
conductometria, donde la muestra y el reactivo que contiene ureasa se incuban en una celda
de conductividad y se monitorea la conversion de la urea a compuestos idnicos. La
potenciometria utiliza un electrodo ion selectivo de amonio y la ureasa se inmoviliza en la

membrana (Rifai et al., 2018).

Actualmente, se trabaja en métodos de point of care para el monitoreo de pacientes, a los
cuales se les realiza con regularidad hemodialisis y de esta manera, valorar de forma mas
oportuna la efectividad del proceso. Se han desarrollado diversas plataformas diagndsticas
basadas en la técnica de espectroscopia infrarrojo cercano. Dicha técnica facilitaria el
monitoreo realizado por el personal de enfermeria en el dia a dia del centro medico (Rifai et

al., 2018).

e Reaccion catalizada por la enzima ureasa:

Urea + 2H20 ------ >2 NH4+ + C0O32-
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En una segunda reaccion, el 2-oxoglutarato reacciona con amonio en presencia de la
glutamato deshidrogenasa (GLDH) y la coenzima NADH para producir L-glutamato. En esta

reaccion, por cada mol de urea hidrolizada se oxidan dos moles de NADH a NAD.

e Reaccidn catalizada por la enzima glutamato deshidrogenasa:

GLDH NH4+ + 2-oxoglutarato + NADH --------- > L-glutamato + NAD+ + H20

La velocidad con que la concentracion de NADH disminuye es directamente proporcional a

la concentracion de urea en la muestra y se mide fotométricamente (Roche, 2006).

El principio basico de la quimica seca se fundamenta en estabilizar los componentes de
reaccion esenciales para ejecutar un andlisis, tales como indicadores, enzimas u otros
reactivos necesarios para llevar a cabo la reaccion. Se emplean reactivos secos y estables
impregnados en laminillas de reaccion, también llamadas “slides” o en algunos casos “Tiras
reactivas”. Cuando se adiciona la muestra se solubilizan los reactivos, se lleva a cabo la
reaccion, la cual produce un cambio de color o potencial. Un haz de luz se refleja para ser

medido en un detector y es convertido a un valor medible (Vitros, 2011).

En el slide se deposita una gota de muestra del paciente, que se distribuye uniformemente
desde la capa difusora a las capas subyacentes. Seguidamente el agua y los componentes no
proteicos se desplazan a la capa reactiva subyacente donde la reaccion de la ureasa genera
amoniaco. La membrana semipermeable permite el paso del amoniaco a la capa de
pigmentacion donde reacciona con el indicador para dar lugar a un pigmento. Se determina
la densidad de reflexion del colorante que es medido a 670 nm que es proporcional a la
concentracion de urea en la muestra. El indicador utilizado es Sulfonato de N-propil-4-(2,6-

dinitro-4-clorobencil)-quinoloniometano (Vitros, 2011)
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La muestra de eleccidn es suero y plasma con heparina de litio, K3-EDTA. No se debe
utilizar la heparina de amonio debido a que causard aumentos en los valores reportados de
las muestras, este reaccionard en la segunda reaccion con la enzima glutamato
deshidrogenasa, donde se cuantificard como amonio endégeno. La estabilidad de la muestra

es de 6 a 7 dias a 20-25°C, 7 dias a 2-8°C y un afio a -20°C (Rifai et al., 2018).

Cuadro I1. Interferencias indicadas por la casa comercial en el inserto para la determinacion sérica de

nitrégeno ureico por el método modificado de Talke y Schubert.

Sustancia interferente Interferencia indicada por el fabricante
Bilirrubina* Sin interferencia significativa hasta 20 mg/dL*
Hemdlisis Sin interferencia significativa hasta 2.5 g/L
Lipemia Sin interferencia significativa hasta 500 mg/dL
Proteinas* No indica

Tomado y adaptado de: (Beckman Coulter, 2013).
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Metodologia

Para la realizacion del presente trabajo de interferencias en la determinacion sérica de
creatinina se utilizé el analizador AU680 de quimica clinica liquida de la casa comercial
Beckman Coulter. Primeramente, se prepard un pool de sueros de paciente y se determind la
concentracion basal de bilirrubina, proteinas y glucosa (ver Cuadro Il1). Posteriormente, a
partir de los patrones de bilirrubina de 200 mg/dL, proteinas; para el cual se utilizé un patrén
de albimina con una concentracion aproximada de 25 g/dL y un patrén de glucosa con una
concentracion aproximada de 12000 mg/dL, se prepararon diluciones con el diluente
respectivo, ya sea solucién salina o dimetilsulfoxido (DMSO) y posteriormente, una dilucién
1/10 con un pool de sueros de pacientes (no presentaban hemolisis, ictericia o lipemia) para

la realizacion del presente ensayo.

Sin embargo, debido a limitaciones de tipo operacionales las muestras tenian en su mayoria
mas de ocho horas de tiempo de extraccion. La literatura recomienda que el anélisis se realice
con menos de 14 horas de extraccion debido a que los eritrocitos liberan metabolitos y otras
sustancias con potencial cromogénico que interfieren en la reaccion, en su mayoria
hemoglobina, la cual es facilmente oxidable y dependiendo del método v si utiliza 0 no un

agente oxidante previo a la reaccion.

La medicién de la concentracion de las diluciones de trabajo se realizd por triplicado, asi
como la medicién de la concentracion de creatinina en las soluciones de trabajo. Por lo que
los datos que se muestran a continuacidn constituyen el promedio de las tres mediciones de

cada solucion de trabajo y la medicion del analito de interés, en este caso la creatinina sérica.
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Figura 4. Esquema de trabajo para la realizacion del estudio de interferencias en la determinacion sérica

de creatinina por el método modificado de Jaffe.

Cuadro I11. Concentraciones basales de bilirrubina, albdmina y glucosa en pool de suero de pacientes

para el estudio de interferencias en la determinacion sérica de creatinina por el método modificado de

Jaffe.

Analito

Concentracion basal del analito en estudio

en el pool de suero de pacientes
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Bilirrubina total 0.05 mg/dL
AlbUmina 3.6 g/dL
Glucosa 95 mg/dL



Cuadro 1V. Concentraciones basales de bilirrubina, albimina y glucosa en pool de suero de pacientes

para el estudio de interferencias en la determinacion sérica de nitrégeno ureico por el método modificado

de Talke y Schubert.
Analito Concentracion basal del analito en estudio en el
pool de suero de pacientes
Bilirrubina total 0.04 mg/dL
AlbUmina 1.91 g/dL

Glucosa 103 mg/dL

Cuadro V. Concentraciones de las diluciones de bilirrubina resultantes de la dilucién 1/10 utilizando el
pool de suero de pacientes como diluyente para el estudio de interferencias en la determinacion sérica de

creatinina por el método modificado de Jaffe.

Numero de dilucion Concentracion en estudio (mg/dL)
1 20.45
2 11.2
3 7.4
4 4.05
S 2.4
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Cuadro V1. Concentraciones de las diluciones de bilirrubina resultantes de la dilucion 1/10 utilizando el
pool de suero de pacientes como diluyente para el estudio de interferencias en la determinacién sérica de

nitrégeno ureico por el método modificado de Talke y Schuber.

NUmero de dilucién Concentracién en estudio (mg/dL)
1 20.5
2 15.7
3 10.2
4 7.5
5 5

La medicion de bilirrubina basal se realiza con DMSO, el cual es utilizado para reconstituir
el patron de bilirrubina basal. Esto debido a que los patrones de bilirrubina se realizan a partir
de bilirrubina no conjugada, la cual posee es de naturaleza hidrofébica. Esto dificulta la

disolucion del patron en soluciones como solucion salina y agua.
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Cuadro VII. Concentraciones de las diluciones de albumina resultantes de la dilucion 1/10 utilizando el
pool de suero de pacientes como diluyente para el estudio de interferencias en la determinacion sérica de

creatinina por el método modificado de Jaffe.

Numero de dilucion Concentracién en estudio (g/dL)
1 14.16
2 10
3 8.53
4 5.3
5 3.6

Cuadro VII. Concentraciones de las diluciones de albumina resultantes de la dilucion 1/10 utilizando el
pool de suero de pacientes como diluyente para el estudio de interferencias en la determinacion sérica de

nitrégeno ureico por el método modificado de Talke y Schuber.

Numero de dilucion Concentracion en estudio (g/dL)
1 14.05
2 12.01
3 9.44
4 5.20
5 3.49

La medicion de la concentracion basal se realiza a partir de solucion salina utilizada para la

reconstitucion del patron.
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Cuadro VIII. Concentraciones de las diluciones de glucosa resultantes de la dilucion 1/10 utilizando el
pool de suero de pacientes como diluyente para el estudio de interferencias en la determinacion sérica de

creatinina por el método modificado de Jaffe.

Numero de dilucion Concentracion en estudio (mg/dL)
1 4459
2 3653
3 2700
4 743
5 360

Cuadro IX. Concentraciones de las diluciones de glucosa resultantes de la dilucién 1/10 utilizando el pool
de suero de pacientes como diluyente para el estudio de interferencias en la determinacion sérica de

nitrégeno ureico por el método modificado de Talke y Schubert.

Numero de dilucion Concentracion en estudio (mg/dL)
1 1150
2 850
3 575
4 450
5 230

La medicion de la concentracion basal se realiza a partir de solucion salina utilizada para la

reconstitucion del patron.
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Resultados

A continuacion se muestran los resultados obtenidos en el laboratorio clinico:

Cuadro X. Resultados de laboratorio obtenidos en el estudio de interferencia dada por bilirrubina en la

determinacion sérica de creatinina por el método modificado de Jaffe.

Diluciones del patrén de bilirruibina (mg/dl)
Basal
20,45
11,2
7,4
4,05
2,4

Medicion 1 Mediciéon 2 Medicién 3

0,84
0,94
0,88
0,86
0,85
0,84

0,83
0,93
0,89
0,85
0,86
0,85

0,83
0,95
0,88
0,86
0,85
0,84

0,835
0,95
0,88
0,86
0,85
0,84

Promedio Observada - basal % de interferencia

0,11
0,05
0,03
0,02
0,01

0,54
0,40
0,34
0,37
0,21

Cuadro XI. Resultados de laboratorio obtenidos en el estudio de interferencia dada por albumina en la

determinacion sérica de creatinina por el método modificado de Jaffe.

Diluciones del patrén de albdmina (g/dl)
Basal
3,6
5,3
8,53
10
14,16

Medicién 1 Mediciéon 2 Medicién 3

0,83
0,85
0,87
0,77
0,73
0,59

0,83
0,85
0,87
0,78
0,72
0,57

0,83
0,85
0,87
0,74
0,69
0,58

Promedio

0,83
0,85
0,87
0,76
0,71
0,59

Observada - basal

0,02
0,04
-0,08
-0,12
-0,25

% de interferencia
0,56
0,75
-0,88
-1,20
-1,73

Cuadro XII. Resultados de laboratorio obtenidos en el estudio de interferencia dada por glucosa en la

determinacién sérica de creatinina por el método modificado de Jaffe.

Diluciones del patrén de glucosa (mg/dl)
Basal
95
360
743
2700
3653
4459

Medicion 1 Medicién 2 Medicién 3

0,83
0,97
1,01
1,09
1,09
1,14
1,17

0,85
0,99
1,01
1,09
1,06
1,11
1,15

0,87
0,96
0,97
1,06
1,07
1,11
1,17

0,85
0,97
0,99
1,08
1,08
1,13
1,17

Promedio Observada - basal % de interferencia

0,12
0,14
0,23
0,23
0,28
0,32

0,12
0,04
0,03
0,01
0,01
0,01
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Cuadro XIl11. Resultados de laboratorio obtenidos en el estudio de interferencia dada por bilirrubina en

la determinacién sérica de nitrégeno ureico por el método modificado de Talke y Schubert.

Dilucione s del patrdn de bilirubina{mg/dL) walor basal Ivle dicidn 1 Ivle dicidn 2 IWvedicidn 3 Promedio Basal-observada| % de interferencia
walorbasal en el pool de sueros 22,59 22,59 22,59 -
20,5 22,59 71,9 71,58 71,85 71, 57666667 0,72 5.5
15,7 22,59 221 22 71,99 22,03 0,59 3,5
10,2 22,59 22,2 22,23 22,29 72,24 0,35 5.4
75 22,59 22,35 22,539 22 52 772,35333333 0,32 5,2
3 22,59 22,41 22,42 22,47 2243333333 -016 5,2

Cuadro XIV. Resultados de laboratorio obtenidos en el estudio de interferencia dada por albimina en

la determinacién sérica de nitrégeno ureico por el método modificado de Talke y Schubert.

Diluciones del patron de albimina (g/dL) | “alor basal Medicion 1 | Medicidn 2 | Medicidn 3 Promedio | Basal-observada | % de interferencia
Yalor basal enel pool de sueros 3,21 3,21 - -
14,05 8,21 8,49 8,51 8,53 8,51 0,3 2,135
1201 8,21 8,27 8,25 8,23 8,253 0,04 0,333
9,44 8,21 8,22 8,21 8,23 8,22 0,01 0,1059
5,2 8,21 8,2 8,21 8,21 8,206666667 0,004 0,0769
3,49 8,21 8,2 8,21 8,21 8, 206666667 0,004 0,1

Cuadro XV. Resultados de laboratorio obtenidos en el estudio de interferencia dada por glucosa en la

determinacién sérica de nitrégeno ureico por el método modificado de Talke y Schubert.

Dilucione sdel patrdn de glucosaimg/dL) wal or basal e dician 1 Iedician 2 IWle dicidn 3 Promedio Basal-observadal % de interferencia
walo basal enel pool de sueros 22,59 22,59 - -
1150 22,59 22,06 22,1 22,04 22, 16666667 -0,52 -0,05
550 22,59 22,41 22,35 22,09 27 76333333 0,3 - 0,035294115
575 272,59 22,47 27,44 22,43 22,43 0,16 - 0,027526057
450 272,59 22,45 272,45 272,49 27 47333333 0,12 - 0, 026666667
230 272,59 2251 2253 2257 27 BIEEEEET -0,06 - 0, 026056957
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Discusion

Cuadro XVI. Comparacion de la interferencia reportada por el fabricante y la interferencia obtenida de
bilirrubina en el presente estudio de interferencias en la determinacion sérica de creatinina por el método

modificado de Jaffe y en la determinacion sérica de nitrégeno ureico por el método modificado de Talke

y Schubert.
Analito Interferencia reportada por el Interferencia obtenida
fabricante
Creatinina No hay interferencia significativa 0.54%
hasta 20 mg/dL
Nitrogeno ureico No hay interferencia significativa -3.5%
hasta 20 mg/dL

Segun los resultados obtenidos (ver Cuadros X y X V1) en el presente estudio de interferentes
en la determinacion sérica de creatinina y nitrégeno ureico, con respecto a la bilirrubina se
obtiene que efectivamente hasta 20 mg/dL la interferencia dada por la bilirrubina no es
significativa. Al verificar los datos brindados por el fabricante permite corroborar que la
bilirrubina hasta concentraciones de 20 mg/dL para ambos analitos, no implica una

preocupacion en el reporte de los niveles de creatinina séricos (Ver Cuadro XVI).

Sin embargo, debido a la heterogeneidad de la poblacién adscrita al HSJD, es necesario
indicar las limitaciones de la prueba en pacientes con niveles mayores de bilirrubina tales
como neonatos, pacientes cirroticos, hepatitis aguda y en pacientes con Enfermedad de
Wilson Fulminante y otros cuadros, donde se presenten aumento de los niveles de bilirrubina

por encima de 20 mg/dL. Esto debido a las condiciones clinicas que propicien el

29



procesamiento de muestras con altos niveles de ictericia como enfermedades de tipo
congeénito u otro tipo de afecciones para las cuales, el Laboratorio debe prever el flujo de
procesamiento y mensajes que promuevan una correcta interpretacion de dicho resultados

(Carvajal, 2019).

Los valores esperados de creatinina en suero, en poblacion sana se definen segun el sexo y
edad (Burtis, 2008). El fabricante reporta Unicamente valores de referencia segin sexo, en
hombres de 0.7-1.3 mg/dL y en mujeres 0.6-12 mg/dL (Beckman Coulter, 2013). El valor
basal promedio obtenido de creatinina sérica fue de 0.83 mg/dL y el valor promedio obtenido
con 20.45 mg/dL de bilirrubina fue de 0.95 mg/dL. En pacientes con funcion renal normal

no hay una gran variacion al evaluar la implicacion clinica de ambos resultados.

Diversos autores indican que otro tipo de plataformas diagndsticas automatizadas en décadas
anteriores presentaban una disminucion de los valores de creatinina, esto debido a que una
base fuerte oxida la bilirrubina a un cromogeno que no es identificado lo cual provoca una
disminucidn en la absorcion en la region de 400-500 nm del espectro y con ello, se produce
una disminucion falsa de los valores de creatinina séricos, dicha situacién es conocida por
los fabricantes de plataformas diagnosticas (Sanchez-Rodriguez, Colunga-Reyes, & Cedillo-

Martinez, 2002).

A pesar de que el presente método modificado de Jaffe no posee pasos previos donde se
adicionen sustancias oxidantes, esto con el fin de promover la oxidacion de la bilirrubina y
con ello su conversion a biliverdina, este método de tipo cinético ha sido modificado para

cuantificar durante un tiempo determinado (20-80 segundos) los niveles séricos de creatinina
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y asi, la produccion de este compuesto amarillo-anaranjado que absorbe aproximadamente

entre los 400-500 nm (Rifai et al., 2018).

Los resultados obtenidos en el presente estudio de interferencias concuerdan con los datos
reportados por el fabricante para el método de cuantificacion de creatinina sérica. Dicha
situacion implica una ventaja para Laboratorios Clinicos de alto flujo como lo es la Divisién
de Quimica Clinica del HSJD, ya que se dificulta realizar un pretratamiento a un alto
volumen de muestras. Ademas de que aumenta la probabilidad de error humano por parte del

analista y a su vez, los coeficientes de variacion.

Mas alla de los efectos propios en el desempefio de la prueba es meritorio hacer acotacion
en los efectos directos en el costo de procesamiento de muestras para la Division, tanto por
la adquisicion de reactivos adicionales, como por la disponibilidad y entrenamiento de
recurso humano, lo cual posee un efecto directo en el tiempo de respuesta para brindar
resultados a los médicos y pacientes, especialmente si estos se encuentran en un estado de
salud comprometido y se necesitan de resultados confiables y rapidos para la toma de

decisiones informada.

Los valores esperados de nitrégeno ureico en suero, en poblacion sana se dividen en grupos
por edad, en adultos los valores de referencia son de 17-43 mg/dL, en recién nacidos de 8.4-
25.8 mg/dL y en infantes 10.8-38.4 mg/dL (Beckman Coulter, 2013). El valor basal
promedio de nitrégeno ureico fue de 22.59 mg/dL y el valor promedio con 20.50 mg/dL de
bilirrubina fue de 22.06 mg/dL. En pacientes con funcién renal normal no hay una gran

variacion al evaluar la implicacion clinica de ambos resultados.
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Anteriormente, otras investigaciones indicaron que la bilirrubina no era interferente
significativo para la determinacion de nitrogeno ureico al menos en pacientes con valores de
bilirrubina total normal (Ji & Meng, 2011). Dichos resultados concuerdan con los resultados
obtenidos en el presente estudio de interferentes y como anteriormente se mencionaba, es un
alivio para la seccién verificar que los datos brindados por la casa comercial efectivamente
corresponden con los obtenidos, esto debido a los efectos de tipo organizacional, en costo y
sobre el aumento en la estadia de estos pacientes.

Cuadro XVII. Comparacion de la interferencia reportada por el fabricante y la interferencia obtenida

de albumina en el presente estudio de interferencias en la determinacién sérica de creatinina por el

método modificado de Jaffe, y en la determinacion sérica de nitrégeno ureico por el método modificado

de Talke y Schubert.
Analito Interferencia reportada por el Interferencia obtenida
fabricante
Creatinina Interferencia inferior al 20% entre La interferencia obtenida es menor
3y 12 g/dL de proteina al 20% indicado por el fabricante
inclusive con concentraciones de 14
o/dL.
Nitrégeno ureico No se reporta 2.135%

En el caso del estudio de interferentes dado por proteinas, se utiliza albdmina como un
metabolito representativo de las proteinas séricas debido a que se encuentra en mayor
cantidad en el suero de los pacientes sanos. Los patrones de proteinas totales se fabrican a
partir de albumina, lo cual limita el estudio, esto debido a que es importante valorar la

interferencia dada por globulinas en la determinacién sérica de creatinina por el método
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modificado de Jaffe y en la determinacion sérica de nitrégeno ureico por el método
modificado de Talke y Schubert (ver Cuadro XVII). El aumento sérico de los niveles de
globulinas se asocia a patologias como malignidades hematoldgicas, mientras que los
aumentos de albumina se asocian a errores de la fase preanalitica y cuadros de

deshidratacion, unicamente (Rifai et al., 2018).

Segun los resultados obtenidos (ver Cuadro XVII), la interferencia dada por proteinas no es
significativa. Sin embargo, al observar los datos absolutos si se observa primeramente, un
aumento en los niveles de creatinina, lo cual coincide con el aumento de la concentracion de
albumina afiadida. Sin embargo, a partir de la tercera concentracion (8.53 g/dL), se puede
ver una clara disminucion de la concentracion de creatinina reportada por el equipo, lo cual
coincide con los valores esperados de pacientes con mieloma maltiple u otras

paraproteneimas.
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Cuadro XVIII. Comparacion de los valores relativos obtenidos de creatinina el estudio de interferencias
en la determinacion sérica de creatinina por el método modificado de Jaffe y en la determinacion sérica

de nitrégeno ureico por el método modificado de Talke y Schubert en la evaluacién de albimina como

interferente
Concentracion de albumina Valor promedio de Porcentaje de creatinina
agregada (g/dL) creatinina en la solucion obtenido con respecto al
de trabajo (mg/dL) valor basal (%)
Basal 0.83 -

3.6 0.85 102

5.3 0.87 105

8.53 0.76 91.6

10 0.71 85.5

14.16 0.59 71.1

Al aumentar la concentracion de proteinas en sangre, hay un claro aumento de la viscosidad
de la misma. Esto provoca que en muchos equipos automatizados se aspire una menor
concentracion de la muestra debido a que se aspira un menor volumen de suero. La mayoria
de equipos automatizados aspiran volimenes menores a los 20 microlitos. A su vez, se
reporta que en otros casos la existencia de crioglobulinas puede precipitarse y causar
mediciones erréneas. Este fendmeno explica que la concentracion de proteinas obtenida en
las soluciones de trabajo fue menor a la concentracion esperada (Jelinek & Bachmann L,

2014).
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Elaumentode la
viscosidad de la muestra
causa que se reporten
valores menores de
creatinina sérica

La oxidacion de
proteinas de la muestra
causa que se reporten
valores mayores de
creatinina sérica

Figura 5. Esquema de efecto de la viscosidad de la muestra y del efecto de la oxidacion de proteinas en
la concentracion de creatinina sérica determinada en el estudio de interferencias en la determinacion
sérica de creatinina por el método modificado de Jaffe y en la determinacion sérica de nitrégeno ureico
por el método modificado de Talke y Schubert.

De esta manera, el efecto de la oxidacidn de proteinas es prominente en muestras con valores
menores a 8.53 g/dL, segun el presente estudio. Sin embargo, debe realizarse otro estudio
mas exhaustivo para evaluar la concentracion de proteinas a partir de la cual la interferencia
dada por la oxidacion de proteinas es importante y a partir, del cual la viscosidad de la
muestra causa el reporte de valores menores a los esperados. Esto con el fin de establecer un
valor corte para que el equipo realice la dilucion automatica de muestras y realice la prueba
respectiva, asi como de la generacion de una alerta para que el analista revise y preste

atencion de los resultados de las otras pruebas que posee la solicitud médica en cuestion.

Ya que dicha interferencia también tiene un efecto sobre el reporte de otros analitos de
importancia clinica como los electrolitos cuando se determinan mediante un ISE (Electrodos
selectivos de iones) mediante potenciometria indirecta, y se debe realizar una dilucién previa

a la muestra. La interferencia se le denomina efecto de desplazamiento, se da debido a que
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en los pacientes con mieloma multiple y otras hiperparaproteinemias, la relacion de
metabolitos disueltos y no disueltos se encuentra afectada. En pacientes sanos la relacion de
plasma se encuentra dividida en un 93% que comprende solutos no disueltos y otros
metabolitos, el 7% restante constituye sustancias como lipidos y proteinas. Mientras que en
este tipo de pacientes la relacién de lipidos y proteinas, se encuentra aumentada y por tanto,
la porcion liquida es menor, lo que causa que el equipo aspire una menor cantidad de muestra

y por ello, se obtienen valores menores a los reales (Jelinek & Bachmann L, 2014).

Entre otras determinaciones que se ven afectadas por el aumento de proteinas se encuentra
la determinacion de los niveles de fésforo inorganico. La determinacion cuantitativa de
fosforo indrganico se lleva a cabo por espectrofotometria. Este ensayo se basa en la reaccion
de iones fosfato con molibdato de amonio, que forman un complejo fosfomolibdato. La
absorbancia del complejo fosfomolibdato sin reducir se mide e indexa conforme a la curva
de calibracion para determinar la concentracion de analitos, esto para obtener un blanco con

respecto al ensayo (Jelinek & Bachmann L, 2014).

La formacion de dicho complejo de fosfomolibdato se encuentra sujeta al pH del medio (la
reaccion utiliza un acido débil). Un pH bajo de la mezcla de la reaccidén debido al medio
puede producir la precipitacion de las inmunoglobulinas y con ello, brindar una mayor
turbidez y dispersion de luz. Para evitar dicha interferencia se recomienda diluir la muestra
o eliminar las proteinas plasmaticas mediante diferentes métodos de desproteinizacion previa

a la determinacion de fésforo inorganico (Jelinek & Bachmann L, 2014).
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Sin embargo, se debe tomar en cuenta que dicha interferencia se podria eliminar de forma
parcial ya que la solubilidad de las proteinas se encuentra determinada por el pH del medio.
Sin embargo, en el caso de gammapatias monoclonales dadas por IgM la interferencia podria
darse no s6lo por el desplazamiento de volumen en la muestra sino por la union de la
globulinas a uno o més analitos lo cual podria ocasionar la inactivacion de analitos o enzimas.
Otro factor de importancia es la concentracién de globulinas, dependiendo del ensayo la
interferencia dada podria ser dependiente de la concentracion de IgM y es por ello, necesario

conocer posibles diagnéstico donde se presente signo clinico (Bakker & Mucke, 2007).

Los valores esperados en poblacion sana de creatinina sérica, se definen segun el sexo, en
hombres de 0.7-1.3 mg/dL y en mujeres 0.6-12 mg/dL (Beckman Coulter, 2013). El valor
basal promedio obtenido de creatinina sérica fue de 0.83 mg/dL y el valor promedio obtenido
con 14.16 g/dL de albumina fue de 0.59. En pacientes con funcién renal normal no hay una

gran variacion al evaluar la implicacion clinica de ambos resultados.

Los valores esperados de nitrégeno ureico en suero, en poblacion sana se dividen en grupos
por edad, en adultos los valores de referencia son de 17-43 mg/dL, en recién nacidos de 8.4-
25.8 mg/dL y en infantes 10.8-38.4 mg/dL (Beckman Coulter, 2013). El valor basal
promedio de nitrégeno ureico fue de 8.21 mg/dL y el valor promedio con 14.05 mg/dL de
albimina fue de 8.51 mg/dL. En pacientes con funcion renal normal no hay una gran

variacion al evaluar la implicacion clinica de ambos resultados.

Finalmente, se evaluo la posible interferencia de la glucosa en la determinacién sérica de
creatinina por el método modificado de Jaffe y nitrégeno ureico por el método modificado

de Talke y Schubert. Para el andlisis de los resultados obtenidos para del analito de creatinina
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sérica se debe tomar en cuenta que a diferencia de los otros dos analitos estudiados, las

concentraciones utilizadas en su mayoria no representan valores esperados en pacientes.

Sin embargo, si hay soluciones de trabajo que representan pacientes normoglicérmicos (95
mg/dL) e hiperglicémicos (360 mg/dL). Esto debido a que el fabricante no reporta como
significativa la posible interferencia de la glucosa para dicho analito a pesar de que en la
literatura cientifica si se ha reportado dicha interferencia (Sanchez-Rodriguez, Colunga-
Reyes, & Cedillo-Martinez, 2002). Sin embargo, en diferentes estudios no se utilizaron
concentraciones mayores a 1 000 mg/dL (Sanchez-Rodriguez, Colunga-Reyes, & Cedillo-

Martinez, 2002).

Dicha situacién ha sido ampliamente discutida en la literatura por lo cual, se decidio verificar
dicha interferencia en el presente estudio. La interferencia obtenida inclusive a
concentraciones de 4459 mg/dL es menor a 0.1% (ver Cuadro XII). Sin embargo, se observa
un aumento en los valores absolutos con respecto, a los valores basales de glucosa en el pool

de suero de pacientes (ver Cuadro XIV).
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Cuadro XIX. Comparacion de los valores relativos obtenidos de creatinina sérica en el estudio de interferencias en

la determinacion sérica de creatinina por el método modificado de Jaffe en la evaluacion de glucosa como

interferente.

Concentracion de glucosa Valor promedio de Porcentaje de creatinina
agregada (g/dL) creatinina en la solucion obtenido con respecto al
de trabajo (mg/dL) valor basal (%)
Basal - 08 -
360* 0.99 116
743* 1.08 127
2700** 1.13 133
4459** 1.17 138

*Valores clinicamente significativos **Valores no clinicamente significativos

Los valores esperados en poblacion sana se definen segun el sexo, en hombres de 0.7-1.3
mg/dL y en mujeres 0.6-12 mg/dL (Beckman Coulter, 2013). El valor basal promedio
obtenido de creatinina sérica fue de 0.85 mg/dL y el valor promedio obtenido con 743 mg/dL
de glucosa fue de 1.08. No se compara con los demas valores (marcados con ** ) debido a
que no son clinicamente significativos (ver Cuadro XI1X). En pacientes con funcién renal

normal no hay una gran variacion al evaluar la implicacion clinica de ambos resultados.

Los valores esperados de nitrégeno ureico en suero, en poblacion sana se dividen en grupos
por edad, en adultos los valores de referencia son de 17-43 mg/dL, en recién nacidos de 8.4-
25.8 mg/dL y en infantes 10.8-38.4 mg/dL (Beckman Coulter, 2013). El valor basal
promedio de nitrdgeno ureico fue de 22.59 mg/dL vy el valor promedio con 1150 mg/dL de
glucosa fue de 22.07 mg/dL (ver Cuadro Xl). En pacientes con funcion renal normal no hay

una gran variacion al evaluar la implicacion clinica de ambos.
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Adicionalmente, es necesario mencionar que la glucosa no se ha reportado como interferente
en la determinacion de nitrégeno ureico y por tanto, se utilizaron concentraciones inicamente
clinicamente significativas y se obtuvo efectivamente resultados que concuerdan con la
literatura consultada; no hay interferencia dada por la glucosa en la determinacion
cuantitativa en matriz sérica de nitrégeno ureico por el método modificado de Talke y

Schubert (Sanchez-Rodriguez, Colunga-Reyes, & Cedillo-Martinez, 2002).
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Conclusiones

La interferencia analitica dada por la bilirrubina, proteinas y glucosa, en la determinacion
sérica de creatinina mediante un método quimico modificado de la reaccion de Jaffe, no es

significativa en pacientes con funcién renal normal.

La interferencia analitica dada por la bilirrubina, proteinas y glucosa, en la determinacion
sérica de nitr6geno ureico mediante un método modificado por Talke y Schubert, no es

significativa en pacientes con funcién renal normal.

Cada Laboratorio Clinico debe verificar si es posible, el efecto de la matriz de la muestra
sobre las plataformas analiticas a su disposicion, ya que a diferencia de otras problematicas
del laboratorio, el efecto de la matriz no puede solucionarse a través de la estandarizacion de

procesos.

La influencia de la bilirrubina, proteinas y glucosa en el método de determinacion sérica de
creatinina mediante el método modificado de Jaffe, utilizado en el Laboratorio Clinico del
HSJD no es significativo y coincide con los datos reportados por el fabricante en el inserto

comercial de la determinacion sérica de creatinina.

La influencia de la bilirrubina, proteinas y glucosa en el método de determinacion sérica de
nitrégeno ureico mediante el método modificado por Talke y Schubert, utilizado en el
Laboratorio Clinico del HSJD no es significativo y coincide con los datos reportados por el

fabricante en el inserto comercial de la determinacion sérica de nitrégeno ureico.
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Limitaciones

El uso de un patrén de albimina en lugar de un patron de proteinas totales. Al utilizar
Unicamente albumina, se pierde el efecto de las globulinas de los pacientes sobre el ensayo

y posibles dificultades asociadas.

El presente estudio verifica la interferencia dada por las distintas sustancias por si sola. Sin
embargo, la mayoria de pacientes tienen mas de una patologia por la cual asisten a consulta,
por lo que es usual observar muestras con hemolisis e ictericia, lipémicas e ictéricas y demas
combinaciones, es por ello, que se considera pertinente en el presente estudio mencionar que
Unicamente se verifica cada una de las interferencias por separado y no se toma en cuenta la
administracion de drogas y farmacos, y su efecto sobre la determinacion de creatinina y

nitrégeno ureico en suero.
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Recomendaciones

El Laboratorio Clinico del HSJD utiliza el sistema de informacion digital para laboratorios
clinicos “Labcore”. Este programa le da ciertas facilidades al laboratorio como la aparicion
de alarmas y adicion de comentarios tanto del aspecto de la muestra como de los resultados
en si. Por tanto, es recomendable que el Microbidlogo y Quimico Clinico, afada las
limitaciones de la prueba cuando considere necesario. Por ejemplo: en pacientes con una
hepatitis viral con niveles de 23 mg/dL (mayores a las especificaciones descritas en el inserto
de la plataforma diagndstica utilizada) a los cuales, les monitorean de forma continua los
niveles de bilirrubina y en ocasiones, solicitan pruebas de funcion renal, afiadir el comentario

sobre la interferencia de bilirrubina.

En pacientes con mieloma multiple, con niveles aumentados de proteina es necesario velar
porque los niveles de los demaés analitos solicitados no se vean falsamente disminuidos, esto
por efecto del aumento de la viscosidad de la muestra y los electrolitos por efecto de
desplazamiento de volumen. Por lo que es necesario, revisar los datos obtenidos y el historico
del paciente, datos demograficos, diagndstico y adicionar un comentario conciso y claro para

que el médico tratante pueda realizar la adecuada interpretacion de datos.

Asimismo, solicitar a los diferentes servicios del centro médico que las solicitudes de
examenes de laboratorio posean toda la informacion necesaria para una adecuada

interpretacion de los datos.

Disefiar un flujo de trabajo, sencillo, conciso que permita brindar resultados en un tiempo
prudencial y a su vez, para que el personal de planta pueda hacer frente a este tipo de

decisiones tomando en cuenta las distintas particularidades de cada caso, por ejemplo, la
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solicitud de nuevas muestras se dificulta en paciente neonatos, es por ello, que en estos casos
seria méas apropiado poner el comentario respectivo y comunicar la situacion al médico

tratante. Se adjunta un ejemplo de flujograma (ver Figura 3).

Es necesario tener en cuenta que a la gran mayoria de pacientes se les administran una serie
de medicamentos que también podrian reaccionar in vitro con componente de las soluciones
de reactivo. A nivel internacional, se recomienda incluir en el reporte las limitaciones del
ensayo con respecto a ciertas caracteristicas propias de la muestra. Esto con el fin de prevenir
errores en la fase post-analitica, especificamente, la interpretacion del resultado por parte del

médico tratante (Plebani, 2006).

Realizar un estudio mas exhaustivo donde se evalie el efecto de la combinacion de las
distintas sustancias sobre la determinacion de creatinina y nitrégeno ureico sérico (en
diversas concentraciones patoldgicas), y aqui estudiadas. Asimismo, otras que se encuentran
reportadas en la literatura, esto con el fin de aumentar el grado de conmutabilidad entre las
muestras de pacientes y los especimenes que se utilizan en este tipo de estudios de

verificacion.
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Poner en notas de la
muestra y evaluar si se debe
0 no reportar ese valor.

Adicionar limitaciones e
interferencias del método

Figura 6. Esquema de trabajo del laboratorio clinico propuesto ante un valor alterado de creatinina sérica. Modificado de: (Zaninotti & Plebani, 2019)
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