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RESUMEN

La interferencia por hemolisis es una de las principales causas de error en el laboratorio
clinico, pudiendo causar resultados errbneos en muchas magnitudes bioquimicas y
comprometiendo la seguridad del paciente. En la mayoria de los casos, la hemdlisis es un
efecto preanalitico evitable, producido durante la obtencién de la muestra o el transporte de
la misma al laboratorio. La técnica de extraccién va a desempefiar un papel importante en la
calidad de la muestra, de ahi la importancia de la existencia de procedimientos
estandarizados y la formacién continuada del personal de enfermeria.

En el laboratorio clinico, es necesario conocer como interfiere la hemdlisis de las muestras
en las diferentes magnitudes bioquimicas para evitar informar resultados erréneos.

El objetivo de este trabajo es conocer y cuantificar el grado de interferencia por hemdlisis en
una magnitud bioquimica, la aldolasa.

Mediante la adicion de concentraciones crecientes de hemoglobina a las muestras, se
comparé el valor medido de aldolasa en ausencia o presencia de interferencia, calculando el
porcentaje relativo de desviacion de la concentracion de aldolasa con respecto a la muestra
sin interferente. Se consider6 una interferencia analiticamente significativa cuando el
porcentaje de desviacion es superior al 10%, error maximo permitido por el laboratorio para

esta magnitud.

ABSTRACT

Interference by hemolysis is one of the main causes of error in the clinical laboratory. It can
cause erroneous results in many biochemical magnitudes and compromise patient safety. In
most cases, hemolysis is an avoidable pre-analytical effect, produced during sample

collection or transport to the laboratory. The extraction technique will play an important role in



Universidad de Oviedo

the quality of the sample, hence the importance of standardized procedures and continuous

training of nursing staff.

In the clinical laboratory, it is necessary to know how the hemolysis of the samples interferes
with the different biochemical magnitudes in order to avoid reporting erroneous results.

The objective of this work is to know and quantify the degree of interference by hemolysis in
a biochemical magnitude, the aldolase.

By adding increasing concentrations of hemoglobin to the samples, the measured value of
aldolase was compared in the absence or presence of interference, calculating the relative
percentage of deviation of the aldolase concentration with respect to the sample without
interference. An analytically significant interference was considered when the percentage
deviation is greater than 10%, which is the maximum error allowed by the laboratory for this

magnitude.

Palabras clave: laboratorio, hemdlisis, aldolasa, hemoglobina, interferencia analitica,

enfermeria

Keywords: laboratory, hemolysis, aldolase, hemoglobin, analytical interference, nursing
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Lista de abreviaturas

- ALD: Aldolasa

- IH: Indice de hemdlisis

- SEQCM-: Sociedad Espafiola de Laboratorio de Medicina

- CEImPA: Comité de Etica de la Investigacion con medicamentos del Principado de
Asturias

- ET: Error total

- ES o sesgo: Error sisteméatico

- EMP: Error maximo permitido

- Hb: Hemoglobina

- Int: Porcentaje de interferencia

- DS: Desviacion estandar

- CV: Coeficiente de variacion
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INTRODUCCION

Error y seguridad del paciente

El médico, en el curso de sus investigaciones diagndsticas, solicita la realizacion de pruebas
con diversas finalidades, muchas de ellas a los laboratorios clinicos. El informe analitico
proporciona informacién para la toma de decisiones médicas, de modo que tiene un impacto
directo sobre la seguridad del paciente, por lo que esto ha de ser una prioridad también para
los laboratorios clinicos. El error en los resultados del laboratorio se reconoce como un
problema grave que requiere un enfoque global, para promover la mejora de la calidad total.*
En este contexto, el error puede definirse como cualquier fallo producido a lo largo del
proceso, desde que se realiza la peticion de las magnitudes hasta el momento en que se
reciben sus resultados. Cuando los resultados informados estan dentro del intervalo de
referencia o son absurdos, la repercusion del error es minima en la decision médica, pero
hasta un 12,5% de resultados erroneos puede tener trascendencia importante. El error
preanalitico es el mas frecuente, fundamentalmente los que afectan a la calidad de la
muestra recibida en el laboratorio: muestra hemolizada, lipémica, insuficiente, incorrecta o
coagulada.?

Fase preanalitica: importancia de la toma de muestra

La fase preanalitica es un componente importante en el proceso de laboratorio, ya que
incluye una diversidad de variables que pueden afectar directamente al paciente.® En esta
fase pueden diferenciarse dos etapas, una externa y otra dentro del laboratorio.? La etapa
externa comienza con la solicitud de pruebas por el médico, e incluye la recogida de
muestras y su transporte al laboratorio, donde comienza la siguiente etapa, que consiste en
la recepcién de muestras, por el personal del laboratorio, y su pretratamiento para poder

realizar los andlisis.*
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Los errores que se generan en la fase preanalitica tienen distinta relevancia y su medida es

dificil, ya que algunos de ellos no se ponen de manifiesto hasta la fase analitica y otros
pueden incluso pasar desapercibidos.? La frecuencia de errores en la etapa preanalitica no
es en absoluto despreciable. Plebani et al. describieron que los errores en esta etapa
representan entre un 46,0% y 68,2% del total de errores producidos en el laboratorio.’

Esta etapa constituye, ademas, el periodo donde el papel de enfermeria cobra mayor
importancia, ya que deben intervenir en la prevencion de estos errores.

La hemdlisis: causas principales, tipos e impacto analitico

La hemodlisis es la ruptura de los eritrocitos, con la consiguiente liberacion al plasma del
contenido intracelular. Ocasiona una coloracién rojiza en las muestras de suero o plasma
(Figura 1) que puede ser detectada visualmente cuando la concentracién de hemoglobina
excede los 200 mg/L y constituye la causa del 60 % de los rechazos de muestras en el

laboratorio.

Figura 1. Muestras de suero mostrando diferentes grados de hemdlisis

La hemodlisis puede producirse in vivo, por diversas alteraciones en los eritrocitos u otras
causas patologicas, o in vitro, en la mayoria de los casos debido a una extraccion o manejo
de la muestra de sangre inadecuados. Solo la hemdlisis in vitro es considerada como
interferencia.® Se ha descrito que la hemdlisis influye significativamente en los resultados de
muchas pruebas de laboratorio, como potasio, sodio, calcio, fésforo, magnesio, bilirrubina,

haptoglobina, proteinas totales, aldolasa, amilasa, lactato deshidrogenasa, aspartato
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aminotransferasa, alanino aminotransferasa, fosfatasa alcalina, fosfatasa &acida, gamma-

glutamiltransferasa, folato y hierro.”

La deteccion de la hemodlisis en el laboratorio se realiza mediante la medida del indice de
hemodlisis (IH) en sistemas automatizados que estiman la concentracion de hemoglobina en
la muestra a partir de la medida de su absorbancia a determinada longitud de onda.
ALDOLASA: utilidad clinica e impacto de la interferencia por hemolisis

La Aldolasa (ALD) (E.C. 4.1.2.13; D-fructosa-1.6-bidifosfato D-Gliceraldehido-3-fosfatoliasa)

es una enzima ampliamente distribuida en tejidos, con tres isoenzimas (A, B y C) codificadas

por genes distintos que forman parte del DNA repetitivo codificante disperso (Figura 2).

o A- MUSCULAR (A): Especifica de Fru-1,6-BP

repetitivo

B- HIGADO, CORTEZA RENAL, |I. DELGADO (A2B;, AB3, Bs)
e AldoB, 9q31.1
codificante

disperso

C- CEREBRO (AC)

AldoC, 17q11.2

Figura 2. Isoenzimas de la ALD, mostrando la localizacion de los genes que codifican para

cada una de ellas, sus subunidades y el tejido en que se expresan preferencialmente.

Fuente: elaboracién propia

Las isoenzimas con interés clinico son la ALD A, que participa en la glucdlisis, y la ALD B,
que participa en el metabolismo de la fructosa. En la Intolerancia hereditaria a la fructosa
s6lo estd mutado el gen que codifica la ALD B (fructosal-P aldolasa), de modo que se
produce alteracién en higado y rifiones, pero no se afecta la glucdlisis. Este trastorno, de
herencia autosdmica recesiva, puede cursar con clinica grave y presenta una incidencia en
torno a 1:20000. Su diagnostico se basa en estudio genético y demostraciéon de ausencia de
la actividad enzimatica en biopsia hepética. La ALD B sérica también puede elevarse en
hepatopatias no metabdlicas, como hepatitis aguda, cirrosis, hepatitis crénica e ictericias
obstructivas.

Por su parte, la ALD A, objeto del presente trabajo, cataliza la reaccion de la segunda etapa

de la glucdlisis, que escinde la fructosa 1,6-bisfostato en dos triosas-fosfato, resultando, por
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tanto, esencial para la obtencion de energia a partir de glucosa en el tejido muscular, al ser

especifica de este tejido. Esta enzima se libera durante el infarto agudo de miocardio, si bien
no se utliza actualmente como marcador cardiaco. Su mayor utilidad clinica es en el
diagndstico y seguimiento de polimiositis o dermatomiositis en un 5-10% de los casos en
gue los niveles de CK, enzima mas especifica, permanecen dentro del intervalo de
referencia poblacional, mientras que los de ALD se encuentran elevados.? Los eritrocitos y
otros elementos formes, como las plaquetas, son ricos en ALD y hay estudios que
establecen que la enzima se libera en anemias hemoliticas, lo que justifica la necesidad de

evaluar la interferencia por hemdlisis in vitro en su determinacién.

10
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OBJETIVO

La hemdlisis es una causa de interferencia cuyo impacto es necesario evaluar para cada

analito potencialmente afectado, con los métodos disponibles en cada laboratorio clinico.

El objetivo del presente trabajo ha sido:
Evaluar el impacto de la hemdlisis sobre la medida de la ALD en suero y proponer un valor
objetivo de IH para sistematizar el informe de resultados en el servicio de Bioquimica Clinica

del HUCA.

11
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MATERIALES Y METODOS

El estudio de la interferencia por hemdlisis se realiz6 comparando el valor medido de la
magnitud (ALD) en una muestra sin interferente (hemoglobina), con los valores obtenidos
cuando se adicionan a la muestra concentraciones conocidas del interferente, de acuerdo
con protocolos vigentes en los laboratorios clinicos, como se describe a continuacién.
Resumidamente, se prepararon dos mezclas de sueros (en adelante, pool), uno de ellos con
valores de ALD en la zona baja del rango de referencia de la magnitud (pool bajo) y otro con
una concentracion de ALD proxima a los valores de decision clinica (pool alto).

Ademas de medir las concentraciones de ALD en las muestras con y sin interferente, se
realizé una estimacion del grado de hemdlisis de las muestras mediante la determinacion
espectrofotométrica del indice de hemdlisis (IH), que correlaciona con la concentracion de
hemoglobina de la muestra.

El disefio experimental utilizado es una modificaciébn de los descritos originalmente por
Glick,? y posteriormente por el Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI), en los
documentos C56-A y EP7-A2,"* siguiendo el protocolo de la Sociedad Espafiola de
Laboratorio de Medicina (SEQC™) para el estudio de la interferencia por hemdlisis.*

Las muestras de suero con las que se prepararon los pooles se seleccionaron entre las
recibidas en el laboratorio de Bioquimica Clinica del HUCA, una vez completados todos los
analisis solicitados con fines asistenciales y emitido el informe correspondiente. Esta
seleccién de sueros se realiz6 sin identificacion del paciente ni de los resultados obtenidos
en dichas muestras, en el momento en que se iban a descartar por haber superado el
tiempo establecido de conservacion en el laboratorio asistencial. Al tratarse de muestras
biol6gicas de pacientes, se solicit6 exencion del consentimiento informado, asi como la
pertinente autorizacién del Comité de Etica de la Investigacién con medicamentos del

Principado de Asturias (CEImMPA) (ANEXO 1).

12
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Los criterios de inclusion para la seleccion de las muestras fueron:
- Indice de hemodlisis (IH) inferior a 10

- Volumen de suero superior a 1 mL

Preparacion de las muestras

» Preparacion de las disoluciones concentradas de interferente (hemoglobina)
En primer lugar, se preparé un hemolizado con una concentracion de hemoglobina de 100
g/L, como se describe a continuacion.
Se centrifugaron 4 mL de sangre total anticoagulada con EDTA (tubo BD Vacutainer® EDTA
K2), 10 minutos a 1200 g. Tras la centrifugacién de la muestra, se eliminé el plasma y se
afiadieron 10 mL de solucién isoténica salina al 0,9% (B Braun®). Tras homogeneizacion,
por inversién del tubo varias veces, se centrifugd 10 minutos a 1200 g. Tras la
centrifugacion, se retird el sobrenadante y se repitio el proceso de lavado con la solucién
salina al 0,9% otras dos veces.
Tras el dltimo lavado, después de retirar el sobrenadante, se resuspendieron las células en
2,5 mL de agua desionizada (B Braun®), invirtiendo el tubo varias veces y congelandolo
posteriormente a -20°C un minimo de 12 horas. Transcurrido este tiempo, se descongelo la
muestra, se agitod y se centrifugdé 30 minutos a 1500 g para eliminar los estromas celulares.
Tras el proceso de centrifugacion, se recuperé el sobrenadante, que constituyé el
hemolizado de base para la preparacion de las muestras con interferente.
Se midi6é la concentracion de hemoglobina en dicho hemolizado mediante el método de
Drabkin, en un sistema XN-3000 de Sysmex (Roche Diagnostics®), y se ajusté la
concentracion de hemoglobina a 100 g/L, diluyendo la muestra con agua desionizada (B
Braun®). El hemolizado se conservé a -20°C hasta su utilizacion.
Para la preparaciéon del hemolizado, se utilizaron muestras del area de hematimetria

perteneciente al Laboratorio de Medicina del HUCA, sin necesidad de identificacion alguna

13
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del paciente ni de sus resultados, en el momento en que iban a ser destruidas por haber
finalizado todos los procesos analiticos solicitados asistencialmente, tal como también se ha
indicado anteriormente para los pooles.

» Preparacion de los pooles de suero
Teniendo en cuenta los valores de referencia de la ALD, se prepararon dos pooles de suero,
uno con una concentracién baja de ALD, dentro del intervalo de referencia de la magnitud
(pool bajo) y otro con una concentracion de ALD cercana al limite de decision clinico (pool
alto). Los pooles de muestras se prepararon realizando una mezcla de varios sueros de
pacientes, en las que se midieron la concentracion de ALD vy el IH, siguiendo los criterios de
inclusién para evitar incorporar muestras previamente hemolizadas.

» Preparacion de las diluciones con interferente (hemoglobina)
Para cada uno de los pooles (bajo y alto) se prepar6é un suero base sin interferente y otro
con interferente, en las siguientes proporciones:

= Suero base sin interferente (hemoglobina): 4,75 mL de pool + 0,25 mL de agua

desionizada
= Suero base con interferente (hemoglobina): 4,75 mL de pool + 0,25 mL de
hemolizado

A partir de estos sueros base se prepararon 8 diluciones para cada uno de los pooles, con
las siguientes proporciones y caracteristicas:
Dilucién 1: 1000 puL de suero base sin interferente
Concentracion de Hemoglobina: 0 mg/dL
Dilucién 2: 950 uL de suero base sin interferente + 50 uL de suero base con interferente
Concentracion de Hemoglobina: 25 mg/dL
Dilucion 3: 900 uL de suero base sin interferente + 100 uL de suero base con interferente

Concentracion de Hemoglobina: 50 mg/dL

14
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Dilucion 4: 800 uL de suero base sin interferente + 200 uL de suero base con interferente

Concentracion de Hemoglobina: 100 mg/dL

Dilucion 5: 600 uL de suero base sin interferente + 400 uL de suero base con interferente
Concentraciéon de Hemoglobina: 200 mg/dL

Dilucion 6: 400 uL de suero base sin interferente + 600 uL de suero base con interferente
Concentracion de Hemoglobina: 300 mg/dL

Dilucion 7: 200 uL de suero base sin interferente + 800 uL de suero base con interferente
Concentracion de Hemoglobina: 400 mg/dL

Dilucién 8: 1000 uL de suero base con interferente

Concentraciéon de Hemoglobina: 500 mg/dL

En cada uno de los pooles, se midi6 la concentracion de ALD vy el IH para cada una de las

diluciones, por duplicado y en la misma serie analitica.

Métodos de medida

» Meétodo para la determinacion de ALD
La concentracion de ALD se determind mediante un método enzimatico (BEN®) en un
ma&dulo c702 de la plataforma analitica Cobas 8000 (Roche Diagnostics®).
Intervalo de medicion: 0,9 — 27 U/L.
Limite de deteccion: 0,9 U/L.
El limite de deteccion inferior equivale a la menor concentracion medible de analito que
puede distinguirse de cero.
Rango de referencia: 1,2y 8,8 UI/L.
El control de calidad ha sido realizado con los materiales comerciales PreciControl Clinical
Chemistry Multi (Roche Diagnostics), para asegurar las prestaciones analiticas antes de

emitir un resultado.

15
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Se analizé la fiabilidad en dos niveles: nivel 1 con una concentracibn mas baja de ALD y

nivel 2 con concentracién superior (Tabla 1). Con esto se verifica que el resultado se
mantuvo dentro de los rangos establecidos como correctos. Estos controles se realizaron
antes y después de cada serie analitica en el presente estudio. El valor asignado por el
fabricante del material de control es el que se establece como objetivo a conseguir, dentro
de la variabilidad de medida tolerable para la utilidad clinica que se le vaya a dar al
marcador. El valor obtenido es el resultado que se ha medido en cada serie analitica de

muestras.

Tabla 1. Resultados del control interno de calidad analitica realizado durante el estudio

Valor asignado | Valor obtenido | CV (%) | ES (%) | ET (%) | EMP (%)

(U/L) (U/L)
Nivel 1 | 10,45 10,79 3,87 3,25 9,64 10 OK
Nivel 2 | 15,09 15,45 3,8 2,39 8,66 10 OK

(ES: error sistematico, ET: error total; EMP: error maximo permitido).

Fuente: elaboracion propia

Como se puede observar, en ambos niveles el error total (ET), estimado como suma del
error sistematico (ES o sesgo) mas el error aleatorio (estimado con el CV, aplicando un 95%
de confianza), no super6 el error maximo permitido (EMP) que esta fijado en un 10%, por lo
que se puede asegurar la calidad de los resultados obtenidos durante todo el procedimiento.

» Método para la estimacion del indice de hemdlisis (IH)

El IH se determin6 en un mddulo c702 de la plataforma analitica Cobas 8000 (Roche
Diagnostics®). En este sistema, el IH se calcula automaticamente a partir de las medidas de
absorbancia a 570 nm y 600 nm (longitudes de onda primaria y secundaria,

respectivamente), obtenidas en la muestra diluida con cloruro de sodio al 0,9%.

16




Universidad de Oviedo

Los valores del IH obtenidos por este sistema analitico se corresponden con una

concentracion aproximada de hemoglobina en mg/dL.
Intervalo de medicion: 5 — 1200.

Limite de deteccion: 5.

Procedimiento v analisis de los resultados

Para cada una de las diluciones de los pooles se calcul6 la media de los valores obtenidos
en medidas repetidas, por duplicado.
El porcentaje de interferencia (Int) para cada dilucién (n) se calcul6 mediante la féormula:

Int, = 100 x (C, - C,)/C;
siendo C, la media de los valores de concentraciébn obtenidos para cada dilucién n
(diluciones con interferente, n = 2, 3,...8), y C; la media de la concentracion obtenida para la
muestra dilucién 1 (sin interferente).
Se consider6 la existencia de interferencia analiticamente significativa cuando el porcentaje

de interferencia superaba el limite de error admisible por el laboratorio, fijado en un 10%.

17
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RESULTADOS

« Estimacion de la concentraciéon de ALD en los pooles

Cada uno de los pooles se procesaron 20 veces, obteniendo los siguientes resultados:

Tabla 2: Resultados obtenidos en cada pool (U/L)

POOL BAJO | POOL ALTO
(UIL) (UIL)
2.8 8,34
2,84 9,21
2,95 9,56
2,73 9,27
3,46 8,78
2,96 8,48
3,07 8,52
2,34 8,95
2,93 8,3
3,21 8,7
3,09 9,23
3,53 10,1
3,38 10,17
1,96 8,85
3,06 10,28
2,31 9,96
2,96 10,27
3,03 8.8
1,93 9,12
2,87 8,56

Fuente: elaboracion propia

A partir de los resultados obtenidos, se calcul6 la concentracion media de cada pool y la
desviacion estandar (DS), como estimacion de la imprecision de la medida. Dicha

imprecisidbn se expresa, para facilitar las comparaciones, mediante el coeficiente de

18
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variacién (CV), que es el resultado de dividir la DS entre la media, y multiplicar el resultado

de dicho cociente por 100, de modo que se obtenga la imprecision en porcentaje,
independiente, por tanto, de las unidades de medida. El resultado obtenido fue un CV del

15,3%, para el pool bajo, y 7,3% para el pool alto (Tabla 3)

Tabla 3. Resultados obtenidos para ALD (media, DS y CV) e IH (media) en los pooles.

Tabla 3 Pool bajo | Pool alto
Media (U/L) 2,87 8,56
DS (U/L) 0,439 0,668
CV (%) 15,3 7,3
IH 6 7

Fuente: elaboracion propia

La imprecisién del pool bajo supera el error maximo permitido, ya que el limite de error
admisible marcado por el laboratorio esta fijado en un 10%. Esto significa que la técnica es
mas imprecisa en la zona baja (a menor concentracion de ALD mas imprecisa es su
medicién). Aunque analiticamente no se cumple el margen de tolerancia de la imprecision,
es irrelevante en la practica cinica ya que el valor de normalidad estd muy lejos para que se

interprete incorrectamente como elevado un valor de este nivel.

7

» Estudio de interferencia de la hemoélisis sobre valores bajos de ALD

Se ensayaron cada una de las 8 diluciones preparadas. Por cada dilucién se midieron los
resultados dos veces para considerar la imprecision de la técnica, y a partir de ellos se

estimoé la media, tanto para los valores obtenidos de ALD como para el IH (Tabla 4).
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Tabla 4. Estudio de interferencia por hemolisis sobre ALD en el pool bajo.

Concentracion ALD (U/L) IH
Dilucion | Réplical | Réplica2 | Promedio | Réplical | Réplica2 | Promedio

1 2,28 3,06 2,67 4 5 5

2 3,45 4,46 3,31 28 29 29
3 4,42 4,12 4,11 50 54 52
4 5,62 4,66 4,71 98 104 101
5 7,53 7,53 6,34 186 202 194
6 9,73 9,13 8,48 298 297 298
7 12,13 11,78 10,69 399 403 401
8 14,16 13,66 12,93 497 493 495

Fuente: elaboracion propia

Se puede observar como hay una relacién directa entre el aumento de la concentracion de
hemoglobina y la de la ALD, interfiriendo en su resultado (Tabla 5).

En la segunda diluciébn observamos que, con una concentracion de hemoglobina de 25
mg/dL, el porcentaje de interferencia alcanzdé un 24% y se incrementaba progresivamente
llegando a un porcentaje de interferencia de 384% en la octava dilucion (con una

concentracién de hemoglobina de 500 mg/dL).

Tabla 5. Impacto de la hemolisis sobre la determinacion de ALD en valores bajos.

Dilucién 1 2 3 4 5 6 7 8
Concentracion Hemoglobina

(mg/dL) 0 25 50 100 200 300 400 500
IH 5 29 52 101 194 298 401 495
Concentraciéon Aldolasa (U/L) | 2,67| 3,31| 4,11| 4,71 6,34 8,48 | 10,69 12,93
Interferencia (%) 0,0% | 24,0% | 53,9% | 76,4% | 137,5% | 217,6% | 300,4% | 384,3%

Fuente: elaboracion propia
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En la Figura 3, se puede observar graficamente la relacién entre ALD e IH. Dado que el

valor basal del pool bajo era de 2,67 U/L, puede observarse que no existe compromiso en

cuanto a interpretar como patolégico un valor tan bajo, salvo para valores de IH >300.
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Figura 3. Efecto de la hemdlisis sobre la determinacién de ALD en valores bajos.

Fuente: elaboracién propia

Para una mejor visualizacion del efecto, en la Figura 4 se muestra el % de interferencia
observado en funcién de la concentracién teérica de hemoglobina contenida en cada
dilucion, presentando los resultados hasta un IH de 200, e indicando con una linea roja el
error admisible (marcado en un 10%) a partir del cual la interferencia se considera
significativa desde el punto de vista analitico. Se aprecia de forma significativa cémo a partir
de la segunda dilucion (Hb 25 mg/dL) se supera el porcentaje de interferencia permitido, si

bien la implicacion clinica del error cometido a este nivel seria escasa.
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Figura 4. Interferencia (%) en la determinacién de ALD en funcion de la hemdlisis.

Fuente: elaboracion propia

% Estudio de interferencia de la hemolisis sobre valores altos de ALD
Se midieron, al igual que para el pool bajo, los resultados de cada una de las 8 diluciones
preparadas. Por cada dilucién, se recopilaron los resultados de cada réplica, con el fin de

estimar la media, tanto para los valores obtenidos de ALD como para el IH (Tabla 6).
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Tabla 6. Estudio de la interferencia por hemalisis sobre ALD en el pool alto.

ALD (U/L) IH
Dilucién | Réplica 1 | Réplica 2 | Promedio | Réplica 1 | Réplica 2 | Promedio
1 8,8 8,23 8,52 6 3 5
2 8,9 9,85 9,38 30 30 30
3 9,69 9,28 9,49 57 55 56
4 10,19 11,23 10,71 108 105 107
5 12,76 14,01 13,39 219 221 220
6 14,85 15,51 15,18 302 302 302
7 17,91 18,59 18,25 419 429 424
8 17,92 19,98 18,95 511 510 511

Fuente: elaboracion propia

Andlogamente al estudio realizado con el pool bajo, se observé un aumento de ALD a

medida que aumentaba la concentracion de hemoglobina, aunque el porcentaje de

interferencia no alcanzo niveles tan elevados como en el caso del pool bajo (Tabla 5). En la

segunda dilucién se observé que, con una concentracion de hemoglobina de 25 mg/dL, el

porcentaje de interferencia alcanzaba el 10,1% (Tabla 7), y aumentaba progresivamente,

hasta alcanzar un porcentaje de interferencia de 122,4 % en la octava dilucién (con una

concentracion de hemoglobina teérica de 500 mg/dL).

Tabla 7. Impacto de la hemolisis sobre la determinacion de ALD en valores altos.

Dilucion 1 2 3 4 5 6 7 8
Concentracién

Hemoglobina (mg/dL) 0 25 50 100 200 300 400 500
IH 3 30 56 107 220 302 424 511
Concentracion ALD (U/L) | 8,52 9,38 9,49| 10,71| 13,39| 15,18| 18,25| 18,95
Interferencia (%) 0,0%| 10,1%| 11,4%| 25,7%| 57,2% | 78,2% |114,2%|122,4%

Fuente: elaboracion propia
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En la Figura 5 se puede observar graficamente la relaciéon entre ALD e IH. Dado que el valor

basal del pool alto era de 8,23 U/L, un valor bastante proximo al limite considerado como
normal, aqui si puede existir riesgo de interpretar como patolégico algun valor,

especialmente a partir de valores de IH >25.
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Figura 5. Efecto de la hemodlisis sobre la determinaciéon de ALD en valores altos.

Fuente: elaboracién propia

De nuevo, para mejor visualizacion del efecto, en la Figura 6 se representa el % de
interferencia relacionado con la concentracion teérica de la hemoglobina contenida en cada
dilucién. Se indica con la linea roja el error admisible (marcado en un 10%) a partir del cual,
como se ha explicado anteriormente, la interferencia se considera significativa desde el
punto de vista analitico. En este caso se puede observar como la segunda dilucién (Hb 25
mg/dL) esta justo en el limite de error admisible y que no es hasta la cuarta dilucion (Hb 100
mg/dL) cuando se aprecia significativamente cdmo se supera el porcentaje de interferencia

permitido.
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Figura 6. Interferencia (%) en la determinacion de ALD en funcién de la hemdlisis.

Fuente: elaboracion propia
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DISCUSION

Los grandes adelantos en la tecnologia y el conocimiento desarrollados en las ultimas
décadas han generado un sistema de salud de enorme complejidad. Esta complejidad
entrafla numerosos riesgos potenciales inherentes al sistema que, al combinarse con la
variabilidad de procedimientos y la actuacién humana, pueden provocar que los pacientes
finalmente se vean afectados a pesar de los cuidados y dedicacion de los profesionales. En
lo que se refiere al laboratorio clinico, la calidad analitica estd muy preservada por la actual
politica de acreditacion, de amplio grado de implementacién segin normas especificas
(como la UNE-EN ISO 15189). Es por ello que, la oportunidad mas grande para la mejora en
calidad y la optimizacion de la seguridad del paciente, desde el punto de vista del
laboratorio, se presenta en las fases preanalitica y postanalitica.

El estudio e identificacion de interferencias (tanto preanaliticas como analiticas) son un
ambito competencial importante de las especialidades de laboratorio, ya que pueden causar
errores sistematicos clinicamente significativos en los resultados de una magnitud biolégica
debido al efecto que ejercen sobre algunos componentes de la muestra. Las consecuencias
de una interferencia pueden conducir, entre otros, a establecer un diagnéstico equivocado,
realizar analisis o exploraciones adicionales inapropiadas o aplicar tratamientos innecesarios
o potencialmente desfavorables para el paciente. La hemdlisis, la concentracién elevada de
bilirrubina (ictericia) y la turbidez de las muestras de suero o plasma, constituyen las fuentes
de interferencia mas frecuentes en el laboratorio clinico.

Como acciones de mejora, resulta conveniente realizar acciones de capacitacion,
priorizando las areas o niveles donde se generen con mayor frecuencia los errores y
fomentar el didlogo entre el personal del laboratorio para la estandarizacién de la técnica.

El lugar donde se tiende a cometer mas errores, segun un estudio experimental, es el area
de urgencias, donde se recomienda aumentar el personal conforme a la demanda del centro

y, para ello, es necesario realizar estudios que muestren con exactitud las areas vulnerables
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a errores preanaliticos con su respectiva frecuencia para asi tomar medidas correctivas y

mejorar el proceso.™

Esta etapa constituye, ademas, el periodo donde el papel de enfermeria cobra mayor
importancia, ya que deben intervenir en la prevencion de estos problemas evitando las
principales causas de error, tales como: tiempo excesivo del torniquete, proporcion
incorrecta de sangre/anticoagulante, utilizar tubos inadecuados, contaminar muestras,
proporcionar una informacién insuficiente a los pacientes para realizar la extraccion,™
realizar una aspiracion intensa, particularmente durante la puncién superficial de las venas
(la aspiracién por medio de agujas con menor calibre suele causar menos hemolisis que con
agujas de mayor tamafo, sin embargo, el flujo de corriente es mas bajo y la velocidad de
fluido, turbulencia y hemolisis se supone que son menores) o la extraccion con una jeringa y
después repartir alicuotas en varios tubos de ensayo.” Ademas, el personal de enfermeria
debe asegurar la eleccién de un sistema de acceso venoso que proporcione una extraccion
sanguinea segura y unos resultados analiticos fiables para la muestra.

Por tanto, es importante en la fase preanalitica una buena educacion del personal de
enfermeria, con estudios que muestren como evitar de la mayor forma posible esta
interferencia. Un estudio publicado en 2008, analizé diferentes variables relacionadas con
este aspecto: el tipo de venopuncion, el tipo de catéter y su diametro. La muestra se obtuvo
de todos los pacientes que precisaron analitica de sangre en el Servicio de Urgencias del
Hospital Virgen del Camino durante 34 dias, recogidos en 3 periodos distintos,
complementando un total de 1933 procedimientos que proporcionaron los siguientes

resultados:

- El tipo de venopuncién (con aguja y con catéter): Se registr6 hemolisis positiva,

determinada por los técnicos de laboratorio, en un 2% (7/348) de muestras obtenidas

con aguja frente al 14% (222/1585) de muestras extraidas del catéter
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- Eltipo de catéter (3 catéteres de 3 materiales diferentes): Se observé un 8% (39/475)

de hemodlisis en las muestras extraidas mediante catéter Protectiv® de teflén, 18%
(77/426) mediante Protectiv plus® de poliuretano y 15% (106/684) mediante BD-
Nexiva® de vialon.

- El didmetro del catéter: El IH disminuyé al aumentar el calibre del catéter; asi

presentaron un 13% (115/867) los de 18G y un 15% (107/708) los de 20G.*®

Otro estudio realizado en centros de atencién primaria del area de gestion sanitaria de la
serrania de Malaga concluyd que una intervencion basada en observacion directa e
informacion complementaria a las enfermeras ayuda a reducir la hemdlisis en la fase
preanalitica, habiendo recogido valores de hemolisis de un 17% antes de la intervencién y
un 6,1% después. Ademas, se demostré que el efecto se mantiene a lo largo del tiempo, ya
que un afio mas tarde, bajo las mismas condiciones, el porcentaje de hemolisis fue del 9%."’
Todo esto esclarece la importancia de asegurar, no solo una formacion continua al personal

sanitario que asegure una buena técnica, sino también de material que garantice la maxima

calidad preanalitica.

El marcador bioquimico que ha sido objeto de estudio en el presente trabajo de fin de grado
es la ALD, cuya actividad en suero es bastante estable, permaneciendo inalterada a
temperatura ambiente hasta 48 horas, y varios dias si se conserva la muestra a 4°C. El
intervalo de referencia para la actividad de ALD en adultos es de 1,2 a 8,8 U/L, aunque
segun la fuente bibliografica consultada puede ser normal encontrar valores hasta 10 U/L,
medido a 37°C." Se aprecia una clara diferencia en funcién del sexo, mostrando los
varones valores mas elevados, y de la edad, ya que, si se compara con los valores de
referencia de poblacion adulta, la actividad de ALD en neonatos es cuatro veces mayor y el
doble en pacientes en edad pediatrica. Se alcanzan los valores adultos cuando el nifio

alcanza la pubertad.®
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El interés de estudiar la interferencia por hemdlisis sobre la determinacién de ALD, surge del
potencial impacto clinico que puede tener una inadecuada gestion del proceso bioquimico
sobre la seguridad del paciente. En este sentido, resulta del maximo interés contar con la
colaboracion interdisciplinaria de todo el personal sanitario, pero fundamentalmente, poner
en valor la tarea de la enfermeria como parte esencial para garantizar la calidad de los
resultados del laboratorio clinico.

Tras analizar los resultados obtenidos con este estudio experimental, se ha podido constatar
gque la hemdlisis tiene un impacto directo e importante sobre la medida de ALD en suero. Se
ha observado que, a medida que se afiade interferente (hemoglobina) de forma progresiva,
va aumentando de la misma manera la concentracion de ALD. Al estudiar los resultados en
pooles con diferentes actividades de ALD, se pudo observar como afecta el IH en la medida
de las mismas (Figura 3 y Figura 5).

De hecho, en los resultados obtenidos sobre el pool con niveles bajos de ALD (Tabla 5), se
observé que, desde la segunda dilucién, cuando la concentracion tedrica de hemoglobina
era de 25 mg/dL, el porcentaje de interferencia aumentaba un 24% y asi progresivamente
llegando a un porcentaje de interferencia de 384,3% en la octava dilucién (con una
concentracion de hemoglobina de 500 mg/dL). Cabe destacar que, aunque los porcentajes
de interferencia obtenidos en este experimento fueron muy altos, la seguridad del paciente
no habria estado comprometida, ya que los valores de ALD se mantenian en el rango de
normalidad hasta que la hemoglobina alcanza 300 mg/dL, con un valor de IH con el que
normalmente se descarta completamente la muestra para el andlisis de enzimas
intraeritrocitarios, como la ALD.

Los resultados obtenidos sobre las mediciones realizadas en el pool con niveles altos de
ALD (Tabla 6), mostraron un porcentaje de interferencia de un 10,1%, justo al limite del error
admisible, en la segunda dilucién (Hb 25 mg/dL). A partir de la cuarta dilucién (Hb 100
mg/dL) es cuando comenzé a apreciarse significativamente cdmo se superaba el porcentaje
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de interferencia permitido, con un 25,7%. A partir de una concentracion de ALD basal de

8,52 U/L (muy proxima al limite del intervalo de referencia en adultos, que se sitia en 8,8
U/L), se compromete mayormente la seguridad del paciente, pese a que los porcentajes de
interferencia son menores que en el pool bajo.

Tras analizar los datos obtenidos, se propone como valor maximo de hemoglobina permitido
el de 50 mg/dL, correspondiente a la tercera dilucion en el pool alto, ya que a partir de ahi la
concentracion de ALD tiene un porcentaje de interferencia superior al permitido por el
laboratorio del 10%, que se refleja en una concentracion de ALD patoldgica pudiendo asi
afectar a la seguridad del paciente. Los resultados serdn completamente fiables cuando el
IH sea inferior a 25, y no deberian informarse en ningln caso con valores de IH superiores a
200.

Si bien lo éptimo seria solicitar una nueva extraccién en caso de que el IH sea superior a 25,
pueden valorarse estrategias intermedias para el informe de aquellas situaciones donde sea
muy necesario aportar un resultado de ALD sin repetir la toma de muestra, como realizar
alguna dilucion intermedia, como maximo al 1:4, siempre dentro del rango de linealidad de la
técnica, para conseguir reducir el impacto de la interferencia.

No existe bibliografia especifica publicada sobre el estudio de la interferencia por hemdlisis
relacionada con la ALD para establecer un indice de alerta, por lo que no se han podido
contrastar los resultados obtenidos. Sin embargo, a pesar de esta limitacién, dado que se
han seguido protocolos normalizados para la realizacion del estudio, la ausencia de
antecedentes bibliograficos no sélo justifica ain mas la relevancia del presente trabajo, que
va a permitir seleccionar un valor de IH objetivo que podra implementarse en la practica
asistencial al laboratorio de Bioquimica Clinica del HUCA, sino que ademas los resultados
obtenidos podran enviarse para su publicacion, tras la defensa del trabajo para el fin de

grado de su autora.
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CONCLUSIONES

El protocolo experimental del presente trabajo de fin de grado ha permitido establecer que la
concentracion mas baja del interferente (hemoglobina) que ocasiona un error significativo en
la determinacion de ALD en suero es 25 mg/dL.
Con base en estos hallazgos, se derivan las siguientes conclusiones:
- Las muestras de suero con hemdlisis franca (IH>200) no son aptas para la
determinacion de ALD, sea cual sea la actividad obtenida.
- Se pueden informar con seguridad los resultados de ALD siempre que el IH sea
inferior a 25.
- Las muestras con IH entre 25 y 50 deben ser valoradas con cautela:

o Sila actividad medida es muy baja, podrian informarse, indicando en un
comentario la presencia de hemolisis de la muestra.

o Si la actividad de ALD estd en la zona cercana al limite superior de
referencia, se recomienda no informar y solicitar una nueva extraccion. Si la
repeticion de la toma de muestra es dificultosa o puede provocar un retraso
diagnodstico indeseable, podria valorarse la realizacién de una dilucién del

suero, para tratar de aportar un resultado fiable.
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