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Un objetivo fundamental del Laboratorio Clinico respecto a la seguridad
del paciente es informar resultados analiticos precisos y exactos.
De no ser asi, se conlleva a serios errores de interpretacion clinica.

En la estimacion del limite entre resultados normales y patologicos, los
medicamentos y algunos componentes endogenos de la sangre pueden
incrementar o disminuir la concentracion de determinadas magnitudes durante su
analisis. Este efecto in vitro de un componente (endégeno o exdgeno) de la
sangre en la exactitud de la medida de otro constituyente, es lo que se denomina

INTERFERENCIA.

Sustancia Interferente en un método analitico: es un componente de la muestra distinto del
constituyente, que provoca un error sistematico en el resultado final del procedimiento
analitico.

NO se incluyen como interferencias aquellos efectos que se deben a cambios en
la concentracion del constituyente, y que son previos a su determinacion:
evaporaciones, anticoagulantes, conservantes, fibrina, contacto con el coagulo,
malfuncionamiento del analizador, luz, estabilidad muestra ....

Definicion de interferencia




Interferencia estadistica
= Significacion estadistica (p < 0.05).
(Interferograms. Glick, 1986).

Interferencia analitica

- Cuando se produce un error sistematico intraserial mayor de tres veces
la desviacion tipica, con un IC 99.86%. La interferencia se expresa en
valor de porcentaje de la concentracion determinada.

- Limite de Interferencia Analiticamente Significativa (LIAS).

(Criterio IUPAC, 1989)(SEQC).
LIAS = 3s

Interferencia clinica

- Cuando el valor de la interferencia sea mayor de la mitad del
coeficiente de variacion biologico intraindividual (error permisible total).

- Limite de Interferencia Clinicamente Significativa (LICS).

(Criterio IFCC, 1994). LICS = (CVbi/2) (Xc/100)

Definicion de interferencia. No hay consenso.
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Definicion de hemolisis. Excelente trabajo de revision




MSG define como la liberacion de los componentes
iIntracelulares de los eritrocitos y otras celulas sanguineas al
espacio extracelular de la sangre (suero o plasma).

Mecanismos de interferencia por hemolisis

v Magnitudes que se hallan en los eritrocitos a concentraciones superiores
(10 veces): K, LDH, FE, FAC, AST, ALT.

v" Interferencia espectral: Incremento del coeficiente de extincion en la medicidon de
300 a 700 nm, esta condicionado por la alta extincion propia de la hemoglobina
entre 400 y 600 nm:

BT, AMI, CA, FAL, GGT, AU, FOS, PT, ALB.

v" Interferencia quimica:
BT y BD (actividad pseudoperoxidasa de la Hb).
CK (adenilatocinasa de los eritrocitos).
DD (proteasas eritrocitarias disminuyen factores coagulacion vy fibrina).

- Definicion de hemolisis




1°) Toma de Muestras (90%)

Tipo de dispositivo (catéeteres, 13%). Agujas, 4%: calibre.

Contaminacion de la muestra con el contenido de la via (soluciones, agua).
Puncioén con jeringa y trasvase a tubo (4 veces mas).

Lugar de la puncion (fosa antecubital). Si no, 3 veces mas.

Antiséptico, debe dejarse evaporar.

Tiempo de torniquete.

Puncion traumatica: Aspiracion, mezcla o extraccion de la sangre muy enérgicas.
Puncion capilar.

Tubo de vacio incompleto.

Mezclado excesivo o escaso. Afecta al transporte y centrifugacion.
Experiencia del personal.

- Causas de Hemolisis Extravascular (97%)




2°) Procesamiento de Muestras:

Transporte por carretera. Tubo neumatico.

Tiempo de recogida y centrifugacion.

Larga permanencia de la sangre total.

Enfriamiento o calentamiento de la muestra muy fuertes.

Condiciones de la centrifugacion. Indicaciones del fabricante.

Centrifugacion de muestras parcialmente coaguladas (20 min).
Fallos en la barrera del gel.

Recentrifugacion (se produce el ascenso del suero retenido
en el paquete celular).

- Causas de Hemolisis Extravascular (97%)




Tabla 2 Causas de hemolisis intravascular (adaptado de
Blank™)

e Hemoglobinuria paroxistica noctuma
® Fnfermedades asociadas a fragmentacion eritrocitaria
o Anormalidades cardiacas/vasculares
a) Circulacion extracorporea, hemodialisis,
ultrafiltracion
b) Protesis vasculares
¢) Valvulopatia, coartacion de aorta

& Microangiopatias

a) Sindrome hemolitico urémico

b} Pirpura trombotica trombocitopénica e Anemia hemolitica inmunologica

¢) Coagulacion intravascular diseminada Reaccion transfusional

d) Preeclampsia, HELLP O Anemia hemolitica autoinmunitaria

e) Hipertension maligna & Anemia hemolitica asociada a farmacos

f) Hemoglobinuria de la marcha © Hemoglobinuria a frigore

g) Microangiopatia de base autoinmunitaria

h) Hemangiomas. Cancer diserninado » Infecciones
o Bacterianas. Sepsis por Clostridium, Bartonella
£ Parasitarias. Plasmodium

® Agentes quimicos
Y Venenos de serpiente, aranas
O Envenenamiento por arsénico
© Chogue osmotico {(inyeccion o hemodialisis con agua
destilada)
& Agentes desencadenantes de una crisis hemolitica en
pacientes con deficit de G6PDH

e Agentes fisicos
O Quemados

Causas de Hemodlisis Intravascular (3%)




Interferencia por
hemdlisis

Causas de Hemolisis Intravascular (3%)



La interferencia por hemolisis constituye un problema

v Primera causa de interferencia.

Global: 8 %
: : Rutina: 7 %
v’ Porcentaje de muestras hemolizadas. == | Urgentes: 12 %

v Representan el 60% de muestras rechazadas.
v Alrededor de 20 magnitudes se afectan en hemdlisis visible.

v Una vez detectada no tiene solucion.

- Definicion de hemolisis




Turn Around Time

—
(A) Manual Sample Inspection in Pre/Post-Analytical Phase

Sample inspection Sample inspection
of dubious samples of dubious resuits

Pre-analytical Phase Analytical Phase Post-analytical Phase

(B} Serum Index incorporated into Analytical Phase

Automatic inspection
of ALL samples

Pre-analytical  Analytical Ph Post-analytical . r .
2 Rl e e et Concentracion de Hb libre (g/L)
L presente en el suero/plasma
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and/or post-analytical time — reduced TAT |:|
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Plasma samples with increasing degrees of hemolysis

Differences in the individual appearance is hard to distinguish from level to level (fncrease of inter-
ference level in steps of 100, starting from "zero”)
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Index H

Manejo de la Hemdlisis




Los analizadores de quimica clinica disponen de sistemas para estimar
la concentracion de hemoglobina en la muestra a partir de mediciones a

distintas longitudes de onda.

s | ipemic serum

s ‘ - - , s X == == Bilirubin solution
SR Cliglhlel indice  serico [elgle]le]ef:] Hemojt sl

distintos sistemas patentados para
valorar la presencia de hemadlisis,
ictericia o turbidez en la muestra.
Se ha demostrado la concordancia
de esta determinacion con Ia
hemoglobina medida por oftros
métOdOS 480 505 G646 570 600 Béﬂ 700 {nm}

Wavelength

Absorbance

Sistema de cuantificacion espectrofotométrico de la Hb




Existe la posibilidad de cuantificar la interferencia por
hemolisis con la medicion del indice sérico en los sistemas
cobas ¢ (Roche Diagnostics, GmbH).

= es un sistema de cuantificacion
espectrofotometrica de la hemoglobina libre a partir
de mediciones a distintas longitudes de onda.

Se basa en un calculo de la medicion de absorbancia
gue ofrece una representacion semicuantitativa del
nivel de hemalisis presente en la muestra de
suero/plasma de un paciente.

- Sistema de cuantificacion espectrofotométrico de la Hb




El indice hemolitico (H)

Se presenta en unidad de hemoalisis lineales de hasta 1200.

Por ejemplo: un H = 300 equivale a una concentracion de hemoglobina
conocida de ~500 mg/dL.

Principio de medicion:

El analizador aspira una parte alicuota (6 yL) de la muestra del paciente, la
diluye con una solucion de CINa al 0.9% y realiza una medicion bicromatica
(600/570 nm).

A partir de este valor de absorbancia (mAbs), el instrumento calcula el valor
del indice H del paciente mediante una relacion matematica.

Al final aplica una correccidon para compensar la absorcion provocada por la
lipemia.




H = —-(Abs,— B-Abs,)

H: indice hemalisis.

A: factor conversion del valor de absorbancia (x104) a indice sérico.
Es un factor de escala de las unidades para generar los niveles
de interferencia semicuantitativos.

Abs,: lectura de absorbancia bicromatica obtenidas en 700 y 660 nm
para la lipemia.

Abs,: lectura de absorbancia bicromatica obtenidas en 600 y 570 nm
para la hemdlisis.

B: Correccion de la medicion de Hb Abs, para la lipemia.
Se emplea para corregir el espectro de interferencias superpuestas.




incipio de test
El test Serum Index Gen.2)se basa en el calculo de las mediciones de la
i diluidas a diversos pares de longitudes de onda
bicrométicas a fin de obtener una representacion semicuantitativa de los niveles
de lipemia, hemolisis e ictericia presentes en las muestras de suero y plasma.

Los analizadores extraen una alicuota de muestra de paciente y la diluyen
en una solucion fisiologica (cloruro de sodio al 0,9%) a fin de medir la
absorbancia de la lipemia a 660 nm (longitud de onda primaria) y 700 nm
(longitud de onda secundaria), de la hemdlisis a 570 nm (longitud de onda
primaria) y 600 nm (longitud de onda secundaria), y de la ictericia a 480 nm
(longitud de onda primaria) y 505 nm (longitud de onda secundaria). A
partlr de estos valores de absorbancia, el instrumento calcula los valores
iCOS unllzando los S|gwentes fac’tores

D = 1.600 (unidades convencionales) 6 94 (unidades internacionales)
E = 19.000 (unidades convencionales o internacionales)
~ F = 180.000 (unidades convencionales o infernacionales)

n factores de escala dependientes de la dilucion de la muesira
de fatinidad para obtener niveles de interferencia semicuantitativ
F son factores correctivos que corrigen sobreposiciones en los especifos de
interferencia. Son independientes de la dilucién de la muestra pues se basan
en las tasas de absorbancia. Los indices séricos pueden ser programados

en unidades convencionales o internacionales. Asegurese de escoger

los factores de escala correctos para las unidades que elija. Consulte las
instrucciones del manual del operador para programar estos factores.

indice hemolitico. Principio del test SI2
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indice hemolitico. Aplicacion SI2




Recoleccion Racks Finalizada : 22:17:15
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22:19:30 13/04/10
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R‘ecciacﬁién Racks Finalizada 22:21:25 13/04/10
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indice hemolitico. Alarmas de resultados




Test-specific serum index decision thresholds were used to:
» Detect interference

» Alert the operator

» Add appropriate comments

P Reject a result where necessary

-

‘Alart

Operator

* cobas® 6000 analyzer
series in software

* Roche/Hitachi Analyzer /
COBAS INTEGRA® = LIS




Indices Séricos
Sistema de informacion laboratorio Omega 3000

Unidades: sin unidades

Valor referencia:

Valor aviso:
Valor critico: /50 1000

Indices séricos cobas c. version 8.1.1. Documento Roche Diagnostics, GmbH




Criterio de Interferencia Significativa

Corresponde al indice maximo (IH) segun el cual la posible interferencia se considera
dentro de las especificaciones de Roche Diagnostics: se considera significativa un
10% de variacion sobre el resultado de la muestra sin interferente (error significativo).

Viene a coincidir con el criterio de interferencia clinicamente relevante: aquella
concentracion de Hb en la que el error permisible (error sistematico deseable) se
sobrepasa por primera vez.

Hemolisis critica: IH en que la muestra hemolizada ya no puede utilizarse con
la aplicacion correspondiente.

indice Hemolitico




IH > 40

IH > 200

IH > 500

IH >750

IH > 1000

Positiva Negativa

Positiva Negativa

Positiva Negativa

Positiva Negativa
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AST BD
LDH
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CPK
FE
NH3
PARA

GGT
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AMIP
ETAN

FER AMI
FOS FR
ADA PCR
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COL
TG
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B-HCG
AgHBs
OSMP
BNP
AT3
Hb

Todos
se afectan
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indice hemolitico. Comentario




NO SE RECOMIENDA UTILIZAR CORRECCIONES MATEMATICAS

» Si Hb > 100 mg/dL (IH 70): el potasio aumenta en 0.4 mmol/L

» Potasio corregido = Potasio medido — (IH x 0.004)

Solucion no consensuada
Correccion mediante formula matematica




NO SE RECOMIENDA UTILIZAR CORRECCIONES MATEMATICAS

» Tablas de Porcentajes de interferencia

[%] = % x (A) / 100

Si la Interferencia es Positiva Si la Interferencia es Negativa

R =(A) - [%] R =(A) + [%]

% : Porcentaje de la tabla de interferencias
[%] : Concentracién del %

(A) : Concentracion analizada

R : Concentracion real

Solucion no consensuada
Correccion mediante formula matematica




Rev Lab Clin. 2010;3(1):25-30
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Aproximacion matematica para la correccion de la influencia
de la hemolisis en pruebas frecuentes del laboratorio clinico

Daniel Pineda Tenor®, Carlos Martinez Laborde, Antonio Menchen Herreros
y Ernesto Fernandez Rodriguez

Laboratorio de Bioguimica v Analisis Clinicos, Hospital Virgen de la Salud, Toledo, Esparia

Solucion no consensuada

Correccion matematica de la hemolisis




Tabla 2 Influencia de la hemolisis en el Modular Analytics D/P/ISE

[Hb], g/l <0,85 0,86-2,17  1,18-4,40  4,41-6,62
indice de hemalisis <100 101-250 251-500 501-750

Analito [AINH media n Porcentaje de variacion medi i

K 3,840,027 mEg/l 100 12,89 20,56 35,45 43,54 66,75 0,924
AST 16,74+ 0,82U/1 100 16,93 55,41 100,54 163,29 203,42 0,911
ALT 21,79+0,91U/1 100 -1,52 1.3 6,31 13,39 17,57 0,222
GGT 12,36+0,23U/1 100 2,57 9,64 12,35 —40,33 -50,94 0,773
277,86+1,36U/1 100 91,84 171,47 188,13 407,04 521,38 0,956

BT 0,55+0,033mg/dl 100 12,73 13,27 —14,23 —-15,45 —16,4 0,503

[A]JMH: concentracion inicial del analito en un suero no hemolizado; [Hb]: hemoglobina libre; AST: aspartato aminotransferasa; ALT:
alanina aminotransferasa; BT: bilirubina total; GGT: gamma-glutamiltransferasa; K: potasio; LDH: lactato deshidrogenasa; n: numero
de muestras; r’: coeficiente de comrelacion al cuadrade o coeficiente de determinacion.

Correlacién estadisticamente significativa entre el grado de hemdlisis y el porcentaje de variacion
en la concentracion de analitos.

Solucion no consensuada

Correccion matematica de la hemolisis




H 0.073 o2.48
AST 0,279 | 4.36
LEH 0,663 | 25,90

— Ecuacion de comeccibn

100[A],, , [LICKS + K CV + Sesgo) [A],,
100+ aflH+ b+ 35 B 100

[Adwi™

k = 1.65 para un Intervalo de Confianza del 95%

Figura 1 Ecuacion de correccion de la interferencia hemolitica.

a: pendiente de la recta de regresion LICS: limite para interferencia clinicamente significativa (error interferencia)
b: punto de corte en ordenadas CV: coeficiente de variacion deseable (error aleatorio)

Sx.y: error tipico del andlisis de regresion Sesgo: error sistematico

La ecuacion de correccién surge del establecimiento de una igualdad entre el porcentaje de variacion empirico que muestran
los analitos en sueros hemolizados y el porcentaje de variacion tedrico obtenido a partir de analisis de regresion. Las estimaciones
se enmarcaron dentro de un intervalo de confianza del 95% definido por el error analiticamente permisible.

Solucion no consensuada

Correccion matematica de la hemolisis




Tabla 3 Percentiles y concentraciones de hemolisis criticas gue implican un porcentaje de variacion superior al error
analiticamente permisible

Porcentaje de variacion medio  Porcentaje de variacion =EP | Hemolisis critica

Analito EP, % H° E H* E® H® E®

K 82 29,14 3,8 Pioo Poici <0,4g/l (H: 50) >7,3g/L (IH: 830)
AST 18,2 85,73 4,28 Pioo Py <0,4g/l (H: 50) =7g/l (IH: 790)
LDH 13,55 238,45 7.4 Pioo Po.os <0,4g/l (H: 50) >6,5g/1 (H: 735)

AST: aspartato aminotransferasa; EP: error permisible; IH: indice de hemaolisis; K: potasio; LDH: lactato deshidrogenasa; P: percentil.
2H: valores obtenidos a partir de sueros hemolizados.
“E: valores obtenidos tras la aplicacion de la ecuacion de correccion.

EP=ES+EA+EI

El porcentaje de variacién experimentado en las concentraciones de los analitos en sueros hemolizados fue superior al EP
en todos los casos. Tras la aplicacion de la ecuacion de correccion este porcentaje excede los limites marcados por el EP
enun 1,2y 4% para el K, AST y LDH, respectivamente.

Solucion no consensuada

Correccion matematica de la hemolisis




Tabla 3 Resumen de recomendaciones del Clinical and
Laboratory Standards Institute para evitar la aparicion de
hemolisis durante la toma de muestras

Documento H3-Aé. Procedimiento para la toma de muestras
de sangre por venopuncion™®

e Despues de limpiar con antiseptico, dejar secar el sitio al
aire

e Munca extraer sangre a traves de un hematoma

® 5ise usa jeringa/aguja, asegurar que estan acopladas
adecuadamente para evitar formacion de espuma.

® Sise usa jeringa, evitar tirar con excesiva fuerza del émbolo

® |nvertir suavemente los tubos para mezclar los aditivos. No
agitar

& 5i se utilizan dispositivos de acceso vascular, asegurar la
compatibilidad de los componentes para evitar fugas, gue
producen hemolisis y error en el volumen de los tubos.

- Prevencion de la hemoalisis



Documenta H18-A3. Procedimiento para el tratamiento v o No se recomienda usar aplicadores para desprender
procesamiento de muestras de sungre""‘ coagulos, va que provoca hemolisis en la muestra.
¢ Se recomienda un limite maximo de 2 h para la ¢ Centrifugacion. Atender a las recomendaciones del
centrifugacion de muestras de suero o plasma. fabricante. No recentrifugar (elevacion de potasio)
# Todos los tubos que contengan aditivos deben invertirse
suavemente para mezclar el contenido
* Las muestras de suero deben estar completamente
coaguladas antes de centrifugar. Los especimenes
anticoagulados pueden centrifugarse de inmediato.
e No deben refrigerarse/recogerse en frio las muestras para
electrolitos.
® El transporte debe efectuarse a temperatura ambiente
(excepto muestras en frio), en posicion vertical y sin agitar
para minimizar la hemaolisis.
* Se recomienda evaluar en cada laboratorio el efecto del
transporte en tubo neumatico.
* (Criterios para el rechazo de tubos segun el criterio
profesional (supervisor/director de laboratorio)
O Hemolisis. Teniendo en cuenta la posibitidad de hemalisis
in vivo que debe notificarse si la hemolisis persiste en
varias extracciones,

- Prevencion de la hemoalisis
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