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RESUMEN: En 1a rutina diaria del laboratorio de quimica clinica, hemos observado que la cuantilicacion de creatinina en suero
arroja valores falsamente disminuidos, cuando se uliliza el método cinético de Jaffé automatizado, en presencia de concenlra-
ciones de bilirrubina elevadas.

Como objetivo de este trabajo, se propone un modelo analitico simple, independientemente del sistema de automatizacion y tipos
de reactivos comerciales empleados, que consiste en realizar diluciones de un pool de sueros ictéricos, con un pool de sueros
normales y determinar la concentracion de creatinina para las distintas diluciones. La maxima concentracion de bilirrubina de no
interferencia se localiza en el punto donde la respuesta deja de ser lineal y la concentracion de creatinina practicamente no
experimenta cambios.

De esla manera, en base al valor maximo de bilirrubina, el método cinético deberia ser aceptado o descartado, como metodologia
analitica para ser empleada con fines diagnésticos.

PALABRAS CLAVES: Bilirrubina- Interferencia- Crealinina

SUMMARY: A simple model for assessing maximum, non-interferent bilirubin concentration (185). Nejman, Norma Cristina;
Humpala, Pablo Danilo, In the daily routine of the clinical chemistry laboratory, we have observed that hihg bilirubin concentrations
render falsely decreased serum creatinine values when Jaffe's kinetic automatized method in used.

Them aim of this work was to obtain a simple analytical model through wich dilutions of icteric serum could be carried out using
a normal serum pool, and creatinine concentrations could be assessed, independently from the automation sistem and commercial
reagents used. Maximum non-interferent bilirubin concentrations reaches the point where the response is no longer linear and
creatinine concentrations undergoes no further changes.

The Kinetic method should, then, be accepted or rejecfed as the analytical methodology to be used as diagnostic tool acording
to the maximum bilirubin value.
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Introduccion

La medida de creatinina sérica constituye una
de las principales determinaciones solicitadas en
los servicios de bioquimica clinica, para la evalua-
cion del funcionalismo del rifidn. Niveles elevados
son indice de insuficiencia renal y suelen corre-
lacionarse en forma proporcional con uremias altas,
aun cuando en general son mas tardias las prime-
ras. Tiene particular interés diagnéstico y prondstico
en los casos de nefropatias crénicas o agudas (sin-
drome urémico, nefritis aguda y nefrosis provocada
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por toxicos), en la insuficiencia circulatoria con défi-
cit prerrenal de sangre al rifion (insuficiencia
cardiaca avanzada, hipovolemia por deshidratacion
y deplecidn salina), en ias abstruccienes urinarias
por litiasiz y en |2 anuria refisjz: )

Corninmente, los métocos ~w-acos para el
dosajz de creatinina, se basan & r1ertir la mis-
ma en un cromageno cclor 1o icorplejo de
Janosvkij generado por reaccion con tna selucion
de picrate de sodio (2,3).

De las diversas variantes metodoldgicas que
existen para la reaccion de Jaffé, hemos observado
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que cuando se utiliza la modalidad cinética automa-
tizada, particularmente el autoanalizador TARGA BT
3000, la cuantificacion de este metabolito arroja va-
lores falsamente disminuidos si la muestra contiene
una elevada concentracion de bilirrubina, en contra-
posicion con lo sugerido por la mayoria de los fabri-
cantes de reactivos comerciales y en coincidencia
con otras pocas publicaciones (4) . La naturaleza de
este fendmeno se debe a una posible interferencia
espectral por parte de la bilirrubina, en la zona de
méxima absorbancia del picrato de creatinina (2,4,5).
Esto resulta muy importante, debido a que es muy
comdn la asociacién de cuadros clinicos combina-
dos de falla renal y hepdtica, como asi también la
presencia de muestras ictéricas de cualquier origen.

Baséndonos en esto, nuestro objetivo esta
enmarcado en proponer un modelo simple adaptado
(6), para ser aplicado ante una situacion de este tipo,
que nos permita obtener la maxima concentracion
de bilirrubina que interfiere en la medida de creatinina
sérica cuando se utiliza la variante cinética automa-
tizada de la reaccion de Jaffé, independientemente
del sistema de automatizacion y tipos de reactivos
comerciales empleados; de tal manera que faciimen-
te se pueda estimar dicha concentracién en el labo-
ratorio para no realizar el dosaje en muestras con
concentraciones de bilirrubina superiores al hallado,
evitando asi que se comentan errores por defecto en
la cuantificacion de la creatinina sérica.

Finalmente, mostraremos que el valor de crea-
tinina en una muestra ictérica dosada con el método
cinético automatizado est4 falsamente disminuido,
comprobandolo mediante el dosaje de la misma
muestra con el método de Owen (7), el cual elimina
completamente |a presencia de bilirrubina del me-
dio, obteniéndose de esa manera el valor de creatinina
libre de esta interferencia.

Materiales y métodos

Para el desarrollo de nuestro trabajo se utiliza-
ron muestras de pacientes que presentaban clini-
camente enfermedad renal, valores patologicos de
uremia (superior a 1,00 g/L) y que ademas contenian
una elevada concentracion de bilirrubina en suero. A
partir de ellas (n= 15), se elaboré una nica mues-
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tra para ser estudiada, a la que denominamos “ pool
ictérico™.

En paralelo se procedié a realizar a partir de
muestras provenientes de individuos normales,
clinicamente sanos, sin antecedentes previos ni ac-
tuales de enfermedad renal, un pool normal, cuyo
nivel de bilirrubina practicamente no fue detectable
con los métodos utilizados tradicionalmente para su
cuantificacion (Jendrassik modificado).

Las condiciones instrumentales y el control de
calidad empleado durante el desarrollo de este tra-
bajo fueron:

1- Pardmetros del autoanalizador TARGA BT 3000

Longitud de onda primaria: 510 nm.
Longitud de onda secundaria: 600-650 nm,
Tipo de reaccion: cinética de primer orden
Direccin de la reaccion: positiva
Temperatura de reaccion: 37 °C

Relacidn muestra/reactivo: 1;10

Tiempo de equilibrio: 3 segundos

Tiempao de retardo: 30 segundos

Tiempo de lectura: 30 segundos
Absorbancia del blanco: < 0,500 DO
Limite de absorbancia: 2,000 D0

Valor normal inferior: 7,0 mg/L

Valor normal superior: 12,0 mg/L
Linealidad: 200 mg/L

Concentracidn del calibrador: 16 mg/L

2- Método: cinético sin desproteinizacion (re-
accion de Jaffé)

3- Reactivos: linea comercial AA de Laborato-
rios Wiener (Acido picrico 41,4 mMy carbonato de
sodio/ hidroxido de sodio pH 12,7)

4- Calibracién: multicalibrador A plus de Labo-
ratorios Wiener.

5- Control de Calidad: sueros comerciales
(Standartrol nivel 1y 2) de Laboratorios Wiener.

El modelo aplicado consistio en realizar dilu-
ciones del pool de sueros ictéricos, con el pool de
sueros normales y graficar las concentraciones de
creatinina obtenidas (procesadas por duplicado) en
funcién de las diluciones efectuadas.

El método empleado en la determinacion del
valor de creatinina libre de interferente ( real de la
creatinina) en el pool ictérico fue el método de Owen,
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en el cual se realiza un pretratamiento en presencia
de tierras de Fueller. Las mismas tienen como fun-
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ci6n adsorber sobre su superficie las moléculas de
bilirrubina presentes en la muestra, elimindndolas
para luego realizar fa reaccion de Jaffé.

Tabla 1: Parametros iniciales a la aplicacion del modelo propuesto

Analito Método Valores obtenidos Valores obtenidos
en el Poolictérico en el Pool normal
Creatinina Cinético de Jaffé Automatizado 8,31 mg/L 10,3 mg/L
Bilirrubina Jendrassik modificado 144 mg/L Anictérico
Urea Ureasa.Reaccion de Berthelot 1,20g/L 0.40g/L
Creatinina Owen 17,6 mg/L 10,6 mg/L

El instrumental utilizado para la lectura de esta
reaccion fue un espectrofotémetro Biosystem BTS
320, calibrado con multicalibrador A plus de Labora-
torios Wiener.

Resultados
Datos de calibracidn y control
de calidad para el ensayo automatizado

Calibracin

Tipo de proceso: con factor (por duplicado)
Factor: 238

Concentracién del calibrador: 16 mg/L
Absorbancia del reactivo: 0,126

Control de calidad

Se procesaron 2 niveles de control, los resulta-
dos obtenidos san;

Nivel 1: 16,4 mg/L

Nivel 2: 70,7 mg/L

Los valores dados por el fabricante son:

Nivel 1:X = 16 mg/L
Rango de aceptacion: 11,0-21,0 mg/L

Nivel 2: X = 71 mg/L
Rango de aceptacion; 57,0-85,0 mg/L

y los valores establecidos en el laboratorio:

Nivel 1: X 16 mg/L .
Rango de aceptacion: 15,1-16,9 mg/L (Xx* 2S)

Nivel 2: X 71 mg/L

Rango de aceptacion; 69,64-71,76 mg/L (X + 2
S), utilizando las multirreglas de Wetsgard 1,/1,/
2,/R,¢/4,5- €nla aceptacion de la corrida analitica.

Con el propésito de evaluar la performance
intracorrida de los métodos utilizados para el dosaje
de creatinina sérica, se procesaron veinte repeticio-
nes de una misma muestra tomadas al azar y los
resultados obtenidos son:

Para el método cinético automatizado

de Jaffé sin desproteinizacion

(x)=10,56mg/L desvio estandar S,_=+ 0,43
y un coeficiente de variabilidad= 4,07 %

Para el método de Owen
(x)=1220mg/L, desvioesténdar S_= 0,53
y un coeficiente de variabilidad= 4,34 %.

Discusidn
Como se observa, el aumento en la concentra-

cian de creatinina del pool ictérico, debido a la dis-
minucién de la bilirrubina por el efecto de dilucién,
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Figura 1: Modelo lineal propuesto para evaluar [a interferencia por la bilirrubina (sobre cada punto de la abcisa, se

indica la concentracion equivalente de bilirrubina para cada

dilucion del pool ictérico).
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se traduce en una respuesta lineal. A una determina-
da dilucién, existe un punto donde la respuesta deja
de ser lineal y la concentracion de creatinina précti-
camente no experimenta cambios. En este punto po-
demos decir que la interferencia provocada por la
bilirrubina fue eliminada. Ademas, esta zona puntual
de la curva nos estaria indicando la concentracion
maxima de bilirrubina que interfiere en la determina-
cion de creatinina para nuestras caracteristicas par-
ticulares de trabajo.

Conclusiones

De nuestra experiencia, se concluye que:

» Los sueros que presentan valores de
bilirrubina totales mayores a 57,6 mg/L, no se debe

dosar creatinina con el método cinético de Jaffé por
dar valores falsamente disminuidos.

« El valor de urea del pool de sueros ictéricos
(1,20 g/L) coincide de manera adecuada con el valor
de creatinina de 17,6 ma/L.

Consideramos que el método propuesto resul-
ta sencillo y de facil aplicacion practica en el labora-
torio de rutina, siendo de gran utilidad que cada labo-
ratorio pueda establecer sus propios valores de maxi-
ma concentracidn de interferente para la reaccion a
utilizar , lo que no siempre es facil de realizar por
carecer del interferente puro y terminamos aceptan-
do lo establecido por los fabricantes de reactivos.
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