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Resumen

La hemolisis es una causa frecuente de rechazo de muestras que genera un
sesgo negativo en la determinacién de bilirrubina total (BT). Los objetivos
de este trabajo fueron determinar el grado de hemdlisis (GH) para reempla-
zar la inspeccidn visual subjetiva, establecer la magnitud de su interferencia
y conocer la concentracion inicial de hemoglobina a partir de la cual se pro-
duce interferencia clinicamente relevante (ICR). Se recolectaron sueros con
diferentes concentraciones de BT. Se preparé un hemolizado para generar
distintas concentraciones de interferente. Se cuantificé la BT mediante el
método de diclorofenildiazonio en los sueros con las diferentes concentraciones
de hemoglobinay se determiné GH midiendo absorbancia a 578 nm. Se consi-
deré ICR cuando se superé la maxima inexactitud deseable. Para cada nivel
de BT se determiné la concentraciéon de hemoglobina maxima aceptable
(CHb,,,4 aceptable) por sobre la cual se considera ICR. La Abs578 permiti6
definir cuatro GH (GH1, GH2, GH3 y GH4). A partir de los interferogramas
se determiné la CHb, 4, aceptable para cada nivel de BT; ésta mostr6 un
aumento lineal con la BT. A partir de 14,8 mg/dL de BT no se encontré ICR
en los rangos estudiados. EI GH permite tomar conductas objetivas ante
muestras hemolizadas segln el algoritmo propuesto.

Palabras clave: bilirrubina * interferencia * hemélisis * hemoglobina

Abstract

Hemolysis is a common cause for rejection of samples that generates a
negative bias in total bilirubin (TB) determination. The objectives of this
study were to determine the hemolysis degree (HD) to replace the subjective
visual inspection, to establish the extent of their interference and to meet
the initial hemoglobin concentration from which clinically relevant inter-
ference (CRI) occurs. Sera was collected at different TB concentrations.
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Hemolysate was prepared to generate different concentrations of interfering. TB was quantified
by dichlorophenyldiazonium method in sera with several hemoglobin concentrations, and DH was
determined by measuring absorbance at 578 nm (Abs578). CRI was considered when it exceeded
the maximum desirable inaccuracy. For each TB level, the maximum acceptable concentration of
hemoglobin (CHb,, 4, acceptable) above which ICR is considered was determined.The Abs578 made
it possible to define four DH (DH1, DH2, DH3 and DH4). The CHb,,,, acceptable was determined
for each level of TB from the interferograms; it showed a linear increase with TB. From 14,8 mg/dL
BT, CRI was not found in the ranges studied. The DH makes it possible to have objective behaviours
in hemolyzed samples according to the proposed algorithm.

Keywords: bilirubin * interference * hemolysis * hemoglobin

Resumo

A hemdlise é uma causa frequente de rejeicdo de amostras que gera um viés negativo na determina-
¢do da bilirrubina total (BT). Os objetivos deste estudo foram: determinar o grau de hemdlise (GH)
para substituir a inspegéo visual subjetiva, estabelecer a extensao da sua interferéncia e conhecer a
concentragéo inicial de hemoglobina a partir da qual ocorre a interferéncia clinicamente relevante
(ICR). Foram coletados soros com diferentes concentragbes de BT. Um hemolisado foi preparado
para gerar diferentes concentragbes de interferente. Foi quantificada a BT pelo método de dicloro-
fenil diazénio nos soros com as diferentes concentragbes de hemoglobina e foi determinado o GH
medindo a absorvédncia a 578 nm (Abs578). ICR foi considerada quando se superou a maxima ine-
xatiddo desejével. Para cada nivel de BT foi determinada a concentracdo de hemoglobina méxima
aceitavel (CHby,,, aceitavel) acima da qual € considerada ICR. A Abs578 permitiu definir quatro GH
(GHI1, GHZ2, GH3 e GH4). A partir dos interferogramas se determinou a CHby,,, aceitavel para cada
nivel de BT; ela apresentou um aumento linear com a BT. A partir de 14,8 mg/dL de BT, a ICR ndo
foi encontrada nos intervalos estudados. O GH permite ter condutas objetivas diante de amostras
hemolisadas de acordo com o algoritmo proposto.

Palavras-chave: bilirrubina * interferéncia * hemdlise * hemoglobina

Introduccién

La interferencia es uno de los problemas mas com-
plejos y persistentes en las determinaciones de laborato-
rio. La hemdlisis, la hiperbilirrubinemia y la hiperlipe-
mia son las causas que mas frecuentemente producen
interferencias espectrales o quimicas, modificando
cuantitativamente el resultado final (1).

Se denomina hemolisis al proceso de destruccion de
los hematies que produce la liberacién de sustancias in-
tracelulares al plasma circundante, siendo el principal
componente intracelular liberado la hemoglobina (2).

El grado de hemolisis (GH) se puede clasificar, se-
gtn algunos autores, como ligero cuando la hemoglobi-
na esta presente en una concentracion menor a 0,05
g/dL, intermedio si esta entre 0,05y 0,30 g/dL y alto si
es mayor a 0,30 g/dL (3).

La hemoglobina tiene un espectro de absorciéon que
comienza alrededor de los 340 nm con un pico caracte-
ristico en 405 nm y varios picos entre 500-600 nm, sien-
do los principales a 542 nm y 577 nm, lo que produce
un color rojizo en el plasma o suero de una muestra
hemolizada, cuya intensidad es proporcional a la he-
moglobina liberada (2).
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En la determinacion de la bilirrubina total (BT) don-
de el método se basa en la formacion de un azocom-
puesto de color rojo que absorbe a 546 nm, los picos
de la hemoglobina presentes en esta longitud de onda
generan un sesgo negativo en la medicion.

Se define hiperbilirrubinemia como el aumento de
BT sérica por encima del valor de referencia de la po-
blacién y cuando es mayor a 2,5 mg/dL se evidencia
clinicamente la ictericia. Esta consiste en la coloracién
amarillenta en piel, escleras y mucosas y es una de las
presentaciones mas comunes de los pacientes con en-
fermedades hepaticas y biliares.

En el recién nacido, se utilizan nomogramas ajusta-
dos por edad en horas de vida y la presencia o ausen-
cia de factores de riesgo adicionales para establecer un
nivel umbral de bilirrubinemia. En funcion de esto se
determina la conducta terapéutica a seguir, ya sea foto-
terapia o exanguinotransfusion (4).

En el laboratorio la hemolisis es una causa frecuente
de rechazo de muestras. Las procedentes del Servicio de
Neonatologia suelen presentar esta caracteristica debido
a la dificultad en la extraccion de sangre. El porcentaje
de muestras hemolizadas descripto en diversos estudios es
muy variable y se encuentra entre 0,05y 3,30% (3-5).



Frente a la deteccion visual de hemdlisis es criterio
de calidad del laboratorio que las muestras sean recha-
zadas, solicitando una nueva extraccion. Sin embargo,
es frecuente que las muestras de Neonatologia se pro-
cesen sin medir el grado de interferencia y sin evaluar
si dicha interferencia es clinicamente relevante. En es-
tos casos solo se procede a alertar sobre el estado de la
muestra en la emision del resultado.

La OMS, en base a recomendaciones de la Sociedad
Alemana de Quimica Clinica, define interferencia cli-
nicamente relevante (ICR) cuando supera el error sis-
temadtico deseable. Varios estudios reportados utilizan
este mismo criterio (6-7).

Por lo anterior, los objetivos de este trabajo fueron:

a) Estudiar el efecto causado por la hemolisis en la
determinaciéon de BT por procedimientos auto-
matizados y establecer cuantitativamente su mag-
nitud.

b) Determinar el GH para reemplazar la inspeccion
visual subjetiva.

c) Conocer la concentracion inicial de hemoglobina
a partir de la cual se produce ICR.

Materiales y Métodos

SUEROS

Se tomaron muestras de sangre por punciéon venosa a
sujetos de ambos sexos sin importar la edad, recogidas en
tubos BD Vacutainer SST™ Gold Hemogard™ closure con acti-
vador de coagulacion y gel separador del suero. Se centri-
fugaron a 3000 rpm durante 15 minutos y se determiné la
concentracion de BT sérica mediante el método diclorofe-
nildiazonio (DPD) utilizando el reactivo Bilirrubina Total
AA linea liquida, calibrado con calibrador A plus, ambos
de Wiener lab. en un autoanalizador Wiener lab. BT 3000
PLUS, origen Roma-ltalia. Kl coeficiente de variacion de
la técnica es 1,49% (X=11,82 mg/dL, DE=0,18). Para eva-
luar el desempeno analitico se realiz6 un control de
calidad interno (controles Standatrol S-E 2 niveles de
Wiener Lab.) y el laboratorio particip6é de un progra-
ma de evaluacion externa de calidad (PEEC, Fundacion
Bioquimica Argentina).

Se escogieron sueros con diferentes concentraciones
de BT y se agruparon en rangos para formar pooles con
niveles de BT desde valores normales hasta patolégicos
ajustados a los valores de decision clinica segun la po-
blacién (BI1: 0,38; B2: 1,10; B3: 1,97; B4: 2,87; B5: 4,86, B6:
9,36; B7: 14,8; B8: 15,44; BY: 19,94, B10: 24,7mg/dL). Los
sueros utilizados estaban libres de hemolisis y lipemia.
Para evitar la degradacién de la bilirrubina por efecto
de la luz se cubrieron los tubos de trabajo con papel
aluminio hasta su procesamiento. Luego de confor-
mados los pooles de sueros se cuantificoé la concentra-
cion basal de BT.
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PREPARACION DEL HEMOLIZADO

Se escogieron dos muestras al azar tomadas por pun-
cién venosa en tubos plasticos de 4 mL BD Vacutainer®
Lavender Hemogard™ closure con EDTA dipotdsico aero-
sol-desecado 7,2 mg. Se tomé un volumen de 6 mL de
una mezcla de las dos muestras y se centrifugé a 1.500
rpm durante 5 minutos. Se desech6 el plasma y se lavo
el paquete eritrocitario con 2 mL de solucién salina iso-
ténica (0,9% p/v) por inversién. Se centrifugé nueva-
mente a 1.500 rpm por 5 minutos y se descart6 el sobre-
nadante. Este procedimiento se repitié en 4 ocasiones.
En el dltimo lavado se deseché el sobrenadante y se
adicionaron al paquete eritrocitario 3 mL de agua des-
tilada, agitandose vigorosamente con vortex durante 1
hora. Posteriormente se centrifugé a 10.000 rpm por 10
minutos. Se descarté el sedimento y se cuantificé en el
sobrenadante la concentracién de hemoglobina libre en
el Analizador Hematologico Wiener lab. Counter 19.

El equipo fue calibrado con calibrador WL 19 Cal AAy
para evaluar el desempeno analitico se realizé un control
de calidad interno (WL 19 Con AA 3 niveles) y el labora-
torio particip6 de un programa de evaluacion externa de
calidad (PEEC, Fundacién Bioquimica Argentina).

Con el hemolizado se prepararon cuatro soluciones de
hemoglobina de 4,0; 2,0; 1,0 y 0,5 g/dL utilizando como
disolvente solucion fisiolégica. Posteriormente se genera-
ron in vitro diferentes niveles de interferencia agregan-
do a los pooles de sueros con los diferentes niveles de
BT las soluciones del hemolizado en una proporcion
de 1/20. Se admiti6 esta dilucion de hasta un maximo
de 5% v/v, ya que es importante que la distorsién de las
propiedades fisicas y quimicas de los especimenes es-
tudiados sea minima, para que su comportamiento sea
similar al de los especimenes de los pacientes.

De esta manera se obtuvieron cuatro niveles de inter-
ferencia: 0,200; 0,100; 0,050 y 0,025 g/dL de hemoglo-
bina. Ademas, se gener6 la misma dilucién del pool de
sueros con solucién fisiolégica (en lugar del hemoliza-
do), la cual se consider6é como concentracion basal del
analito, sin interferencia. Cada una de estas diluciones
se realiz6 por triplicado.

DETERMINACION DE LA INTERFERENCIA

Se cuantificaron los niveles de BT mediante el méto-
do de DPD en un autoanalizador Wiener lab BT 3000
PLUS en los sueros con las diferentes concentraciones
del interferente.

EVALUACION DE LAS INTERFERENCIAS

Se realiz6 el andlisis de los interferogramas mediante
el método de Glick et al. (8), expresandose los resultados
como un porcentaje del resultado original. Para ello, se
grafico la relacion C/Cy(%) frente a la concentracion del
interferente (hemoglobina), donde C es la concentra-
cion inicial del analito (BT) sin interferente y C, la con-
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centraciéon medida experimentalmente del constituyente
en estudio para cada nivel de interferente.

Como criterio de interferencia por hemolisis se consi-
deraron las actuales especificaciones de calidad analitica
para la maxima inexactitud deseable (MID), derivada de
la variacién biolégica intraindividual (CV;,,,.,) e interindi-
vidual (CV,,,.,), en base a lo establecido por la OMS.

Parala BT la MID (%) = 0,25 (CVi,a° + CVipter
8,95% (9).

Por lo tanto, la relacién C/C, (%) que se correspon-
de con la MID es de 91,05%.

Se consider6 a la interferencia como clinicamente
relevante cuando fue superior a la MID.

Se definié:

e Interferencia nula (clinicamente no relevante):
porcentaje de variacion menor a la MID.

¢ Interferencia moderada: porcentaje de variaciéon

entre la MID y el 20% del valor inicial.

¢ Interferencia elevada: porcentaje de variacion su-

perior al 20% del valor inicial.

Se defini6 la concentracién maxima de hemoglobi-
na aceptable (CHbmax aceptable), como la concentra-
cién inicial de hemoglobina a partir de la cual se en-
contr6 ICR.

2)1/2:

DETERMINACION DEL GRADO DE HEMOLISIS

La estimacion del GH se llevé a cabo midiendo la
absorbancia de la hemoglobina libre a una longitud de
onda de 578 nm (Abs578) sobre el total de alicuotas
de suero estudiadas (n=150) que correspondieron a
los 10 niveles de BT, cada uno con 5 niveles de hemog-
lobina y que fueron procesadas por triplicado.

Se program¢ el autoanalizador Wiener lab. BT 3000
PLUS para que realizara previamente una dilucién 1/6
de la muestra en solucion fisiologica para alcanzar el mi-
nimo volumen requerido por el equipo empleando un
escaso volumen de muestra. La eleccion de la longitud
de onda de 578 nm tuvo en cuenta el rango espectral
de la hemoglobina que se extiende desde 500 a 600 nm
evitando el solapamiento con la absorbancia de la BT.

Se calcul6 el coeficiente de variacion (CV) del mé-
todo obteniéndose los siguientes resultados: 1,83%
(X=0,37, DE=0,01).

La exactitud no fue evaluada por no disponer de so-
luciones de referencia en los niveles de hemoglobina
estudiados.

Los calculos y graficas fueron realizados con la hoja
de calculo Excel 2000, Microsoft.

Resultados

a) Efecto de la hemolisis en la determinacion de BT

En la Tabla I se describe el porcentaje de variaciéon
medio que permite clasificar a la interferencia como
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nula, moderada o elevada. El nivel B4 quedé excluido
del estudio por presentar turbidez.

Se observa que a medida que se incrementa el GH
el porcentaje de variacion aumenta. Exceptuando los
niveles B1, B7 y B10, el analisis de regresién lineal in-
dico la existencia de una correlacion estadisticamente
significativa (>0,90) entre los porcentajes de variacion
y el interferente presente.

Los resultados mostraron que la presencia de he-
moglobina produce una interferencia negativa en la
determinacion de BT.

Las Figuras 1, 2 y 3 muestran los interferogramas que
representan el porcentaje de variacion medido en funcion
de la concentracion de hemoglobina. Para graficarlos se
agruparon los niveles de bilirrubina segun las categorias
de interferencia citadas. Las lineas horizontales mues-
tran el limite de error; la continua corresponde a la au-
sencia de interferencia, la discontinua indica la MID a
partir de la cual el error se defini6 como moderado y
finalmente la punteada representa el porcentaje a partir
del cual el error es elevado (>20%).

b) Determinacion del GH para reemplazar la inspec-
ci6n visual subjetiva

Los valores de absorbancia obtenidos del total de
sueros estudiados (n=150)se agruparon en funcion del
nivel de hemolisis generado artificialmente (Tabla II).
Dado que la distribucion de datos no fue normal, se
determinaron los cuartilos q1 y q3 (25% y 75% respecti-
vamente) para calcular los valores marginales segtin las
siguientes ecuaciones (10):

Limite superior= q3+1,5 (q3-ql)

Limite inferior= ql1-1,5 (q3-ql)

Luego de eliminar los valores marginales, se determi-
naron los intervalos de absorbancia para cada concen-
traciéon de hemoglobina. En la Tabla II se muestran estos
intervalos junto con las correspondientes imagenes que
representan la determinacion de hemolisis por inspeccion
visual (imagenes propias obtenidas durante el ensayo).

Debido a que los 3 primeros grados de hemdlisis
mostraron superposiciéon de las absorbancias, se los
considero indistinguibles por esta técnica y se los rea-
grup6 definiendo:

GHI1: grado de hemolisis 1 (Abs<0,15)

GH2: grado de hemolisis 2 (Abs: 0,16-0,23)

GH3: grado de hemolisis 3 (Abs: 0,24-0,41)

GH4: grado de hemolisis 4 (Abs>0,42)

c) Concentracion inicial de hemoglobina a partir de
la cual se produce ICR

A partir de los interferogramas obtenidos se determiné
la concentracién de hemoglobina que gener6 un porcen-
taje de variaciéon mayor o igual a la MID. Esto indica la con-
centracion de hemoglobina médxima aceptable (CHb, ..
aceptable) a partir de la cual se observa ICR (Tabla III).
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Tabla |. Interferencia por hemdlisis en la determinacion de BT para distintos niveles de hemoglobina.
Relacion C/C, (%) y porcentaje de variacién medio.

Hb (g/dL) 0 0,025 0,050 0,100 0,200

W W W W W

Q R Q R Q R Q R Q R

oc,| 22 | oc 2Z |loc,| 22 |oc,| 2E | oo, | 22
BT (mg/d) | =0 | =S o] ES o] ES ol £9 0| B9 r2

(%) =S (%) 9 (%) 9 (%) 9 (%) SRS

< W < W < W < W <

& = & = & = & = & =

S s S s S s S s S s

5 5 ci— ci— ci—
B1:0,38 | 100 0 82 | 18(-M) | 79 | 2108 | 81 | 190-M) | 72 | 28(-E) | 0,60
B2:1,10 | 100 0 92 8 89 | 11(-M) | 83 | 170-M) | 70 | 30(-E) | 0,97
B3:1,97 | 100 0 94 6 93 7 83 | 170-m) | 76 | 240-E) | 0,95
B4:2,82* | 100* | 0* | 95* 5* 83« | 17* | 8a*| 16* | 78+ | 22* *
B5:4,8 100 0 96 4 93 7 92 8 82 | 18(-m) | 0,96
B6:9,36 | 100 0 98 2 97 3 94 6 88 | 12(-m) | 0,99
B7:14,8 | 100 0 99 1 97 3 92 8 93 7 0,70
B8:15,44 | 100 0 99 1 98 2 97 3 92 8 0,98
B9:19,94 | 100 0 101 1 100 0 97 3 92 8 0,95
B10:24,7 | 100 0 100 0 100 0 99 1 98 2 078

Co: Concentracién inicial del analito (BT) sin interferente.

C: Concentracion medida experimentalmente del constituyente en estudio para cada nivel de interferente.

Hb: Hemoglobina.

BT: Bilirrubina total.

* Se eliminé del estudio por presentar turbidez.

I-M (INTERFERENCIA MODERADA): porcentaje de desvio mayor a la méxima inexactitud deseable y menor a 20% del valor inicial.
I-E (INTERFERENCIA ELEVADA): porcentaje de desvio mayor al 20% del valor inicial.

INTERFEROGRAMA (B1-B2-B3):
ERROR SISTEMATICO ELEVADO
120
100 w K
80 .._ N l_ - f _____ s i e e e i e + Bl
T H
% 60 = B2
T
40 @ B3
20
0 W W
0,00 0,05 0,10 0,15 0,20 0,25
Hemoglobina (g/dL)

Figura 1. Interferograma para las concentraciones B1, B2 y B3 de bilirrubina total que presentan error sistematico elevado. B1 presentd

interferencia para todas las concentraciones de hemoglobina estudiadas. Los niveles B2 y B3 no mostraron interferencia clinicamente

relevante a concentraciones menores o iguales de 0,05 g/dL y 0,10 g/dL de hemoglobina respectivamente. — C/C, (%) = 100%
(Ausencia de interferencia), —— C/Cy (%) = 91,05% (MID), ... C/C (%) = 80% (limite para interferencia igual al 20% del valor inicial).

Acta Bioquim Clin Latinoam 2017; 51 (1): 7-15
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INTERFEROGRAMA (B5-Bb):
ERROR SISTEMATICO MODERADO
120
100 -
_____ e
-~ 380 L
K + B6
g 60
B5

o 40 ’

20

0 h 4
0,00 0,05 0,10 0,15 0,20 0,25
Hemoglobina (g/dL)

Figura 2. Interferograma para las concentraciones B5 y B6 de bilirrubina total que presentan error sistematico moderado. Se observa que para
estos niveles no hay interferencia clinicamente relevante a concentraciones menores o iguales de 0,10 g/dL de hemoglobina. — C/Cp(%) = 100%
(Ausencia de interferencia), — — C/Cp(%) = 91,05% (MID), -.. C/C(%) = 80% (limite para interferencia igual al 20% del valor inicial).

INTERFEROGRAMA (B7-B8-B9-B10):
SIN INTERFERENCIA CLINICAMENTE RELEVANTE

120 L
100 v T

S‘é' G |usssesssssecsssscessiessssiesessuseesiseesisetesiaetaanscisestuanes Saddanai an = B7
5 60 -+ B8
) a0 * B9
20 o B10
0 W
0,00 0,05 0,10 0,15 0,20 0,25
Hemoglobina (g/dL)

Figura 3. Interferograma para las concentraciones B7, B8, B9y B10 de bilirrubina total que no presentan interferencia clinicamente relevante.
Para estos niveles de bilirrubina la interferencia es clinicamente no relevante hasta 0,20 g/dL de hemoglobina. — C/Cy(%) = 100% (Ausencia
de interferencia), = — C/Cp(%) = 91,05% (MID), -.. C/C(%) = 80% (limite para interferencia igual al 20% del valor inicial).

Se encontr6é que los valores de CHb, . aceptable
aumentan linealmente con la concentracion de BT
(12=0,9641, $<0,001), es decir que a medida que se
incrementa el nivel del analito estudiado, también lo
hace el nivel de hemolisis aceptable (Fig. 4).

Discusion y Conclusiones

La interferencia por muestras hemolizadas es muy fre-
cuente y es una problematica que afecta a todos los labora-
torios. Es importante aplicar criterios de calidad y conocer
el grado de interferencia para poder tomar conductas, ya
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sea informando correctamente un resultado con el menor
error posible o bien rechazando una muestra.

El estudio de valoracion de interferencia por hemo-
lisis debe realizarse con una muestra que tenga una
concentracion del analito proxima a los valores de deci-
sion clinica. En algunos casos, el efecto de la interferen-
cia no solo depende de la concentracion de la sustancia
interferente, sino también de la concentracion del ana-
lito, en este caso la bilirrubina.

La mayoria de los actuales autoanalizadores tiene la
capacidad de detectar la hemolisis en las muestras de
suero mediante indices séricos que se correlacionan
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CHb,,;, aceptable

10
Bilirrubina Total (mg/dL)

0.3
20,25
=
e 02
=]
[=]
5015 *
J 0,1 -
500 T4
o* .
0
¥=0,011x+0,0238
R*=0,9641

15 20 25

Figura 4. Relacidn entre la CHb,, 4, aceptable y el nivel de bilirrubina total.

Tabla Il. CHb,,4, aceptable para cada nivel de bilirrubina estudiado.

Inspeccion visual

Concentracion
de Hb (g/dL)

Hemdlisis
cualitativa

Intervalo de Absor-
bancia a 578 nm

0,05-0,15

0,08-0,15 | 0,16-0,23

Grado
de hemdlisis it B2
Tabla Ill. Grado de hemélisis (GH).
B1 B2 B3 B4 B5 B6 B7 B8 B9 B10
BT (mg/dL)
0,387 | 1,107 1,97 2,827 | 4,857 | 9,363 | 14,817 | 15,443 | 19,94 24,7
CHb,,, 4 aceptable (g/dL) 0,014 | 0,040 | 0,050 | 0,035 | 0,087 | 0,147 | 0,202 | 0,194 | 0,220 | >0,250

linealmente con las concentraciones del interferente.
Los indices pueden ser usados para detectar la interfe-
rencia generando tablas de tolerancia. En nuestro me-
dio, a pesar de contar con estos equipos, no se hace uso de
esta tecnologia por desconocimiento o por la excusa de
consumo de tiempo de proceso del analizador y necesidad
de reactivos especificos en algtn caso (6) (11) (12).
Analizando los resultados obtenidos se observé que
en numerosas situaciones la hemdlisis produjo un error
superior a la MID, lo cual indica que la interferencia
por hemdlisis es clinicamente relevante siendo necesa-
ria la solicitud de una nueva muestra. Esto genera in-
convenientes en el Servicio de Neonatologia debido a
la dificultad en la extraccion sanguinea y a la compleji-

dad propia de sus pacientes. Por lo anterior se plantea
la necesidad de minimizar el rechazo de muestras eva-
luando la importancia de la interferencia en la determi-
nacioén, para lo cual la inspeccién visual de la hemolisis
es insuficiente. Segun lo reportado en bibliografia la
misma es minimamente visible a partir de 0,02 g/dLy es
fiable a partir de 0,15 g/dL(6). Por este motivo no se
consideré necesario estudiar concentraciones de inter-
ferentes mayores a 0,20 g/dL. Sin embargo, se puede
decir desde la experiencia de los autores que la hemo-
lisis comienza a ser visible a partir de los 0,10 g/dL de
hemoglobina. Dada la subjetividad de esta observacion
seria apropiado medir la absorbancia a 578 nm para
estimar el GH y a partir de este dato tomar diferentes
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Figura 5. Algoritmo de trabajo propuesto para el procesamiento de muestras con solicitud de determinacion
de bilirrubina total.

conductas. Frente a la recepcion de muestras para la
determinacion de BT se propone un algoritmo de tra-
bajo (Fig. ).

En primer lugar determinar el GHy en funcién de la
absorbancia medida clasificarlo en GH1, GH2, GH3 o
GH4. Luego realizar la medida de BT y validar el resul-
tado segun los siguientes criterios:

a) Sila muestra presenta un GH1 s6lo se podran vali-
dar valores de BT mayores a 1,97 mg/dL. En caso
contrario se debera solicitar nueva muestra por
presentar ICR (Tabla I).

b) Sila muestra presenta un GH2 s6lo se podran vali-
dar valores de BT mayores a 4,80 mg/dL. En caso
contrario se debera solicitar nueva muestra por
presentar ICR (Tabla I).

c) Si la muestra presenta un GH3 s6lo se podran va-
lidar valores de BT mayores a 14,80 mg/dL. En
caso contrario se debera solicitar nueva muestra
por presentar ICR (Tabla I).

d) Si la muestra presenta un GH4 no se podra vali-
dar el resultado de BT. Se debera solicitar nueva
muestra por posible ICR (GH no estudiado).

El seguimiento del algoritmo de trabajo propuesto per-
mitirfa minimizar el rechazo de muestras provenientes de
Neonatologia que habitualmente presentan valores altos
de BT. De esta manera se reducirian las molestias ocasio-
nadas a los pacientes de este servicio y se disminuiria el
trabajo del personal responsable de la toma de muestra
optimizando los recursos humanos e insumos.

Para poder utilizar la CHb, 4, aceptable como crite-
rio de aceptacion o rechazo de muestras seria necesario
contar con métodos estandarizados para medir hemoglo-
bina a bajas concentraciones. Ante la ausencia de una
técnica con dichas caracteristicas puede ponerse a pun-
to la medida de absorbancia para la determinacion del
GH. Esta herramienta tiene la ventaja de ser operativa-
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mente sencilla, aplicable en cualquier autoanalizador
o espectrofotometro y de bajo costo por no requerir
ningun reactivo.

A futuro seria de utilidad el desarrollo de una ex-
presiéon matemadtica que permitiese corregir el valor de
BT medido segun el GH existente en la muestra para
lo cual se deberia realizar un ensayo que estudiara un
rango mayor de concentraciones de hemoglobina e in-
tervalos mas acotados entre los distintos niveles.
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