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RESUMEN

La concentracién de fructosamina en suero es Gtil para monitorear el control de la glucemia en
un periodo precedente.En muestras de sangre, la presencia de hemoglobina y bilirrubina pueden
causar interferencias en técnicas analiticas diagndsticas. Por ello, el objetivo de este trabajo fue
evaluar la posible interferencia al medir fructosamina sérica de gatos y perros clinicamente sanos.
Se construyeron interferogramas, agregando concentraciones crecientes del posible interferente
a pools de sueros de ambas especies. Se estudiaron concentraciones de hemoglobina desde 0.19
a7.5 g/l en felinos, y de 0.16 a 6.10 g/l en caninos. Para bilirrubina, desde 6 a 600 mg/l, en
ambas especies. Los resultados mostraron interferencia positiva y aditiva de hemoglobina en
felinos (=1.60 g/1) e interferencia negativa en caninos (21.20 g/l). En ambas especies se observaron
interferencias positivas y aditivas para bilirrubina en el rango de concentraciones estudiadas
(230 mg/l para felinos y 2150 mg/I para caninos).
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SUMMARY

The fructosamine serum concentration reflects the degree of glycemic control obtained during a

preceding period. Usually, the presence of hemoglobin or bilirrubin in blood samples, could cause

interferences in the laboratory analytical assays. Thus, we investigated the possible interferences

on fructosamine determinations in serum from healthy cats and dogs. To testing and quancify

the interference, we construct interferograms adding increased concentrations of hemoglobin

or bilirrubin to serum pools of cats or dogs. We tested serum hemoglobin concentrations from

0.19 to 7.5 g/l in feline sera and 0.16 to 6.10 g/l in canine sera. The bilirrubin testing was

done from 6 to 600 mg/l in both species sera. The results had shown a hemoglobin positive

and additive interference in feline sera (21.60 g/l) and a negative interference in canine sera

(21.20 g/l). In addition both species had shown positive and additive bilirrubin interferences

(230 mg/l for feline sera and 2150 mg/l for canine sera).

Key words: (interferences), (fructosamine), (canine), (feline).

INTRODUCCION

En muestras de sangre destinadas a pruebas
diagndsticas, la presencia de hemoglobina (Hb)
y bilirrubina (BRR) pueden causar interferencias
en las técnicas analiticas de laboratorio que
utilizan métodos espectrofotométricos y

otros®!!

. Se puede definir a la interferencia
analitica como el efecto de una sustancia
presente en la muestra que altera el valor correcto
del resultado, generalmente expresado como
la concentracién o actividad del analito!!. Las
fuentes de interferencia pueden ser endégenas,
sustancias propias del organismo como Hb,
BRR, lipidos y proteinas y/o exdgenas, como
medicamentos, anticoagulantes, componentes
de alimentos, conservantes, detergentes, etc. El
objetivo de estudiar las interferencias analiticas
es el de detectarlas, cuantificarlas y buscar
las posibles soluciones al problema que ellas
plantean. Segin se produzca un aumento o
disminucién aparente de la concentracién del
analito medido, la interferencia se considera
aditiva o negativa, respectivamente?. El método
més conocido que se utiliza para cuantificar
las interferencias es el de la construccién de
interferogramas, propuesto por Glick y col®. El
interferograma es un método grafico obtenido
a partir de la determinacién del analito en
cuestién en muestras fraccionadas sin (control)

y con concentraciones crecientes del posible
interferente. Luego se grafican los resultados
provenientes de la diferencia obtenida entre
la muestra con interferente menos el control,
en funcién de la concentracién de interferente
agregada. Se establece un intervalo para la
aceptacion o rechazo de los valores del analito
en presencia del interferente®.

En nuestro grupo de trabajo estudiamos los
niveles de fructosamina (FR) en felinos y caninos
que reciben tratamientos con corticoides’. Uno
de los problemas mds comunes con el que nos
enfrentamos es la presencia de hemolisis en las
muestras, principalmente en el gato debido a las
dificultades en la extraccién de sangre en esta
especie. Menos frecuentemente, se presentan
casos de ictericia como potencial interferente.
Los prospectos que acompafan a los kits
de determinaciones de bioquimica clinica,
generalmente disenados para uso en humanos,
contienen indicaciones respecto a las posibles
interferencias por Hb y BRR que son muy
generales y poco precisas. Por ello y con el fin
de detectar y establecer los limites de las mismas,
nos propusimos evaluar las interferencias de Hb
y BRR en la estimacién de FR sérica de gatos
y perros clinicamente sanos mediante el uso de
un kit comercial para el método colorimétrico
desarrollado por Johnson y col'.
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MATERIALES Y METODOS

Todos los estudios fueron realizados
utilizando sueros provenientes de muestras de
sangre de gatos (n=8) y perros (n=9) sanos cuyos
duefos accedieron a participar en el estudio,
obtenidas por venopuncién. Las muestras
de suero fueron mezcladas en pools (n=4) y
almacenadas a -20°C hasta un mdximo de 2
meses. Para evaluar iz vitro el posible efecto
de la hemdlisis y de la bilirrubinemia sobre
la determinacién de FR se prepararon sueros
suplementados con Hb o BRR de la siguiente
manera:

Preparacion de solucién de Hb: se prepard
una solucién madre de Hb con los eritrocitos
provenientes de 2 ml de sangre de gato o
perro de acuerdo a la técnica de referencia®.
La concentracién de Hb en el hemolizado
final se determiné mediante el método de la
cianmetahemoglobina (Kit Hemoglobina, Lab.
W Brizuela SA, Cérdoba, Argentina).

Adicién de Hb: se agregaron concentraciones
crecientes de hemolizado diluido con agua
destilada (20 pl) a alicuotas de los pools de
sueros (190 pl) para producir concentraciones
crecientes de hemoglobina en sueros de felinos
(0.19, 0.27, 0.45,0.71, 1.6, 4.0 y 7.5 g/l) y en
sueros de caninos (0.16, 0.50, 0.70, 1.00, 1.22,
2.15, 4.00 y 6.10 g/l). La concentracién de
Hb en las alicuotas de suero se determiné por
espectrofotometria directa utilizando el método
de Harboe’. Posteriormente se determiné la
concentracion basal de FR por triplicado en
el pool de sueros control y en las muestras
adicionadas con Hb.

Preparacién de solucién de BRR: se
utiliz6 BRR (Sigma Chem Co, St. Louis, USA)
purificada por recristalizacién utilizando la
técnica de MacDonagh y Assisi'?, y disuelta en
Dimetil sulféxido (DMSO) (Sintorgan, Buenos
Aires, Argentina) a una concentracién de 6.3
mg/mL. Todo el procedimiento se realizé en la
oscuridad.

Adicién de Bilirrubina: a alicuotas de los
pools de sueros (190 pl) se agregé BRR diluida
en DMSO (20 pl) en cantidad suficiente para

obtener concentraciones crecientes de 6, 15,

30, 60, 150, 300 y 600 mg/l de BRR. La
concentracién final de BRR en las muestras
fue determinada mediante la reaccién diazoica
utilizando el kit Bilirrubina (Wiener Lab,
Rosario, Argentina). Posteriormente, se midi6
la concentracién de FR por triplicado en el pool
de sueros control (solo con DMSO) y en las
muestras conteniendo BRR.

Determinacién de FR: se realizé utilizando
el kit colorimétrico fructosamina AA (Wiener
Lab, Rosario, Argentina). La técnica estd basada
en el método desarrollado por Johnson y col.'
y aprovecha la propiedad del grupo cetoamino
de las proteinas glicosiladas de reducir la sal de
tetrazolio (N'TB) a formazdn en medio alcalino.

Estimaciéon grdfica de las posibles
interferencias en la determinacién de FR.
Para estimar los niveles séricos de Hb y BRR a los
que se producirfan alteraciones se construyeron
graficos de interferencias® representando el
pardmetro I en funcién de las concentraciones
del interferente agregadas: I = (b - a) / a,
siendo (b) la concentracién de FR en el pool
de sueros al que se le agregé el diluyente
que contiene diferentes concentraciones del
posible interferente. A este valor se le sustrae
la concentracién de FR del pool de sueros (a)
que contiene el mismo volumen de diluyente
sin el interferente. El intervalo de tolerancia
para la aceptacion o rechazo de los valores de
FR en presencia del interferente se calculé a
partir de la media + 3 desvio estdndar (SD) de
tres determinaciones de FR en las muestras sin
agregado de interferente".

Anilisis estadisticos. Con el objeto de
verificar los resultados obtenidos con los graficos
de interferencia se realizé un test ¢ de Student
apareado para analizar los valores de FR medidos
en sueros sin y con concentraciones crecientes
de interferentes. Todas las muestras se analizaron
por triplicado, se considerd estadisticamente
significativa una p<0.05.

RESULTADOS

En las figuras 1A y 1B se muestran los
gréficos de interferencia por Hb obtenidos en la
medicién de FR en sueros de felinos y caninos
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respectivamente. Para felinos se produce una
interferencia positiva a la concentracién sérica
de Hb de 1.6 g/, magnificindose el fenémeno
aditivamente para concentraciones mayores.
En cambio para caninos se produce una
interferencia negativa desde una concentraciéon
de 1.20 g/l. Puede observarse ademds que a
concentraciones de Hb mayor a 6 g/l se revierte
dicha interferencia. El andlisis estadistico
confirmé para ambos estudios el intervalo de
confianza de las concentraciones de FR en
presencia de Hb.

En las figuras 1C y 1D se muestran los
grificos de interferencia por BRR obtenidos
en sueros de felinos y caninos respectivamente.
En sueros provenientes de felinos se observa
una interferencia positiva creciente con el
incremento de la concentracién de BRR en
las muestras a partir de 30 mg/l. Para caninos
también se observa una interferencia positiva
y creciente a partir de la concentracién de 150
mg/l. El anilisis estadistico corroboré para
ambos casos el intervalo de confianza. En la tabla
1 se resumen los valores de FR determinados
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Figura 1. Grificos de Interferencia de Hb en la determinacion de FR en sueros de felinos (A) y caninos (B) y de Interferencia
de BRRen la determinacién de FR en sueros de felinos (C) y caninos (D). I = interferencia, a = concentracién de FR
en pool de sueros, b = concentracién de FR en pool de sueros + Hb.* diferencia estadistica significativa (P<0.05) en Test
t de Student apareado de muestras con interferente vs pool de sueros.
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en los pools respectivos y los intervalos de
rechazo obtenidos para los distintos grificos de
interferencia.

DISCUSION Y CONCLUSIONES

La concentracién de FR en suero refleja
el grado de control glicémico obtenido por el
paciente diabético y es til para monitorear la
efectividad de la terapia aplicada en la diabetes
en un periodo de varias semanas de manera
similar a la determinacién de Hb glicosilada'.
Por ello, es importante conocer en profundidad
las caracteristicas de la determinacién de FR
por las implicancias clinicas que esta tiene en
el seguimiento de control de la glucemia en el
paciente diabético. El problema de la muestra a
analizar comprende varios aspectos que tienen
una marcada influencia sobre los resultados de
las determinaciones de laboratorio®. Entre las
variables preanaliticas podriamos considerar por
ejemplo la hemolisis y la presencia de sustancias
enddgenas debidas a una patologia presente que
puede causar interferencias espectrales como el
caso de la BRR. Este trabajo se centra en estas
dos variables que se presentan frecuentemente
en el laboratorio de andlisis clinico veterinario.
Hemos encontrado que en los casos estudiados
con Hb y BRR, se producen interferencias
en la determinacién de FR con caracteristicas
diferentes para cada sustancia y cada especie.
Mientras que la interferencia por Hb en el felino

es aditiva, en el canino es negativa. El posible
mecanismo de interferencia en el felino podria
asociarse a las caracteristicas diferentes de la
Hb felina respecto de la canina, en relacién a
la mayor cantidad de grupos sulfhidricos en
su estructura’. Como antecedente, es conocida
la interferencia de sustancias que portan
sulthidrilos, como por ejemplo el glutation y la
cisteina, en la reaccidn del formazdn®.En perros
la interferencia negativa podria asociarse a una
reaccién quimica competitiva de la Hb canina
con algtin producto intermedio de la reaccion
colorimétrica®. Respecto a la interferencia
aditiva de BRR observada en suero de caninos
y felinos, podriamos postular que el mecanismo
de interferencia se produce por las caracteristicas
espectrales de la BRR, que absorbe en el rango
de 400 a 550 nm. El formazdn producido en
la reaccién colorimétrica de la FR absorbe
a 530 nm. Para verificar dicha hipétesis, se
determing la concentracién de FR en un suero
canino y en otra muestra del mismo suero al
que se le adicioné BRR en una concentracién
de 150 mg/l. Luego se realiz6 un barrido
espectral en las dos determinaciones de FR y
se determind que la curva perteneciente a la
reaccion colorimétrica de la FR en suero + BRR
presenta mayor absorcién a partir de los 400
nm. Las concentraciones de FR determinadas
en ambos casos fueron de 178 y 224 pmol/l
para la muestra de suero y suero+ BRR

Tabla 1: Concentraciones basales de FR en los pools utilizados para el estudio de interferencias y valores de los intervalos

de rechazo o aceptacién de la interferencia. Concentraciones séricas de Hb ([Hb].

) vy BRR ([BRR]. ) a las que

interf interf”

se produce interferencia en la determinacién de FR.(n=ntimero de determinaciones).del pool de sueros obtenida por

triplicado y SD = desvio estdndard.

Felinos Caninos
[FR] (umol/l) en pool p/interf. Hb 166 £6 (n=3) 330+ 14 (n=3)
[FR] (umol/1) en pool p/interf. BRR 241 £4 (n=3) 238 £12 (n=3)
Intervalo grafico Interf. Hb* 0x0.11 0£0.13
Intervalo grafico Interf. BRR 0+0.05 0x0.15
[Hb], ... (gD 1.60 1.20
[BRR], . (mg/l) 30 150

nota: *el intervalo grifico se calcula como: [(a + 3 SD) - a] + a, siendo a la concentracién de FR del pool de sueros

obtenida por triplicado y SD = desvio esténdard.
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respectivamente, verificando la interferencia
positiva de la BRR.;Cémo resolver el problema
de estas interferencias en el laboratorio? En
primer lugar el laboratorio debe establecer las
concentraciones limite de los interferentes en la
muestra a partir de los cuales se rechaza la misma
o se informa al médico veterinario el problema
encontrado. Para ello serd necesario determinar
la concentracién de Hb o BRR en las muestras.
Alternativamente en el caso de Hb, si no se
dispone de un espectrofotémetro que permita
la determinacién precisa de Hb, se puede
confeccionar una imagen con tubos conteniendo
sueros con concentraciones crecientes de Hb, de
modo que el laboratorista pueda rdpidamente
por comparacién obtener una estimacién de la
concentracién del interferente en la muestra.
Como ejemplo de este proceder, en la direccién
web: https://drive.google.com/file/d/0Bzf-
5xzGtpldc3lTm9JdEZVejA/edit?usp=sharing
se muestra una fotografia con tubos conteniendo
concentraciones de Hb desde 0.23 a 1.43 g/l en
sueros de origen canino, las cuales podrdn ser
contrastadas con los valores de Hb y BRR a los
que se produce interferencia de la Tabla 1.
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