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Resumen

Objetivos: Busqueda de errores sistematicos en la medida de las
concentraciones de triglicéridos. Valoraciéon de su importancia para
el diagnéstico y control del paciente, en virtud de las recomenda-
ciones del National Cholesterol Education Program: Adult Treat-
ment Panel IlI.

Material y métodos: Se plantearon 2 procedimientos para detectar
errores de exactitud en la medida de triglicéridos, mediante los mé-
todos con y sin blanco de glicerol. Por un lado, el anélisis indepen-
diente que consistié en el analisis en paralelo de 116 muestras de
suero obtenidas por muestreo aleatorio en el mes de diciembre de
2002 mediante 2 métodos, uno de ellos de fiabilidad garantizada.
Por otro, se preparé una muestra patrén para valorar en ella la con-
centracion equivalente de triglicéridos por ambos métodos.
Procesamiento estadistico de resultados.

Resultados: Se detect6 un error sisteméatico o determinado positivo
en la medida de triglicéridos con blanco de glicerol: a) la valoracién
del anélisis independiente arroj6 una diferencia positiva constante
de 0,110 mmol/l; b) el analisis de las muestras patrén por el méto-
do MCB establecié un intervalo de confianza de 8,5-8,7 mmol/l,
que no incluyé la concentracién teérica calculada para las muestras
patrén, 8,4 mmol/l.

Conclusiones: El error sistematico encontrado, aunque no sorprende
por su valor absoluto (= 5%), tiene importancia por presentar signo
positivo respecto a la determinacién de triglicéridos sin tener en
cuenta el blanco de glicerol.

Palabras clave: Trigliceridos/analisis. Trigliceridos/sangre. Patrones de
referencia. Control de calidad. Interpretacién de datos. Estadistica.

Introduccion

Uno de los objetivos de calidad perseguidos por los labo-
ratorios, estriba en la utilizacién de técnicas analiticas que
cumplan las exigencias de exactitud y precisién estableci-
das!. Para cada parametro bioquimico, estas exigencias de-
penden de su repercusién para realizar un diagnoéstico, un
pronéstico o instaurar y seguir un tratamiento.

Las dislipemias son un importante factor de riesgo vas-
cular, y los triglicéridos (TG) tienen un creciente interés e im-
plicaciones en ellas. La elevacién de los TG en situaciones
especificas, como el sindrome metabélico (asociado a diabe-
tes mellitus, hipertensién y estado procoagulante), su influen-
cia en la resistencia insulinica y sus implicaciones terapéuti-

Abstract

Objectives: To identify systematic bias in triglyceride determina-
tions and assess its importance in patient diagnosis and manage-
ment, according to the recommendations of the National Choleste-
rol Education Program: Adult Treatment Panel IlI.

Material and methods: Two procedures to detect accuracy errors in
triglyceride measurements with and without glycerol-blanking were
carried out. On the one hand, independent analysis, which consis-
ted of parallel analysis of 116 serum samples obtained by random
sampling in December 2002 using two methods, one of which was
of proven reliability, was performed. On the other hand a standard
sample was prepared to test the equivalent triglyceride concentra-
tion using both methods. Statistical processing of the results was
performed

Results: Systematic positive bias was detected when measuring gly-
cerol-blanked triglycerides: a) independent analysis yielded a positi-
ve constant difference of 0.110 mmol/L; b) analysis of the standard
sample performed by the MCB method established a confidence in-
terval (8.5-8.7 mmol/L) that did not include the theoretical concen-
tration calculated for the standard samples (8.4 mmol/L).
Conclusions: Although its absolute value was low (> 5%), the syste-
matic bias detected was important because it showed a positive
sign versus unblanked triglycerides.

Key words: Triglycerides/analysis. Triglycerides/blood. Reference
standards. Quality control. Data interpretation. Statistics.

cas para evitar la aterogénesis en estos pacientes, revelan la
importancia de una medicién fiable?3. Especialmente impor-
tante es la medida exacta de las concentraciones de TG tras
ayuno para el diagnéstico de la dislipemia aterogénica, junto
con la medida del cHDL* (colesterol ligado a lipoproteinas de
alta densidad).

Las concentraciones de cLDL (colesterol ligado a lipo-
proteinas de baja densidad), que se obtienen mediante la fér-
mula de Friedewald®, dependen de la concentraciéon de TG.
La férmula se basa, fundamentalmente, en asumir que las li-
poproteinas de muy baja densidad (VLDL) mantienen una
proporcién entre colesterol y triglicéridos, la media estimada
de esta proporcion es aproximadamente de 0,2. EI cLDL se
deduce del colesterol total de la siguiente forma:
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cLDL = colesterol total — cHDL — TG x 0,2 (todo en
mg/dl)

Actualmente, existen 2 tipos de métodos para determi-
nar los TG: métodos de medicién de TG sin blanco de glicerol
(MSB) y con blanco de glicerol (MCB). Dadas sus caracteristi-
cas, se esperan mayores concentraciones de TG en los resul-
tados de MSB frente a MCB®. Tras inspeccionar los valores
esperados de TG de un suero control interno proporcionado
por el proveedor Beckman Coulter, Inc.), dentro del programa
de calidad de nuestro laboratorio, se observé que este hecho
no se cumplia. Las concentraciones mostradas eran paradéji-
camente mas elevadas para el MCB que para el MSB. Estos
antecedentes motivaron la realizacién de un estudio con obje-
to de determinar la exactitud en la medida de TG en suero y
su repercusién posterior.

Material y métodos

Se plantearon 2 procedimientos para verificar la existen-
cia de errores en la medida de TG mediante los métodos MSB
y MCB. Por un lado, el anélisis independiente, que consiste
en el analisis de la muestra con un método distinto de fiabili-
dad garantizada o método de referencia, y por otro el analisis
de muestras patron’, que son muestras sintéticas cuya com-
posicién se conoce y es muy parecida o igual a la del suero
para el que se ensaya el analisis. Las muestras patréon deben
prepararse cuidadosamente para asegurar que la concentra-
cion de la sustancia que hay que analizar se conozca con un
alto grado de pureza.

Procedimiento analitico I: determinacion de triglicéridos
en muestras de suero

La determinaciéon de TG en muestras de suero se realiz6
en nuestro laboratorio mediante sistemas SYNCHRON® LX
(Beckman Coulter, Inc.) a partir de la cuantificacion de glice-
rol que se libera tras la hidrélisis con lipasa (MSB). Dado que
las muestras de suero inicialmente presentan ciertas concen-
traciones de glicerol endégeno, conviene realizar la medida
previa de éstas para restarla (MCB). Se trata de métodos en-
zimaticos que utilizan la enzima glicerofosfatooxidasa®1° (fig.
1). La diferencia entre ellos estriba en que la lipasa (reaccién
[a] de la figura 1) se afiade mas tarde en el MCB, cuando ya
se ha agotado todo el glicerol endégeno. Los métodos de los

Figura 1. Esquema de las reacciones quimicas.

sistemas SYNCHRON® LX para la determinacién de TG pro-
porcionan un rango analitico lineal de 0,1 a 11,3 mmol/I!.

Se realizd un muestreo aleatorio a lo largo del mes de
diciembre de 2002 de 116 muestras de suero, todas proce-
dentes de pacientes ambulatorios atendidos en nuestro me-
dio. No se tuvo en cuenta la edad, el sexo ni el diagnéstico
previo de los pacientes estudiados, ya que estas variables no
influyen a priori en los métodos a evaluar.

Para cada muestra se cuantificaron las concentraciones
de TG por ambos métodos.

Procedimiento analitico 1l: determinacion del glicerol
de las muestras patrén

A falta de un método de referencia disponible, se con-
trastaron los 2 métodos con una solucién preparada a partir
de glicerol de densidad y pureza conocidas (en el esquema de
la figura 1 se puede observar que 1 mol de “glicéridos” equi-
vale a 1 mol de glicerol). EI método de referencia propuesto
por el Cholesterol Reference Method Laboratory Network
(CRMLN) de los Centers for Disease Control (CDC), necesario
para poder contrastar los métodos referidos, no se encuentra
disponible en la mayoria de laboratorios por resultar poco
practicable®. En ellos se extraen con cloroformo los TG de in-
terferentes hidrosolubles, como el glicerol, y se eliminan los
fosfolipidos con acido sialico. De este modo, sélo se cuantifi-
can los “glicéridos” (mono, di y triglicéridos)!213,

Para eliminar posibles errores estadisticos en la prepara-
cién de las muestras patrén, se prepararon 5 soluciones distin-
tas a la misma concentraciéon (8,4 mmol/l). La sustancia pa-
trén'4, utilizada para preparar las muestras patrén, contenia un
98% de glicerol, una densidad de 1,26 kg/l, y una masa mole-
cular de 92,09 g/mol (QUIMON S.A., Montplet & Esteban).

Cada solucién fue valorada con cada método, y se repi-
ti6 10 veces la medida (SYNCHRON® LX).

Andlisis estadistico

Los resultados de las mediciones de TG con ambos
métodos se compararon mediante el método de Passing-Ba-
block!®, una regresion lineal no paramétrica, dado que los
resultados obtenidos no seguian una distribucién normal
(comprobado previamente por el método de Kolmogorow-
Smirnoff).

Lipasa

(a) Triglicéridos — glicerol + &cidos grasos

K
(b) Glicerol + ATP N?—» glicerol-3-fosfato + ADP
g++

(c) Glicerol - 3- fosfato + OZG—quihidroxiacetona +H,0,

HPO
(d) 2 H,0, + 4-aminoantipirina + DHBS —colorante quinoneimina + HCI + 2H,0

ADP: adenosin difosfato; ATP: adenosin trifosfato; DHBS: 3,5-dicloro-2-hidroxibenzeno sulférico; GK: glicerolcinasa; GPO: glucerofosfato oxidasa; HPO: peroxida-

sa de rabano picante.
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Se calcul6 la media, desviacion estandar y ponderada de
las 5 muestras patrén, para cada método, asi como el interva-
lo de confianza, expresados entre paréntesis.

Resultados

La figura 2 refleja los resultados del analisis de Passing-
Bablok. Todos los valores se distribuyen por encima de la li-
nea de identidad. Se detecta una diferencia sistematica posi-
tiva constante (tiene siempre la misma magnitud, aun cuando
cambie la concentraciéon de la sustancia que hay que anali-
zar, coincide con el término constante de la regresién lineal),
en torno a 0,110 mmol/l que se extrae del analisis de Pas-
sing-Bablock (concordancia Passing-Bablock: r = 0,998; Y =
1.000 [0,993 - 1,018] X + 0,110 [0,099 - 0,123]; p <
0,05; donde Y y X representan concentracion de TG en
mmol/l, con y sin blanco de glicerol, respectivamente). El gra-
fico de diferencias de la figura 3 también muestra una dife-
rencia positiva en favor de los TG con blanco de glicerol.

La valoracion de las muestras patrén de glicerol por el
método con blanco de glicerol arroj6 un resultado de 8,6
(8,5-8,7) mmol/l, mientras que el resultado sin blanco fue de
8,4 (8,2-8,6) mmoll/l.

Discusion

Los requisitos de calidad para la medida de las concen-
traciones de TG contindan siendo menos estrictos que los exi-
gidos en la determinacion de las concentraciones de coleste-
rol total*, a pesar de que la concentracién en suero o plasma
de los TG parece constituir un factor de riesgo cardiovascular
independiente del resto de magnitudes lipidicas (ya que las
lipoproteinas remanentes presentes en la dislipemia aterogé-
nica, ricas en triglicéridos, son aterogénicas per se)l®'’. La
calidad analitica se define en términos aceptados de inexacti-
tud (diferencia numérica entre el valor medio de una serie de
determinaciones y el valor verdadero, referida al valor verda-
dero), imprecisién (desviacion o coeficiente de variaciéon de
un conjunto de medidas repetidas) y las limitaciones impues-
tas al error global en la medida. En sus recomendaciones de
1995, el National Cholesterol Education Program (NCEP) de-
fine los requerimientos de calidad que deberian acompafiar a
las medidas de TG: el error total de las medidas de TG debe-
ria ser inferior al 15%, con una inexactitud o error relativo
< 5% y una imprecisién < 5%119,

El error sistematico o determinado (error que da lugar a
una desviacion, siempre en el mismo sentido, de los resulta-
dos obtenidos respecto al valor verdadero), cometido al no
sustraer el blanco de glicerol, generalmente no es muy gran-
de, excepto para los casos en los que el glicerol endégeno se
encuentra anormalmente elevado?®. Se ha demostrado que
aproximadamente un 4% de los pacientes ambulatorios y un
12% de los ingresados presentan concentraciones de glicerol
libre tan elevadas que puedan falsear en mas de un 10% la
concentracién de TG?'?2, En ausencia de otro tipo de error
sistematico, al tratarse de muestras ambulatorias, sélo 4 de

Figura 2. Test de concordancia, Passing-Bablok (n = 116).
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Pendiente: 1,000 (0,993 a 1,018); ordenada de origen: 0,110 (0,099 a
0,123); TGB: triglicéridos con blanco. TG: triglicéridos sin blanco.

cada 100 muestras estudiadas presentarian una diferencia en
la concentraciéon de TG determinada por el método MCB res-
pecto al MSB, y ésta seria negativa.

La diferencia sistematica detectada en el presente estu-
dio no sorprende por su valor absoluto, que supera el limite
de exactitud permitido (5% para una hipotética muestra con
concentraciones de TG por encima del limite alto: 2,26
mmol/l y superior al 5% para concentraciones inferiores al li-
mite), sino por su signo positivo (deberia ser negativo como
se ha dicho anteriormente).

Los resultados obtenidos del andlisis de las muestras pa-
trén de glicerol por ambos métodos establecieron un intervalo
de confianza (IC) para cada uno. Se valoré cuéal de ellos in-
cluia a la concentracién tedrica. Dicha concentraciéon (8,4
mmol/l), precalculada a partir de los datos de pureza, densi-
dad y peso molecular del glicerol, y volumen final de la mues-

Figura 3. Grafico de diferencias relativas, n = 116.
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Diferencia media: 0,117 (0,109-0,124); TGB: triglicéridos con blanco; TG:
triglicéridos sin blanco.

18 Rev Calidad Asistencial 2004;19(1):16-9

22




Rodriguez-Manotas M, et al. Errores sistematicos en la determinacién de triglicéridos

tra patrén, estd contenida dentro del IC del método MSB (con
una probabilidad > 0,95) y no esta contenida dentro del méto-
do MCB (p > 0,95). Estos resultados dan validez a los que se
obtuvieron para el MSB del “Procedimiento analitico I”, donde
se contrasté el método MCB frente al MSB. También sirve
para verificar la existencia de un error determinado de signo
positivo en el método con blanco de glicerol, en torno a esa
concentracién (8,4 mmol/l). Por desgracia, el error asociado a
los instrumentos volumétricos hizo desaconsejable la prepara-
cién de otras soluciones o muestras patrén (se necesitaba una
diluciéon adicional) para poder abarcar todo el rango analitico,
ésta fue la limitacion méas importante del estudio de exactitud.

En cuanto a la aportacién de la concentracion de TG al
célculo del cLDL: las concentraciones de TG (expresadas en
mg/dl) sélo contribuyen con 1/5 (o 0,2) de su valor al del cLDL,
las cifras significativas inherentes al producto TG x 0,2 vienen
limitadas por las del coeficiente y enmascararian el error cons-
tante detectado para valores elevados de TG, que son los que
nos interesan. El error inherente al uso de la formula de Friede-
wald, que supone un error superior a = 4%, no limita su uso.

Se confirma la existencia del error sistemético detectado
en la medida de las concentraciones de TG mediante el MCB.
El error tiene consecuencias negativas inmediatas: a) en el
diagnéstico de la dislipemia aterogénica, dentro del sindrome
metabdlico (concentraciones en suero de cHDL < 40 mg/dl, y
de TG = 150 mg/dl); b) para el clinico al suministrar una in-
formacién errénea que conduciria a la aplicacién de un trata-
miento hipolipemiante mal dirigido*.

El hecho de detectar y demostrar la existencia de error
sistemaético de signo positivo en la determinacién de las con-
centraciones de TG con blanco de glicerol deberia servir para
su pronta correccién. Esta medida resulta de obligada necesi-
dad para que podamos continuar adoptando otra de las reco-
mendaciones del NCEP!”, que propone la creacién de prue-
bas reflejas de TG con blanco de glicerol para aquellas
muestras que superen 2,26 mmol/l de TG sin blanco.
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