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Deteccion de un error sistematico constante
en un procedimiento directo de medida del
colesterol de las lipoproteinas de baja densidad

Rafael Caballero Sarmiento
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En el trabajo habitual de nuestro laboratorio de
asistencia primaria, se determina el colesterol de
las lipoproteinas de baja densidad (cLDL)
directamente, con equipo suministrado por
Olympus Espana y creado por WAKO, en pacientes
cuyos triglicéridos son > 400 mg/dl. Movidos por
una revisién de la bibliografia sobre este método y
no disponiendo de medios (ultracentrifuga) para
estudiar la posible inespecificidad que se cita en la
bibliografia, hemos recurrido a medir con dicho
método el cLDL de pacientes con triglicéridos
<200 mg/dl, a los que, al aplicar la férmula de
Friedewald, su resultado de LDL serfa méas
transferible con la ultracentrifugaciéon. Hemos
detectado un error sistematico constante del LDL
directo frente al calculado y, por métodos
estadisticos, hemos llegado a la conclusién de que
ese error sistematico constante se debe a que el
reactivo Olympus mide, inespecificamente, el
colesterol de las lipoproteinas de muy baja
densidad. Creemos que estos datos son
importantes para los usuarios de este reactivo,
tanto como la pronta respuesta a las dos preguntas
que se plantean al final del estudio.
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CONSTANT SISTEMATIC ERROR DETECTED IN
A DIRECT ASSAY FOR MEASUREMENT OF LDL-
CHOLESTEROL

In our primary care laboratory, we routinely
perform the direct low density lipoprotein (LDL)
cholesterol test, supplied by Olympus Espana and
created by WAKO, in patients with triglyceride levels
of > 400 mg/dl. Studies in the literature have
reported systematic error when this method is used.
Because an ultracentrifuge was not available to
study the possible lack of specificity reported in the
literature, we used this test to measure LDL
cholesterol in patients with triglyceride levels of
<200 mg/dl in whom, on applying the Friedewald
formula, the results for LDL cholesterol would be
more concordant with those obtained by
ultracentrifugation. We detected a constant
systematic error in the direct LDL cholesterol test
versus Freidewald calculation and, using statistical
methods, we concluded that this constant systematic
error is due to the fact that the Olympus reagent
measures, nonspecifically, VLDL cholesterol. We
believe that users of this reagent should be aware of
these data and that a rapid response should be given
to the two questions posed at the end of the study.
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La asociacion entre el colesterol total y la enfer-
medad coronaria fue demostrada en estudios pros-
pectivos como el de Framingham'!. La mayoria del
colesterol total es transportado en la circulacién
general por las lipoproteinas de baja densidad
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(LDL), que han demostrado ser la principal causa,
cuantitativa y/o cualitativamente, del riesgo de en-
fermedad isquémica. Las tltimas indicaciones del
National Cholesterol Education Program (NCEP-
ATP IIT) dan méas importancia, en esta version, a la
prevencién primaria de la cardiopatia isquémica.
Los estudios en pacientes sin cardiopatia isquémi-
ca, pero en tratamiento para reducir el colesterol
de las LDL (cLDL), han demostrado claramente la
eficacia de esa reduccién en la prevencion primaria
de la enfermedad coronaria®3.

Ante la imposibilidad de medirlo en centros no
especializados (y que, por tanto, no disponen de la
técnica de referencia para medir cLDL: ultracentri-
fugacion secuencial o su forma abreviada, la beta-
cuantificacién), Friedewald desarroll6 en 1972 una
férmula* para estimar la concentracién de cLDL en
plasma, indicando su validez hasta una cifra de tri-
glicéridos de 400 mg/dl (4,5 mmol/l). No obstante,
se ha demostrado®® que en las muestras con cifras
de triglicéridos hasta 200 mg/dl (2,26 mmol/l) se
consigue la mejor transferibilidad entre los resulta-
dos de la ecuacién y los de la betacuantificacion:
un 86-92% de los valores de cLDL se diferencian en
menos del 10%, mientras que en muestras con tri-
glicéridos en 200-300 mg/dl (3,4 mmol/l) y 300-400
mg/dl (4,5 mmol/l), ese porcentaje de acuerdo dis-
minuye al 75 y el 61%, respectivamente.

Para suplir los inconvenientes de la betacuantifi-
cacion y la férmula de Friedewald, se han desarro-
llado métodos directos y homogéneos para medir
cLDL. Estos métodos facilitan la medida sistemati-
ca de cLDL en amplias series de muestras, tal y
como requiere actualmente el laboratorio clinico,
con porcentajes aceptables de imprecision e ine-
xactitud. En una publicacién del afio 20007, a la
que se hace referencia en una revisién de 20028, se
detect6 un error sisteméatico en las mediciones por
el método desarrollado por WAKO. Creimos rele-
vante, tras 6 afios de su publicacién y haber cam-
biado en nuestro pafs la comercializacion del cita-
do reactivo, revisar si WAKO habfa mejorado su
reactivo o se segufa detectando ese error sistemati-
co, lo cual hemos hecho con una potencia estadisti-
ca mayor, y ofrecer, con mayor solidez, una expli-
caci6n al porqué de ese error sistematico que
presentaba el reactivo desarrollado por WAKO.

Objetivo del estudio

Ensayar la especificidad del método para medir
cLDL desarrollado por WAKO (comercializado en
nuestro pafs por Olympus Espafa; referencia
OSR6183), para objetivar si el error sistematico en
la medida de cLDL, descrito en 2000, existe o ha
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sido corregido mediante modificaciones en los reac-
tivos utilizados.

Material y método

En 109 muestras de suero, se ha medido el colesterol total y
el colesterol de la lipoproteinas de alta densidad (cHDL) y se
ha calculado el colesterol no HDL (cnoHDL); el cLDL se ha
calculado mediante la férmula de Friedewald (cLDL = coleste-
rol total — [cHDL + triglicéridos/5]) y se ha medido mediante el
método directo desarrollado por WAKO y suministrado en Es-
pafia por Olympus (ref. OSR6183). Todas las mediciones se
han hecho en un Olympus 5400. Se selecciond las 109 mues-
tras por presentar triglicéridos < 200 mg/dl (2,26 mmol/l).

El método WAKO para medir cLDL se basa en que, en una
primera reaccién, un agente protector impide que el cLDL sea
degradado por las enzimas colesterol esterasa y colesterol oxi-
dasa, mientras que el cHDL y el de las lipoproteinas de muy
baja densidad (cVLDL) se degradan por su accién. El peréxido
de hidrégeno generado en esta reacciéon se descompone por la
enzima catalasa. En una segunda reaccion, se liberan las LDL
de su reactivo protector y mediante acida sédica se inactiva la
catalasa; entonces actdan la colesterol esterasa y la colesterol
oxidasa sobre el cLDL, y el per6xido de hidrégeno resultante
reacciona con la 4-aminoantipirina y desarrolla una colora-
ci6én azul que se mide espectrofotométricamente.

El tratamiento estadistico de los datos ha sido comparar la
medida de cLDL por la férmula de Friedewald y el método di-
recto mediante el método de Bland-Altman, el coeficiente de
correlacién intraclase’ y la regresién no paramétrica de Pas-
sing y Bablok.

También se ha estudiado la media de las diferencias entre
ambas medidas de cLDL mediante la prueba de la t de Student
para datos apareados y se ha cuantificado la diferencia del reac-
tivo de WAKO mediante una regresion lineal simple; se ha in-
tentado encontrar el analito que causaba las diferencias entre
el método directo y la férmula de Friedewald.

Resultados y discusion

Los resultados obtenidos se muestran en la tabla 1.

Todas las mediciones por el método directo pro-
dujeron resultados superiores a los valores obteni-
dos por calculo, es decir, por encima de la linea del
0 en el método de Bland-Altman (fig. 1).

El coeficiente de correlacién intraclase fue de
0,949 y resulté significativo (p = 0,0005). Este coe-
ficiente resulta necesario para comprobar el acuer-
do de dos métodos de medida, pero no es suficien-
te. La posible significacién de las diferencias entre
los resultados de ambos métodos de medida se
comprob6 con la prueba de la t de Student para
datos apareados, que demostré que la diferencia
entre la medicién directa y la medicién calculada
de 12,1 mg/dl (0,137 mmol/l) (intervalo de confian-
za [IC] del 95%, 11,15-13,1 mg/dl) era estadistica-
mente significativa (p = 0,0005). Es decir que, inde-
pendientemente de su correcta asociacién, entre
las mediciones de los dos métodos hay un error sis-
tematico significativo. La regresion no paramétrica
de Passing y Bablok mostré (fig. 2) una ecuacién
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Tabla 1. Datos obtenidos en la muestra
de 109 sueros

| Minimo | Maximo | Media + DE
Colesterol 126 294 207,2 + 34,58
Triglicéridos 40 200 105,00 = 36,17
cHDL 29 104 60,28 + 14,32
cnoHDL 82 221 146,93 + 31,57
cLDL Férmula 60,8 199,8 125,876 + 28,71
cLDL Directo 78 208 137,77 + 28,52
Diferencia cLDL 0,40 238 11,89 + 5,01

cHDL: colesterol de las lipoproteinas de alta densidad; cLDL: coleste-
rol de las lipoproteinas de baja densidad; cnoHDL: colesterol de las li-
poproteinas distintas de HDL; DE: desviacién estéandar.

de regresion tal que: cLDL (directo) = 0,955 cLDL
Friedewald + 13,4 mg/dl (0,15 mmol/l). El IC del
95% de la pendiente (0,955-1,030) incluyé el 1,
mientras que el de la ordenada en el origen (8,3-
17,6 mg/dl) no incluyo 0; el valor de la ordenada en
el origen calculado en la regresién de Passing-Ba-
blok (13,4 mg/dl) fue coincidente con la media de
las diferencias de valores (12,1 mg/dl) observada
entre ambos métodos. En consecuencia, el analisis
estadistico confirmé que el método directo presen-
taba un error constante (12,1-13,4 mg/dl) en com-
paracion con el calculo de Friedewald.

Se realiz6 un andlisis de regresion multiple (mé-
todo stepwise) tomando la diferencia entre las con-
centraciones de cLDL como variable dependiente y
todas las demas variables analizadas como varia-
bles predictoras. Las tinicas variables significativa-
mente predictoras de las diferencias entre los mé-
todos fueron el cVLDL calculado (coeficiente B =
0,501; IC del 95%, 0,326-0,601) y los valores de
cLDL de la férmula de Friedewald (coeficiente B =
-0,595; IC del 95%, -0,85 a -0,34). En el andlisis
univariado, en cVLDL, calculado como triglicéri-
dos/5, fue una variable predictora, con un coefi-
ciente = 0,43 (IC del 95%, 0,326-0,534). Este coefi-
ciente indica que, por cada mg/dl que aumente el
cVLDL calculado (o, lo que es lo mismo, los trigli-
céridos/5), las diferencias entre las dos mediciones
de cLDL aumentaran 0,43 mg/dl (de media).

Al categorizar los valores de cLDL obtenidos por
el método directo y por el célculo de Friedewald de
acuerdo con los criterios del NCEP, los primeros
sobreestiman el riesgo cardiovascular dependiente
de cLDL, al aumentar la categorfa de riesgo en el
339% de los casos (tabla 2).

La férmula de Friedewald utiliza las concentra-
ciones de cHDL y cVLDL como sustraendo del co-
lesterol total para el calculo del cLDL. Se ha demos-
trado que los métodos directos para medir cLDL
estan exentos de interferencias por cHDLS, y en
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Figura 1. Gréfico de Bland-Altman.
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Figura 2. Gréfico de la regresion de Passing-Bablok.

consecuencia, los valores incrementados observa-
dos por el método directo respecto a la férmula de
Friedewald estarfan en relacién con el cVLDL cal-
culado. Este hecho queda demostrado por la depen-
dencia estadistica con el cVLDL calculado que el
error del método directo muestra. Otras particulas
lipoproteinicas con semejanza fisicoquimica con las
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Tabla 2. Categorizacion de los valores de cLDL segtn las categorias del NCEP en 109 muestras analizadas

por un método directo o por la formula de Friedewald

cLDL por férmula de Friedewald (mg/dl) Total
t.
<100 | 100130 | 130160 |  160-19 > 190 o
LDL directo (mg/dl) <100 12 12
100-130 4 30 34
130-160 19 23 42
160-190 8 6 14
> 190 5 2 7
Total 16 49 31 11 2 109

cLDL: colesterol de las lipoproteinas de baja densidad; NCEP: National Cholesterol Education Program.

Los valores de la tabla representan el niimero de muestras en cada categoria.

LDL, como las lipoproteinas de densidad interme-
dia (IDL) o Lp(a), podrian ser la causa del error sis-
tematico mostrado por este método directo. Aun-
que no se ha ensayado la reactividad del método
con las particulas IDL, puede asumirse que en las
muestras analizadas no las habia en una concentra-
cién significativa, se tratd con muestras de sujetos
sin hipertrigliceridemia y la disbetalipoproteinemia
es poco frecuente (< 1%) en muestras obtenidas en
el analisis de individuos como la poblacién asistida
en nuestro centro de salud; respecto a la Lp(a), la
cantidad de colesterol transportado en las citadas
particulas sélo explicarfa un aumento de cLDL de
una magnitud como la del error mostrado por el
método directo si las concentraciones medias de las
muestras analizadas fueran superiores a los 700
mg/l*!%, Hay que destacar que la informacién sumi-
nistrada por el fabricante del método directo no
menciona el efecto de las particulas IDL, aunque al-
gunos autores indican que este método es poco ttil
para la deteccién de la hiperlipoproteinemia tipo
1%, ni el de las particulas Lp(a). Los datos obteni-
dos en el presente trabajo, aparte de demostrar la
existencia de un error sistematico en la medida de
cLDL por el método en muestras normotrigliceridé-
micas, plantean incognitas como qué valores de
cLDL se observarian con el método directo en
muestras hipertrigliceridémicas o de pacientes dia-
béticos, con abundancia de particulas VLDL rema-
nentes. Estas preguntas deberan ser contestadas en
el futuro mediante la comparacién del método di-
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recto con el de la ultracentrifugacién secuencial o
con la betacuantificacion.
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