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RESUMEN

El objetivo del presente trabajo consiste en determinar los intervalos de referencia
para hemoglobina y hematocrito en una poblacién adulta-joven del departamento
de Lima. Sesiguieron los lineamientos de laguia C 28-A3 del CLSI, paralo cual se
eligié como poblacion de referencia a estudiantes de una institucién de educacion
superiorquesuperaronloscriteriosdeexclusionfijadosyaccedieronalaextraccion
de sangre. Fueron tomadas muestras de 120 varones y 120 mujeres. Los analitos
se determinaron por el método de cianmetahemoglobina y microcentrifugacion,
siguiendo procedimientos estandarizados en las guias CLSI H 15-A3 y H 07-A3
respectivamente. Elintervalo dereferenciase calcul6 porel método no paramétrico
descritoenlaguiaCLSIEP 38-A3. Los limitesobtenidos fueron: hemoglobina=14-
16.8 g/dl (hombres), 11.3-14.3 g/dl (mujeres) y hematocrito= 41-53 % (hombres),
37-47% (mujeres). Estosresultadosfueroncomparadosconotrosvaloresobtenidos
en diferentes estudios.

Palabras clave: intervalos de referencia, hemoglobina, hematocrito, poblacion
adulta joven de Lima, CLSI C 28-A3.

ABSTRACT

fte aim of the present work is to determine the reference intervals for Hemoglobin
and Hematocrit in the young adult population of Lima. fte guidelines of the CLSI
C 28-A3 document were followed, for which students from the Higher education
educational institution were chosen as the reference population, who exceeded the
exclusioncriteriaestablishedandagreedtotheblood collection. Twosamplesof 120
students each, between men and women, were selected. fte analytes were dosed by
the cyanmetahemoglobin method and microcentrifugation following standardized
procedures. fte reference interval was calculated by the nonparametric method
and the limits obtained were: Hemoglobin =14-16.8 g/ dl (men), 11.3-14.3g/dl
(women) and Hematocrit = 41-53 % (men), 37-47 % (women). ftese results were
comparable to other values obtained in differentstudies.

Keywords: Referenceintervals, Hemoglobin, Hematocrit, youngadultpopulation
of Lima, CLSI C 28-A3.
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L. INTRODUCCION

Antecedentes

Determinar o verificar intervalos de refe-
renciabioldgicos es parte fundamental del
procesode verificacionde procedimientos
de medida en el laboratorio; sin embargo,
por mucho tiempo no ha existido una guia
que uniforme criterios para lograr este ob-
jetivo. Appold(2009) sefialaen sueditorial
que «alemplear lasestrategias presentadas
en la guia C28-A3, el laboratorio puede
aumentar la confianza de los intervalos de
referencia que reporta en susresultadoss.
Indica ademas que la nueva version dela
guia permite validar intervalos de referen-
cia, inclusive en laboratorios pequefios,
usando solo 20 muestras de individuos de
referencia sanos®.

La importancia de realizar este proto-
coloradicaen que los valores que conside-
ramos como “normales” paradeterminado
analito, en realidad dependen de la pobla-
cion de estudio y no necesariamente seran
los mismos que los descritos en la biblio-
grafia. Brewsteretal. (2007), ensuestudio
sobre la distribucion de Creatin Kinasaen
la poblacidn general, descubrieron que los
valores de referenciade la prueba declara-
dos por el fabricante de un reactivo se en-
contraban de tres a cinco veces por debajo
de los valores obtenidos en la poblacion
de estudio: 1500 individuos clasificados
COMO sSanos?.

Losrangos de referenciaayudan a des-
cribir lo que es més caracteristico para un
grupo particular de individuos en funcion
de su edad, sexo u otras caracteristicas. Gal-
visetal. (2016) estimaron losintervalos de
referencia del perfil lipidico en una pobla-
cion atendida en un laboratorio, estable-
ciendo que la importancia para el disefio

de estrategiasde prevencion primariapara
dislipidemiases lapoblacidnestadistica®.

En Latinoamérica se observan pocos
antecedentes de este tipo de estudio, Fer-
nandez et al. (2006) determinaron inter-
valos de referenciaparalos parametros del
autoanalizador hematolégico GEN-S en
una poblacién de donantes voluntarios de
sangre de la zona metropolitana de Cara-
cas, Venezuela, y los intervalos hallados
fueron similares a los reportados por la
mayoriade autores cominmente consulta-
dos en la literatura®. Sin embargo, a nivel
nacional aun no se han estudiado valores
de referencia para estos parametros he-
matoldgicos. En ese contexto, uno de los
objetivosdel presente trabajo es establecer
los rangos de referencia de una poblacion
local para los parametros de hematocritoy
hemoglobina.

Rosales Rimache et al. (2012) deter-
minaron la prevalencia de anemia en estu-
diantesingresantesalaUniversidad Nacio-
nal Mayor de San Marcos en Lima, Per(,
y destacaron la necesidad de contar con
intervalos de referencia locales de hemog-
lobina para poder clasificar la presencia o
ausencia de anemia, ya que, dependiendo
deesavariable, latasa de laenfermedaden
la poblacion evaluada puede variar consi-
derablemente®, informacion que este tra-
bajo puede proveer.

Sinembargo, cabe resaltar que los ran-
gos de referencia determinados en este es-
tudio son validos para poblaciones con ca-
racteristicas similaresa las de la poblacion
de estudio. Toledo Jaramillo (2010) deter-
mino valores de referencia de hemoglobina
en una poblacion estudiantil masculina de
12 a19afios en Loja, Ecuador, y concluyo
que el intervalo hallado de 12.8-17.2 g/
dl, con un promedio de 15 g/dl, denotaba
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poca variacion con respecto a otros estu-
dios realizados en lugares de similar geo-
grafia y poblacion®.

Objetivos

General

Establecer los rangos de referencia de una
poblacion local para los pardmetros de he-
moglobina y hematocrito.

Especificos

« Estandarizar los procesos de preanalisis
de hemoglobina y hematocrito segun las
normas CLSI H7-A3 y H15-A3.

« Estandarizar los procesos parael analisis
de hemoglobina y hematocrito segun las
normas CLSI H7-A3 y H15-A3.

« Establecer los rangos de referencia locales
para hemoglobina segun sexo.

« Establecer los rangos de referencia locales
para hematocrito seguin sexo.

II. MATERIALESY METODOS
Metodologia

Se realiz6 un estudio prospectivo de tipo
experimental entre los meses de abril y
mayo de 2018. La muestra deestudio es-
tuvo conformada por 240 pacientes, 120
varones y 120 mujeres, de acuerdo a los
lineamientos del protocolo CLSI C28-A3.

Los valores de referencia fueron obte-
nidos de una poblacion clinicamente sana
y homogénea. Se seleccioné en funcién
de losresultados de las encuestas de inclu-
sién-exclusion aplicadas a los potenciales
participantes.

Muestreo

Poblacion de referencia. Se recolectaron
240 muestras de pacientes seleccionados
por conveniencia, que acudieron al chequeo
preventivo (hombresy mujeres). Estos acep-
taronparticiparenelestudioycompletaron
el consentimiento informadoy un cuestio-
nario validado e incluido en el protocolo
CLSI C28-A3'.

Criterios de inclusion. Se consideraron
los siguientes: mayores de 18afios, clini-
camente sanos (diagndstico descrito en la
historia clinica segun su evaluacionmédica
y cuestionario validado), que no ingirieron
alcohol el dia anterior y se encontraban en
ayuno de 12 horas.

Pruebas de laboratorio

Toma de muestray procesamiento. Las
muestras de sangre venosa fueron obteni-
das por procedimientos de venopuncion
estandaren tubos al vacio con EDTA Tri-
potasico como anticoagulante y procesada
dentro de las 2 horas posteriores.

Para hematocrito, las muestras fueron
separadas en tubos capilares no heparini-
zadosy centrifugadas a 11000g por 5 mi-
nutos, segun lo descrito en laNorma CLSI
H7-A3°.

Parahemoglobina, setrabajaronmues-
tras de sangre total de acuerdo a lo descri-
to en la Norma CLSI H15-A3%° (20 ul de
sangre total con 5.0 ml de reactivo para
hemoglobina). Previo a cada dia de traba-
Jo, se corrieron controles de calidadpara
hemoglobina: niveles normal y patol6gi-
co, altoy bajo. Serevisaron las graficas de
Levey Jennings y reglas deWestgard co-
rrespondientes para validar la corrida.
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Analisis estadistico

Se analizaron los datos para determinar
la presencia de outliers por la prueba de
Grubbs. Parael analisis estadistico se uti-
liz6 una hoja de calculoExcel.

Lapruebade Grubbs se basaen el su-
puesto de normalidad. Es decir, primero
se debe verificar que los datos se puedan
aproximar razonablemente mediante una
distribucion normal antes de aplicarla.

Lapruebade Grubbs detecta un valor
atipico a la vez. Este valor atipico se su-
prime del conjunto de datos y la prueba
se repite hasta que no se detecten valo-
resatipicos. Sinembargo, las iteraciones
multiples cambian las probabilidades de
deteccidn, y la prueba no debe usarse
paratamafios de muestra de seiso menos,
yaqueconfrecuenciaetiquetalamayoria
de los puntos como valores atipicos.

Es atil para tomar decisiones estadis-
ticas en el rechazo de discrepantes, y se
procede como sigue:

1. Se disponen los datos en orden de me-
nor a mayor.

2. Se decide si el mas pequefio o el mas
grande essospechoso de ser discrepante.

3. Seestimaladesviaciénestandar"'s" de
todos los datos.

4. Seseleccionaelriesgoquesequiereto-
mar para un falso rechazo.

5. Se calcula el valor correspondiente y se
comparaconelvalordetablas. Siel valor
calculadoes mayor que el valor tabulado,
se puede rechazar ese dato con el riesgo
asumido.

Los resultados obtenidos son los si-
guientes:

Evaluacién de datosaberrantes con filtro de Grubbs
Resultado: no existen datos aberrantes u outliers

Hemoglobina varones

Hematocrito varones

28

Mean:

SD:

# of values:

# of rows w/o data:
Outlier detected?:
Significance level:
Critical value of Z:

15.508

0.830

120

1

No

0.05 (two-sided)
3.44514951106
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SD:

# of values:

# of rows w/o data:
Outlier detected?:
Significance level:
Critical value of Z:

46.98

2.55
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1

No

0.05 (two-sided)
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Evaluacion de datosaberrantes confiltro de Grubbs
Resultado: no existen datos aberrantes u outliers

Hemoglobina mujeres

Mean:

SD:

# of values:

# of rows w/o data:
Outlier detected?:
Significance level:
Critical value of Z:

12.671

0.854

120

1

No

0.05 (two-sided)
3.44514951106

Hematocrito mujeres

Mean:

SD:

# of values:

# of rows w/o data:
Outlier detected?:
Significance level:
Critical value of Z:

39.31

2.11

120

1

No

0.05 (two-sided)
3.44514951106

Para evaluar si los datos obtenidos pre-
sentan una distribucién normal se apli-
co el test de Shapiro-Wilk. La l6gicade
la prueba se basaen las desviaciones que
presentan las estadisticas de orden dela
muestra, respecto a los valores esperados
de los estadisticos de orden de la normal
estandar. Para efectuarla se calcula lame-
diay lavarianza muestral, S2, y se orde-
nan las observaciones de menor a mayor.
A continuacion, se calculan las diferencias
entre el primero y el Gltimo, el segundo
y el pendltimo, el tercero y el antepenul-
timo, etc, y se corrigen concoeficientes
tabulados por Shapiro yWilk.

III. RESULTADOS

Fueron procesadas un total de 240 mues-
tras de sangre de individuos aparente-
mente sanos con una edad comprendida
entre 18 y 25 afios, para determinar los
intervalos de referencia parahemoglobi-
na y hematocrito en el departamento de
Lima.

Los intervalos de referencia fueroncal-
culadossiguiendo los criteriosa priori del
CLSI utilizando los percentiles 2,5 % y
97,5%. Losvaloresfinalmenteobtenidos
aparecen en la Tabla 1.

TABLA 1
Valores de referencia obtenidos

Parametros Valores de Referencia IC 95 %
Mujeres Varones
Percentil 2,5 Percentil 97,5 Percentil 2,5 Percentil 97,5
Hemoglobina (g/dl) 11.3 14.6 141 16.8
Hematocrito (%) 34 44 42 50
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Hemoglobina en varones

En la Figura 1 se muestra el histograma
de valores parahemoglobinaen varones.
Eltestde Shapiro-Wilk paraevaluar nor-
mal_idad dioun p=(_).05_1 (p_esperado>0.05),
indicando que la distribucion es razona-
blemente normal. El intervalo de refe-

rencia estimado para hemoglobina fue
tomado como el conjunto de valores
comprendido entre los percentiles 2,5y
97,5 de ladistribuciony se muestraen la
Tabla 1. EI IC 95 % quedo definido entre
14.1 g/dL y 16.8 g/dL.

FIGURA 1
Distribucion de los valores de hemoglobina en varones

Histogram
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Hematocrito en varones

En la Figura 2 se muestra el histograma
de valores para hematocrito en varones. El
testde Shapiro-Wilk paraevaluar norma-
Ii_dad dioun p=0_.05_2 (pe_sperado>0.05), in-
dicandoqueladistribucionesrazonable-
mente normal. El intervalo de referencia

estimado para hematocrito fue tomado
como el conjunto de valores comprendi-
do entre los percentiles 2,5y 97,5 de la
distribucion y se muestra en la Tabla 1.
El IC 95% quedd definido entre 42 % y
50 %.

FIGURA 2
Distribucion de los valores de hematocrito en varones

Histogram
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Hematocrito (%)
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Hemoglobina en mujeres

En la Figura 3 se muestra el histogra-
ma de valores para hemoglobina en
mujeres. El test de Shapiro-Wilk para
evaluar normalidad dio un p=0.077
(pesperado >0.05), indicando que la dis-
tribucion es razonablemente normal.

El intervalo de referencia estimado
para hemoglobina fue tomado como
el conjunto de valores comprendido
entre los percentiles 2,5y 97,5 de la
distribucion y se muestraen la Tabla 1.
El IC 95% quedd definido entre 11.3
g/dLy 14.6 g/dL.

FIGURA 3
Distribucion de los valores de hemoglobina en mujeres

Histogram
20

15

10

0
10.85 1155 1225

Hematocrito en mujeres

En la Figura 4 se muestrael histograma
de valores para hematocrito en muje-
res. El test de Shapiro-Wilk para evaluar
normalidad dio un p=0.079 (pes'Oeraolo
>0.05), indicando que la distribucion
es razonablemente normal. El intervalo
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de referencia estimado para hematocrito
fue tomado como el conjunto de valores
comprendido entre los percentiles 2,5y
97,5 de ladistribucion y se muestraen la
Tabla 1. EI 1C 95 % quedd definido entre
34 %y 44 %.

FIGURA 4
Distribucion de los valores de hematocrito en mujeres

Histogram
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IV. DISCUSION

Esevidente la necesidad de los laborato-
rios clinicos de llevar adelante el proce-
dimiento de verificacion y/oestimacion
deintervalosdereferenciade losanalitos
medidos. Esta circunstancia puede ocu-
rrir por la veloz evolucién de la meto-
dologia, por la incorporacién denuevos
marcadoresde relevanciaclinicay,even-
tualmente, por el cambio en el perfil po-
blacional.

Laobtencionde valores de referencia
para hemoglobina y hematocrito es un
aporte importante que servird como re-
ferencia para todas aquellas instituciones

que requieran calcular sus propios inter-
valos de referencia, de conformidad con
lo indicado en la NTP ISO 15189:2014%,
y también como dato de referenciapara
los investigadores que realicen estudios
sobre prevalenciade anemiaparaclasifi-
car adecuadamente a supoblacion.

Si comparamos los resultados obtenidos
(véase Tabla 1) con los obtenidos por
otros autores (véase Tabla 2), se puede
observar que son similares para los para-
metros de hemoglobina y hematocrito,
en varones y mujeres.

TABLA 2
Resumen de los valores de referencias reportados por diferentes autores

Parametro

Farreras  Vanden

Wintrobe'? Rodak' Kaushansky** McKenzie'* Rozman'® Bossche!” Keratz, A.** OMS*®

14-17.5
12.3-15.3

HemoglobinaVV ~ 13-18  14-18
(gd) M 1216 12-15

Hematocrito V' 40-52  40-54 42-50
(%) M 35-47 35-49 36-45

13.3-17.7  14-18 13-16 13-18 14-18
11.7-15.7  12-16

10.9-14.2  12-16 12-16

40-52 41-53 38-47 37-49 41-53
35-47 37-47 33-41 36-46 37-47

Tomando en consideracion que los pro-
cedimientos para el analisis de las mues-
tras fueron estandarizados segun la guia
GP41del CLSI, y que se trabajaron con-
troles diarios, se puede asegurar la validez
de losresultados obtenidos en el estudio.

V.CONCLUSIONES

Seconcluye quelosvaloresdereferencia
hallados para hemoglobinay hematocri-
to en la poblacion de estudio son las si-
guientes:

*Varones: 14.1-16.8 g/dL y 42-50 %
*Mujeres: 11.3-14.6 g/dL y 34-44 %

Los resultados que fueron considera-
dos en el estudio fueron obtenidos uti-
lizando protocolos internacionales es-
tandarizados para la toma de muestra y
procesamiento de hemoglobina y hema-
tocrito, lo que asegura su validez.

Los resultados fueron filtrados y se
evaluo su distribucion normal para ase-
gurar su consistencia. No se detect6 nin-
gun dato aberrante y el conjunto tuvo
una distribucién normal.

Los rangos de referencia hallados son
similares a los descritos por otros autores
en la literatura y pueden ser utilizados en
estudios epidemioldgicos realizados a ni-
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vel nacional en poblaciones con caracte-
risticassimilaresalapoblaciondeestudio.

Los valores de referencia obtenidos
pueden ser aplicados a poblaciones con
caracteristicas demograficas similares a
las estudiadas, tal y como lo mencionan
otros autores consultados. Es por estara-
z6n que se observa la necesidad de rea-
lizar este tipo de estudio en diferentes
zonas geogréaficas del pais, cambiandolas
variables de edad y de género, para obte-
ner finalmente una base de datos de in-
tervalos de referencia nacionales que pue-
daserutilizadaporotrosinvestigadoresy
profesionales de la salud.

Nocabe dudaque lacorrectainterpre-
tacion de un resultado depende en gran
parte de intervalos de referenciaverosi-
miles para el analito en cuestion. En este
caso, el empleo de intervalos inadecuados
para la metodologia o para lapoblacién
de pacientes, redundaba en la mala cla-
sificacion dealgunosdeellos, sobre todo
los que estaban préximos o excedian li-
geramente el limite inferior, generando
dudasensuinterpretaciony repeticiones
probablemente innecesarias.

Contribucion al desarrollo del pais

En el PertG no existen actualmente ante-
cedentes de trabajos similares, y anivel
latinoamericano, existen escasos trabajos

que propongan una metodologia para el
establecimiento de intervalos de refe-
rencia. Sin embargo, si existen trabajos
a nivel nacional que estudian la preva-
lencia de anemia utilizando valores de
referencia internacionales para clasificar
lapresenciaoausenciade laenfermedad,
lo que puede inducir a clasificaciones in-
correctas ya que la poblacion de estudio
no es similar a la estudiada para obtener
dichos intervalos. Los valores hallados en
este trabajo pueden ser utilizados como
referenciaen este tipo de estudios, lo que
ayudaraenunamejor clasificacionde los
resultados.

Como una Universidad cuya vision
esserreferenteenlossistemasyservicios
de salud a nivel nacional, tenemos una
gran oportunidad de formar parte de este
nuevo paradigma enfocado en la calidad
aportando nuevos conocimientos en un
campo gue aun no se haexplorado a fon-
do como el que propone éste proyecto.

Los resultados de este trabajo pueden
ser aplicados y replicados por todos los
laboratorios a nivel Nacional, lo que se-
riade granayuda paratodosaquellos que
busquen una acreditacién nacional; ello,
sumado a los esfuerzos del Inacal para
estandarizar a los laboratorios clinicos
puede posicionar a la Universidad como
sualiado estratégico en labusquedade la
calidad y estandarizacion en el Peru.
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