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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. Se siguieron los lineamientos de la guia C 28-A3 del CLSI, para lo cual se
eligié como poblacién de referencia a estudiantes de una institucién de educacién
superior que superaron los criterios de exclusién fijados y accedieron a la extraccidn
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. El intervalo de referencia se calculé por el método no paramétrico
descrito en la guia CLSI EP 38-A3. Los limites obtenidos fueron: hemoglobina= 14-
16.8 g/dl (hombres), 11.3-14.3 g/dl (mujeres) y hematocrito= 41-53 % (hombres),
37-47 % (mujeres). Estos resultados fueron comparados con otros valores obtenidos
en diferentes estudios.

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

ABSTRACT

The aim of the present work is to determine the reference intervals for Hemoglobin
and Hemarocrit in the young adult population of Lima. The 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
exclusion criteria established and agreed to the blood collection. Two samples of 120
students each, between men and women, were selected. The analytes were dosed by
the cyanmetahemoglobin method and microcentrifugation following standardized
procedures. The reference interval was calculated by the nonparametric method
and the limits obtained were: Hemoglobin = 14-16.8 g / dl (men), 11.3-14.3 g/ dl
(women) and Hematocrit = 41-53 % (men), 37-47 % (women). These results were
comparable to other values obtained in different studies.

Key words: Reference intervals, Hemoglobin, Hematocrit, young adult population
of Lima, CLSI C 28-A3.
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I. INTRODUCCION

Antecedentes

Determinar o verificar intervalos de refe-
rencia bioldgicos es parte fundamental del
proceso de verificacién de 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) senala en su editorial
que «al emplear las estrategias presentadas
en la gufa C28-A3, el laboratorio puede
aumentar la confianza de los intervalos de
referencia que reporta en sus resultados».
Indica ademds que la nueva versién de la
gufa permite validar intervalos de referen-
cia, inclusive en laboratorios pequefos,
usando solo 20 muestras de individuos de
referencia sanos'.

La importancia de realizar este proto-
colo radica en que los valores que conside-
ramos como ‘normales” para determinado
analito, en realidad dependen de la pobla-
cién de estudio y no necesariamente serdn
los mismos que los descritos en la biblio-
graffa. Brewster et al. (2007), en su estudio
sobre la distribucién de Creatin Kinasa en
la poblacién general, descubrieron que los
valores de referencia de 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 poblacién
de estudio: 1500 individuos clasificados
como sanos’.

Los rangos de referencia ayudan a des-
cribir lo que es mds caracteristico para un
grupo particular de individuos en funcién
de su edad, sexo u otras caracteristicas. Gal-
vis et al. (2016) estimaron los intervalos de
referencia del perfil lipidico en una pobla-
cién atendida en un laboratorio, estable-
ciendo que la importancia para el disefio

de estrategias de prevencién primaria para
dislipidemias es la poblacién estadistica’.

En Latinoamérica se observan pocos
antecedentes de este tipo de estudio, Fer-
ndndez et al. (2006) determinaron inter-
valos de referencia para los parimetros 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
mayoria de autores comtiinmente consulta-
dos en la literatura®. Sin embargo, a nivel
nacional atin no se han estudiado valores
de referencia para estos pardmetros he-
matolégicos. En ese contexto, uno de los
objetivos del presente trabajo es establecer
los rangos de referencia de una poblacién
local para los pardmetros de hematocrito y
hemoglobina.

Rosales Rimache et al. (2012) deter-
minaron la prevalencia de anemia en estu-
diantes ingresantes a la Universidad Nacio-
nal Mayor de San Marcos en Lima, Pert,
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
de esa variable, la tasa de la enfermedad en
la poblacién evaluada puede variar consi-
derablemente’, informacién que este tra-
bajo puede proveer.

Sin embargo, cabe resaltar que los ran-
gos de referencia determinados en este es-
tudio son validos para poblaciones con ca-
racteristicas similares a las de la poblacién
de estudio. Toledo Jaramillo (2010) deter-
min valores de referencia de hemoglobina
en una poblacién estudiantil masculina de
12 a 19 anos en Loja, Ecuador, y concluyé
que el intervalo hallado de 12.8-17.2 g/
dl, con un promedio de 15 g/dl, denotaba
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poca variacién con respecto a otros estu-
dios realizados en lugares de similar geo-
grafia y poblacién®.

Objetivos

General

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

Especificos

* Estandarizar los procesos de preandlisis
de hemoglobina y hematocrito segin las
normas CLSI H7-A3 y H15-A3.

* Estandarizar los procesos para el andlisis
de hemoglobina y hematocrito segin las
normas CLSI H7-A3 y H15-A3.

* Establecer los rangos de referencia locales
para hemoglobina segtin sexo.

* Establecer los rangos de referencia locales
para hematocrito segiin sexo.

II. MATERIALES Y METODOS
Metodologia

Se realizd un estudio prospectivo de tipo
experimental entre los meses de abril y
mayo de 2018. La muestra de estudio 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 poblacién clinicamente sana
y homogénea. Se seleccioné en funcién
de los resultados de las encuestas de inclu-
sién-exclusién aplicadas a los potenciales
participantes.

Muestreo

Poblacién de referencia. Se recolectaron
240 muestras de pacientes seleccionados
por conveniencia, que acudieron al chequeo
preventivo (hombres y mujeres). Estos acep-
taron participar en el estudio y completaron
el consentimiento informado y un cuestio-
nario validado e incluido en el protocolo
CLSI C 28-A3.

Criterios de inclusién. Se consideraron
los siguientes: mayores de 18 anos, clini-
camente sanos (diagnéstico descrito en la
historia clinica segtin su evaluacién médica
y cuestionario validado), que no ingirieron
alcohol el dia anterior y se encontraban en
ayuno de 12 horas.

Pruebas de laboratorio

Toma de muestra y procesamiento. Las
muestras de sangre venosa fueron obteni-
das por procedimientos de venopuncién
estindar® en tubos al vacio con EDTA Tri-
potédsico 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, segiin lo descrito en la Norma CLSI
H7-A3’.

Para hemoglobina, se trabajaron mues-
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 calidad para
hemoglobina: niveles normal y patolégi-
co, alto y bajo. Se revisaron las graficas de
Levey Jennings y reglas de Westgard 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. Para el andlisis estadistico se uti-
lizé una hoja de célculo Excel.

La prueba de Grubbs se basa en el su-
puesto de normalidad. Es decir, primero
se debe verificar que los datos se puedan
aproximar razonablemente mediante una
distribucién normal antes de aplicarla.

La prueba de 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-
res atipicos. Sin embargo, las iteraciones
multiples cambian las probabilidades de
deteccién, y la prueba no debe usarse
para tamafos de muestra de seis 0 menos,
ya que con frecuencia etiqueta la mayoria
de los puntos como valores atipicos.

Es util 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 mds pequefio o el mds
grande es sospechoso de ser discrepante.

3. Se estima la desviacion estindar "s" de
todos los datos.

4. Se selecciona el riesgo que se quiere to-
mar para un falso rechazo.

5. Se calcula el valor correspondiente y se
compara con el valor de tablas. Si el valor
calculado es mayor que el valor tabulado,
se puede rechazar ese dato con el riesgo
asumido.

Los resultados obtenidos son los si-
guientes:

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

Hematocrito varones

28

Hemoglobina varones
Mean: 15.508
SD: 0.830
# of values: 120
# of rows w/o data: 1
Outlier detected?: No
Significance level:  0.05 (two-sided)
Ciritical value of Z:  3.44514951106
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Evaluacién de datos aberrantes con filtro de Grubbs
Resultado: no existen datos aberrantes u outliers

Hemoglobina mujeres

Mean: 12.671
SD: 0.854
# of values: 120

# of rows w/o data: 1

Outlier detected?: No
0.05 (two-sided)
3.44514951106

Significance level:

Critical value of Z:

Para evaluar si los datos obtenidos pre-
sentan una distribucién normal se apli-
c6 el test de Shapiro-Wilk. La légica de
la prueba se basa en las desviaciones que
presentan las estadisticas de orden de la
muestra, respecto a los valores esperados
de los estadisticos de orden de la normal
estdndar. Para efectuarla se calcula la me-
dia y la varianza muestral, S2, y se orde-
nan las observaciones de menor a mayor.
A continuacidn, se calculan las diferencias
entre el primero y el dltimo, el segundo
y el pentltimo, el tercero y el antepenul-
timo, etc, y se corrigen con coeficientes

tabulados por Shapiro y Wilk.

Hematocrito mujeres

Mean: 39.31
SD: 2.11
# of values: 120

# of rows w/o data: 1

Outlier detected?: No
0.05 (two-sided)
3.44514951106

Significance level:

Critical value of Z:

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 para hemoglobi-
na y hematocrito en el departamento de
Lima.

Los intervalos de referencia fueron cal-
culados siguiendo los criterios  priori del
CLSI utilizando los percentiles 2,5 % y
97,5 %. Los valores finalmente obtenidos
aparecen en la Tabla 1.

TABLA 1

Valores de referencia obtenidos

Pardmetros 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 14.1 16.8
Hematocrito (%) 34 44 42 50
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Hemoglobina en varones

En la Figura 1 se muestra el histograma
de valores para hemoglobina en varones.
El test de Shapiro-Wilk para evaluar nor-
malidad dio un p=0.051 (p >0.05),
esperado
indicando que la distribucién es razona-
blemente normal. El intervalo de refe-

rencia estimado para hemoglobina fue
tomado como el conjunto de valores
comprendido entre los percentiles 2,5 y
97,5 de la distribucién y se muestra en la
Tabla 1. E1IC 95 % quedé definido entre
14.1 g/dLy 16.8 g/dL.

FIGURA 1
Distribucién 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
test de Shapiro-Wilk para evaluar norma-
lidad dio un p=0.052 (p__ . >0.05), in-
dicando que la distribucion es razonable-
mente normal. El intervalo de referencia

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

FIGURA 2

Distribucién de los valores de hematocrito en varones

Histogram

20

44.8
45.6

464

48.0
472

49.6
488 50.4

51.2

I Hematocrito (%)

30

Revista de Investigacion de la Universidad Norbert Wiener, 2018, N.° 7



Pedro Mengolé Amaya

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
(peS]Pera 4o >0-05), indicando que la dis-
tribucién es razonablemente normal.

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

FIGURA 3
Distribucién de los valores de hemoglobina en mujeres

Histogram
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En la Figura 4 se muestra el histograma
de valores para hematocrito en muje-
res. El test de Shapiro-Wilk para evaluar
normalidad dio un p=0.079 (p‘Sspera do
>0.05), indicando que la distribucion
es razonablemente normal. El intervalo

de referencia estimado para hematocrito
fue tomado como el conjunto de valores
comprendido entre los percentiles 2,5 y
97,5 de la distribucién y se muestra en la
Tabla 1. E1 IC 95 % quedé definido entre
34 % y 44 %.

FIGURA 4

Distribucién de los valores de hematocrito en mujeres

Histogram
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IV. DISCUSION

Es evidente la necesidad de los laborato-
rios clinicos de llevar adelante el proce-
dimiento de verificacién y/o estimacién
de intervalos de referencia de los analitos
medidos. Esta circunstancia puede ocu-
rrir por la veloz evolucién de la meto-
dologia, por la incorporacién de nuevos
marcadores de relevancia clinica y, even-
tualmente, por el cambio en el perfil po-
blacional.

La obtencién de 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 referencia para
los investigadores que realicen estudios
sobre prevalencia de anemia para clasifi-
car adecuadamente a su poblacidn.

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 pard-
metros de hemoglobina y hematocrito,
en varones y mujeres.

TABLA 2

Resumen de los valores de referencias reportados por diferentes autores

Pardmetro

Wintrobe'? Rodak'® Kaushansky'® McKenzie” Rozman'® Bossche!”

Farreras  Van den

Keratz, A.'"S OMS"

Hemoglobina V- 13-18  14-18 14-17.5 13.3-17.7  14-18 13-16 13-18 14-18
(g/d) M 12-16 1215 123-153 11.7-15.7  12-16  109-142  12-16 12-16
Hematocrito V' 40-52  40-54 42-50 40-52 41-53 38-47 37-49 41-53
(%) M 3547 3549 36-45 35-47 37-47 33-41 36-46 37-47

Tomando en consideracién que los pro-
cedimientos para el andlisis de las mues-
tras fueron estandarizados segin la guia
GP41 del CLSI, y que se trabajaron con-
troles diarios, se puede asegurar la validez
de los resultados obtenidos en el estudio.

V. CONCLUSIONES

Se concluye que los valores de referencia
hallados para hemoglobina y hematocri-
to en la poblacién 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 %

32

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
evalué su distribucién normal para ase-
gurar su consistencia. No se detecté nin-
gain 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 epidemiolégicos realizados a ni-
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vel nacional en poblaciones con caracte-
risticas similares a la poblacién de estudio.

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 esta ra-
z6n que se observa la necesidad de rea-
lizar este tipo de estudio en diferentes
zonas geograficas del pais, cambiando las
variables de edad y de género, para obte-
ner finalmente una base de datos de in-
tervalos de referencia nacionales que pue-
da ser utilizada por otros investigadores y
profesionales de la salud.

No cabe duda que la correcta interpre-
tacién de un resultado depende en gran
parte de intervalos de referencia verosi-
miles para el analito en cuestién. En este
caso, el empleo de intervalos inadecuados
para la metodologia o para la poblacién
de pacientes, redundaba en la mala cla-
sificacién de algunos de ellos, sobre todo
los que estaban préximos o excedian li-
geramente el limite inferior, generando
dudas en su interpretacién y repeticiones
probablemente innecesarias.

Contribucidon al desarrollo del pais

En el Perti no existen actualmente ante-
cedentes de trabajos similares, y a nivel
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
la presencia o ausencia de la enfermedad,
lo que puede inducir a clasificaciones in-
correctas ya que la poblacién de estudio
no es similar a la estudiada para obtener
dichos intervalos. Los valores hallados en
este trabajo pueden ser utilizados como
referencia en este tipo de estudios, lo que
ayudard en una mejor clasificacién de los
resultados.

Como una Universidad cuya visién
es ser referente en los sistemas y servicios
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 que aun no se ha explorado 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-
ria de gran ayuda para todos aquellos que
busquen una acreditacién nacional; ello,
sumado a los esfuerzos del InacaL para
estandarizar a los laboratorios clinicos
puede posicionar a la Universidad como
su aliado estratégico en la busqueda de la
calidad y estandarizacion en el Pert.
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VI. ANEXO
FORMATO DE INCLUSION Y EXCLUSION PARA EL ESTUDIO
CUESTIONARIO
APELLIDOS. ... NOMBRES ............... TELEFONO................
DIRECCION ...ttt ettt e et
EDAD ..o SEXO: MASCULINO ( ) FEMENINO ( )
TALLA. ..o PESO ..
OCUPACTION ...ttt e e e e
1. ;Usted se considera sano(a)? (S (NO)
2. ;Usted realiza ejercicios regularmente? (SD) (NO)
3. En caso afirmativo, jcon qué frecuencia? Horas por sesién (1) ) 3) @) (5
4. ;Grado de intensidad? (ligero) (intenso)
5. ¢Se ha sentido enfermo(a) recientemente? (SD (NO)
6. ;Estd tomando medicamentos por prescripciéon médica? (SD) (NO)
7. En caso afirmativo, jcudl?
8.  sSufre de presién alta? (SI) (NO)
9. ;Toma suplementos vitaminicos? (SD (NO)
10. En su trabajo, sestd expuesto a cualquier producto quimico? (S) (NO)
11. ;Usted fuma? (SI) (NO)
12. En caso afirmativo, ;con qué frecuencia?
13. ;Usted ingiere alguna dieta especial? (SD (NO)
14. ;Usted toma bebidas alcohdlicas? (SD) (NO)
15. En caso afirmativo, ;con qué frecuencia?
16. ;Usted ha estado hospitalizado (a) recientemente? (SI) (NO)
17. En caso afirmativo, ;por qué?
18. ;Usted toma aspirina o algin relajante? (SD) (NO)
19. Para mujeres: jestd usted menstruando? (SI) (NO)
En caso afirmativo, ;cudndo fue su tltimo periodo?
En caso negativo, ;cudndo fue su tltimo periodo?
Para mujeres:;Usted recibe terapia hormonal? (SD) (NO)
20. ;Estd dando de lactar? (SI) (NO)
21. ;Estd usted embarazada? (SD) (NO)

22. En caso afirmativo, ;Cudndo fue su tltimo periodo?

23. ;Estd tomando anticonceptivos orales o implantes? (SD) (NO)
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