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SUMMARY

Aim: Verify the reference ranges from the most frequently analytes (urea, creatinine, lipidic

profile, glucose) in the Naval Medical Center Laboratory.

Material and methods: This type of study only was descriptive and observational, during the
months from february to march 2015; where we choose 40 patients (20 women an 20 men) in
the Naval Medical Center by a survey validated to determine that all the patients are clinically
healthy, considerating the inclusion / exclusion criteria by the guide CLSI, once we got the
samples, they were processed and the obtainable information were recolected and accepted to

the statistics program called: STATIS PRO 2,5, provided by the guide CLSI.

Results: It verified the reference ranges of glucose, creatinine, urea, cholesterol, triglycerides,
High Density lipoprotein (HDL); nevertheless, the reference ranges of glucose, triglycerides
and HDL, obtained a value out of range, but no more than 10% from the stablished range. For
that reason, the reference ranges proposed by the manufacturer are suitable for the Naval

Medical Center population.

Conclusion: It verified the reference ranges of glucose, creatinine, urea, cholesterol,
triglycerides and HDL in the Naval Medical Center Laboratory following the scientific method

in accordance with the Guide CLSI 28-A2.
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RESUMEN

Objetivo. Verificar los intervalos de referencia de los analitos més frecuentes (urea, creatinina,
colesterol, triglicéridos, hdl (high density lipoprotein) y glucosa) del area de quimica clinica
del laboratorio del Centro Medico Naval, de acuerdo a los criterios de CLSI (Instituto de

estandares para Laboratorio Clinico).

Material y métodos.

Se realiz6 un estudio observacional y descriptivo, durante los meses de febrero y mayo del
2015, seleccionando 40 pacientes sanos (20 mujeres y 20 varones) mediante evaluacién clinica
y encuesta validada para determinar que sean clinicamente sanos, considerando los criterios
de inclusién y exclusion de la guia CLSI 28 A2, una vez obtenida las muestras y procesadas,
los datos obtenidos fueron recolectados e ingresados al programa estadistico STATIS PRO 2,5,

proporcionado por CLSI.

Resultados. Se verificaron los intervalos de referencia de glucosa, creatinina, urea, colesterol,
triglicéridos, hdl; los intervalos de referencia de glucosa, triglicéridos y hdl obtuvieron solo un
valor fuera del valor del intervalo propuesto, a pesar de ello los valores no exceden 10% del
rango establecido, requisito de verificacion CLSI. Por lo tanto los intervalos de referencia

propuesto por el fabricante son adecuados para la poblacion del Centro Médico Naval

Conclusiones. Se verificd los intervalos de referencia de glucosa, creatinina, urea, colesterol,
triglicéridos y HDL en el laboratorio del Centro Médico Naval siguiendo los procedimientos

analiticos de acuerdo a la Guia CLSI 28-A2.

Palabras claves: Intervalos de referencia, glucosa, creatinina, urea, colesterol, triglicéridos,

pruebas en quimica clinica.



INTRODUCCION

Los intervalos de referencia (IR) son parte importante en la interpretacion de los
procedimientos analiticos, y son requeridos para todas las pruebas realizadas en el laboratorio
clinico, son de suma importancia en la interpretacion clinica de la enfermedad y el grado de
esta, orientando el diagnostico medico. Tradicionalmente, los IR son tomados de los insertos
(protocolo de trabajo) que acomparian al reactivo con el que se procesa la muestra; pero en la
mayoria de los casos, los IR propuestos por el fabricante corresponden a una evaluacion
realizada en condiciones y poblacion distinta a la evaluada en nuestros laboratorios, por ello es
de suma importancia que los IR deban ser verificados antes de ser incluidos en nuestro sistema
de informacion (1,2),debido a que son una base de datos destinada al profesional de la salud e
indispensables para una correcta interpretacion de resultados de los examenes de laboratorio.
Los IR se definen por valores medidos en individuos sanos cuidadosamente seleccionados con
criterios de inclusion y exclusion bien definidos y sometidos a las mismas condiciones de
trabajo (mismas técnicas y métodos) como factores de variacion (3). La ISO 15189 "establece
como requisito de calidad la documentacion de los criterios y fuentes a partir de los cuales se
establecen los IR bioldgicos asi como su revision periodica” por lo que la verificacion u
obtencion de los intervalos de referencia segln corresponda para los diferentes analitos en los
laboratorios clinicos es de suma importancia, y forma parte del aseguramiento de la calidad; sin
embargo en nuestro pais es comun la utilizacion de los valores de referencia de las casas
comerciales, sin que estos sean previamente verificados o establecidos, por lo que es de suma
importancia enfatizar que previo a la utilizacion de los IR, se debe realizar la correcta
verificacion, debido a las diversas variables extrinsecas como raza, sexo, edad, factor
ambiental, estilo de vida, entre otros y la variabilidad intrinseca que dependera del operador,
del equipo, de las condiciones de trabajo, entre otros que influyen en los resultados de cada

paciente, es decir, que la poblacién propuesta por el fabricante no resulta semejante a la



evaluada por nuestros laboratorios , entendiendo que los IR verificados, serviran para una

mayor confiabilidad de la interpretacion de los resultados del paciente (1)

Existen diversos estudios en Latinoamérica que resaltan la importancia de hacer verificacion de
los intervalos de referencia en cada una de sus ciudades. Muchos de ellos en Argentina, algunos
en Colombia y solo uno en Per0, realizado por la fuerza aérea del Pert (FAP) en el afio 2003

(2-9).

Es fundamental detallar que los IR son un conjunto de valores, que presentan un limite inferior
y un limite superior, determinados en una "poblacion sana" y que permite comparar el valor
obtenido de una muestra, para verificar si el valor presenta alguna patologia o no. En nuestro
pais, los laboratorios de quimica clinica informan los resultados acompafiados con los IR
brindados por los fabricantes de reactivo. Sin embargo el instituto de estdndares para
laboratorio clinico de los Estados Unidos (clinical and laboratory standards institute (CLSI))
organizacion a nivel mundial que establece guias para el manejo optimo de los procesos del
Laboratorio Clinico, elaborando guias para las diferentes actividades del laboratorio entre las
que se encuentran las guias de validacion y verificacién de intervalos de referencia,
recomienda que cada Laboratorio debe determinar o verificar sus propios valores de intervalos
de referencia segin su poblacion proporcionando una encuesta validada y especificando
criterios de inclusion y exclusion para asi tener resultados clinicamente seguros y confiables.
(1). Considera que los intervalos de referencia establecidos por las casas comerciales que
elaboran reactivos, a pesar que cumplen con un estricto control de calidad, éstos son
determinados en poblaciones y condiciones ambientales, dieta, estilo de vida, entre otros
factores, diferentes al de los laboratorio de rutina donde se procesan las muestras, por lo que
propone a traves de la guia C28-A2 de CLSI que cada laboratorio debe verificar los intervalos
de referencia, y deben cumplir con los requisitos minimos especificados en la guia, obligatorios

para la fiabilidad y utilidad adecuada. Por tanto el objetivo del presente estudio fue verificar los



intervalos de referencia de los siguientes analitos: Glucosa, urea, creatinina, colesterol,
triglicéridos y HDL de uso frecuente en el laboratorio del Centro Médico Naval, del Callao,
utilizando la Guia CLSI C28 A2, siendo esta la primera propuesta en nuestro pais de establecer
la verificacion de IR a partir de una guia de jerarquia de nivel mundial, en un Laboratorio

Clinico



MATERIALES Y METODOS

El tipo de estudio fue observacional y descriptivo

Poblacion. La poblacion de estudio estuvo constituida por personas mayores de 18 afios
militares que acudieron al chequeo anual preventivo que realiz6 el Centro Médico Naval del

Callao, entre Febrero y Mayo 2015.

Obtencion de muestras. Se recolectaron 60 muestras de pacientes seleccionados por
conveniencia que acudieron al chequeo preventivo anual comprendidos entre hombres y
mujeres. Estos pacientes aceptaron participar en el estudio y completaron el consentimiento
informado y una encuesta validada e incluida en el protocolo CLSI (1), seleccionando a 40
pacientes 20 hombres y 20 mujeres que cumplieron con los criterios de inclusion como:
mayores de 18 afios, clinicamente sanos (descrita en la historia clinica segun su evaluacion
medica y encuesta validada) y que se encontraban en ayuno de 12 horas. Obteniendo asi
pacientes clinicamente sanos Para la verificacion de los intervalos, segun CLSI el tamafio de
muestra minimo es de 20 pacientes, por ello en este estudio se opt6 por 40 pacientes. (1). Las
muestras de sangre venosa fueron obtenidas por procedimientos de venopuncion estandar (guia
CLSI H3 A2) Posteriormente la muestra fue centrifugada a 3500 rpm por 7 minutos, utilizando
la centrifuga powerspin™ MX C8624 marca UNICO, las muestra de suero fueron
inmediatamente separadas para su procesamiento.

Determinacion de la concentracion de los analitos de glucosa, urea, creatinina, colesterol,

triglicéridos y HDL.

Las muestras fueron procesadas conforme se fueron obteniendo en grupos de 15 pacientes. Se
utiliz6 el analizador automatizado Dimension RXL Max — Siemens, U.S.A., previamente se
realizé la calibracion de cada analito utilizando el multicalibrador Calibrador CHEM I-

Siemens, y se utilizaron controles de calidad interno, Bio-Rad Lyphochek QC, para dos niveles



(normal y patoldgico alto) durante cada corrida analitica. Se determind la concentracion de urea
utilizando el método cinético (reactivo Dimension rxl Flex UREA Reagent Cartidge),
Creatinina por método cinético de Jaffe modificado (reactivo Dimension rxl Flex CREA
Reagent Cartridge), Glucosa por método enzimético colorimétrico punto final (reactivo
Dimension rxl Flex GLU Reagent Cartridge), Triglicéridos por método colorimétrico Trinder
(reactivo Flex TRIG Reagent Cartridge), Colesterol por método colorimétrico Trinder (el
reactivo Flex CHOL Reagent Cartridge), HDL por método homogéneo (reactivo Flex HDL

Reagent Cartridge).

Aspectos Eticos. Las personas que participaron en este estudio firmaron previamente un
consentimiento informado. El proyecto se ejecutd una vez que fue aprobado por los Comités
Institucionales de Etica de la Universidad Peruana Cayetano Heredia y del Centro Médico

Naval.

Andlisis estadistico. Para la verificacion del intervalo de referencia se realizé el analisis de los
datos obtenidos, se utiliz6 el programa STATIS PRO 2.5 acorde a la Guia CLSI C28-A2. Con
los datos obtenidos se construyd graficos de histogramas, datos de distribucion, frecuencia,
porcentual, plot de cajas para outliers, media, desviacién estandar, mediana, rango
intercuartilico, valores minimos y maximos para cada analito, todos estos datos se definen para
la estimacion de los 40 datos determinados en la muestra con un limite de confianza del 90%
en lugar del 95% tradicionalmente utilizado, con ello logramos evitar valores aberrantes no
contenidos en la serie de datos, esto esta especificado en la misma guia; ademas para estimar
las percentil 2,5 distinto del quinto percentil, o el percentil 95 distinto del 97,5 (es decir, P =
2,5), se requiere un minimo de 39 mediciones" (1) La guia CLSI A 28 también refiere "no es
deseable confiar enteramente en los extremos de un conjunto de valores observados a fin de
obtener un intervalo de referencia no paramétrico de 95%. Estos pueden ser aberrante o de lo

contrario no representativa de los verdaderos valores del percentil de la poblacion. Finalmente,



Para la interpretacion de los resultados, la guia CLSI (Tabla 1), establece que la interpretacion
consiste en determinar si 4 individuos como méaximo, se encuentran fuera del rango del
intervalo de verificacion, representando el 10%, como méaximo de valores fuera del rango.
indica que el intervalo propuesto es verificado. En el caso que sean 6 u 8 individuos lo cual
representaria del 15% al 20%, estaria fuera del intervalo de referencia que se esté verificando,
se tendria que ensayar 40 individuos “sanos” nuevamente. Por ultimo si los individuos fueran
mas de 10, que seria el 25%, fuera del intervalo de referencia, se tiene que establecer nuevos

intervalos de referencia.

RESULTADOS

Se excluyeron 20 muestras de acuerdo a los criterios de exclusién que son los siguientes:
pacientes que no se encuentren en ayuno minimo de 12 horas, que consuman alcohol, drogas,
tabaco, anticonceptivos orales, transfusion sanguinea reciente, uso de vitaminas, realicen dietas
especiales, uso de medicamentos o drogas de uso terapéutico, se encuentren en etapa de
embarazo o lactancia, hayan tenido una hospitalizacion o post-cirugia de aproximadamente de
un mes, estén bajo tratamiento médico o con enfermedades como: diabetes, obesidad,
hipertensién arterial, dislipidemias, sindrome nefrético, problemas renales; Debemos indicar
que de los pacientes excluidos el 80% tomaron medicamentos antes de la toma de muestra, el

10% no se encontraban en ayunas Yy el otro 10% por que padecian alguna enfermedad.

Obteniéndose un total de 40 muestras de suero de los pacientes que se procesaron para la
verificacion de los intervalos de referencia para glucosa, urea, creatinina, colesterol,

triglicéridos y HDL.

Los resultados obtenidos fueron interpretados segun el cuadro de Interpretacion de datos
complementaria (Tabla 1). Para la verificacion del intervalo de referencia para glucosa se

obtuvo una media de 88.8 mg/dl y una desviacion estandar de +7.8 mg/dl; mientras que la



mediana fue de 89.5 mg/dl con un valor minimo de 72 mg/dl y un valor méximo de 105 mg/dl;
donde un valor de estos estuvo fuera del intervalo de referencia a verificar, esto quiere decir
que el intervalo propuesto, fue verificado para el uso correspondiente en el laboratorio clinico

del CEMENA, ya que no excede a mas del 10% (Figura 1).

Para la verificacion del intervalo de referencia para urea se obtuvo una media de 27.47 mg/dl y
una desviacion estandar de £7.06 mg/dl; mientras que la mediana fue de 26.74 mg/dl con un
valor minimo de 15 mg/dl y un valor maximo de 42.8 mg/dl; donde ningun valor de estos
estuvo fuera del intervalo de referencia a verificar, esto quiere decir que el intervalo propuesto,
fue verificado para el uso correspondiente en el laboratorio clinico del CEMENA, ya que no

excede a més del 10% (Figura 2).

Para la verificacion del intervalo de referencia para creatinina se obtuvo una media de 0.99
mg/dl y una desviacién estandar de +0.13 mg/dl; mientras que la mediana fue de 1 mg/dl con
un valor minimo de 0.8 mg/dl y un valor maximo de 1.3 mg/dl, donde ningln valor de estos
estuvo fuera del intervalo de referencia a verificar, esto quiere decir que el intervalo propuesto,
fue verificado para el uso correspondiente en el laboratorio clinico del CEMENA, ya que no

excede a mas del 10% (Figura 3).

Para la verificacion del intervalo de referencia para colesterol se obtuvo una media de 177.9
mg/dl y una desviacion estandar de +16.3 mg/dl; mientras que la mediana fue de 181.5 mg/dl
con un valor minimo de 138 mg/dl y un valor maximo de 198 mg/dl, donde ningun valor de
estos estuvo fuera del intervalo de referencia a verificar, esto quiere decir que el intervalo
propuesto, fue verificado para el uso correspondiente en el laboratorio clinico del CEMENA,

ya que no excede a mas del 10% (Figura 4).

En la verificacion del intervalo de referencia para triglicéridos se obtuvo una media de 99.9

mg/dl y una desviacion estandar de +29 mg/dl; mientras que la mediana fue de 107 mg/dl con

10



un valor minimo de 44 mg/dl y un valor maximo de 149 mg/dl; donde un valor de estos estuvo
fuera del intervalo de referencia a verificar, esto quiere decir que el intervalo propuesto, fue
verificado para el uso correspondiente en el laboratorio clinico del CEMENA, ya que no

excede a mas del 10% (Figura 5).

Para la verificacion del intervalo de referencia para HDL se obtuvo una media de 46.9 mg/dl y
una desviacion estandar de +5.1 mg/dl; mientras que la mediana fue de 46 mg/dl con un valor
minimo de 34 mg/dl y un valor maximo de 57 mg/dl; donde un valor de estos estuvo fuera del
intervalo de referencia a verificar, esto quiere decir que el intervalo propuesto, fue verificado
para el uso correspondiente en el laboratorio clinico del CEMENA, ya que no excede a mas del

10% (Figura 6).

DISCUSION

Se evallan los intervalos de referencia en pacientes del CEMENA, obteniendo como resultado
la verificacion correcta de los IR para todos los analitos estudiados y el uso adecuado en el

diagnostico clinico del paciente segun la guia CLSI(1).

La guia CLSI establece los criterios basados en opiniones de expertos, a través de consensos
de grupos de expertos y en sus trabajos ha sido utilizado diversos estudios (4,6,7,13-16). Asi,
en un estudio en Argentina en adultos sanos, se realizd la verificacion del intervalo de
referencia para creatinina, y se encontrd6 menos de un 10% de datos fuera del rango establecido,

de la misma manera en este trabajo no hubo ningun valor fuera del intervalo establecido (6).

La propuesta de la guia internacional CLSI, como parte del control calidad adecuado para los
laboratorios clinicos, propone primero verificar los intervalos de referencia y recién sino se
verifican pasar a establecer nuevos limites, solo si hay valores que se encuentren fuera del
rango, ya que existen factores intrinsecos y extrinsecos como factores ambientales y de

infraestructura, técnicas de laboratorio diferentes y diversas condiciones individuales tales

11



como sexo, edad, raza, estilo de vida que juegan un rol muy importante en los resultados de
cada paciente (1). Por ello en nuestro trabajo primero optamos por verificar los intervalos de
referencia a diferencia de otros estudios que se realizaron en Argentina (2) y Venezuela (4)

donde establecieron directamente intervalos de referencia.

Otras investigaciones evaluaron la verificacion de intervalos de referencia (2,6,8,9,13,14) para
luego transferir al laboratorio, con analitos diferentes a los nuestros como proteinas totales,
albumina, acido urico, serie eritrocitica, mieloperoxidasa, PCR, encontrando dos de sus analitos
como el acido urico y proteinas, diferentes con respecto a los intervalos propuestos por el
fabricante, a diferencia de nuestro estudio donde incidimos en la importancia de resaltar la
verificacion antes de que los IR sean transferidos al laboratorio, ya que al seleccionar la
poblacién de estudio resultara diferente a la del fabricante; no obstante en diversos estudios
realizados en Canada donde la poblacion era uno de los principales factores que afectan al
intervalo de referencia (16,17), es importante considerar que los estudios no solo se deben
hacer al inicia una nueva determinacion en el laboratorio sino también cuando se va a cambiar
de metodologia o equipamiento, donde se hace la evaluacion por comparacién de métodos
denominandose "comparacion de sistemas de medida " es el caso de un estudio realizado por
Higgins V, Khun M y otros en Canada donde transfirieron intervalos referencia, previamente
verificados y usando dos sistemas analiticos diferentes (Roche cobas 6000 y Roche Modular P)
para varios marcadores bioquimicos, en una poblacién pediatrica, (16) y Abou El Hassan M
realizd otro estudio donde utilizaron dos sistemas analiticos diferentes (Abbott ARCHITECT
para ensayos Beckman Coulter) donde hubo diferencias en los resultados de ambos sistemas
analiticos, incrementando la importancia de verificar los intervalos de referencia para garantizar
precision y especificidad, no solo en los factores de poblacion, edad o sexo sino también para el

sistema analitico que usa cada laboratorio(17).
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Los pacientes estudiados fueron militares, también se podria considerar pacientes civiles, la
ventaja de estudiar solo a pacientes militares del CEMENA es que su permanente chequeo
preventivo anual el cual nos da mayor seguridad de que son pacientes clinicamente sanos.,
ademaés de considerar que el Servicio del Laboratorio del CEMENA mantienen un adecuado
control de calidad sobre sus equipos que permite la confiabilidad de sus resultados. En el afio
2003 establecen un estudio del Hospital Central Fuera Aérea del Per( evaluando a sus pacientes
segun la escala de ansiedad-estado para seleccionar solo los clinicamente sanos, en nuestro
caso, utilizamos la encuesta validada por la Guia CLSI C28, por ser una institucién de
reconocimiento a nivel mundial y de mayor difusion entre los profesionales e instituciones de
Laboratorio Clinico a pesar de ser de uso voluntario, sin embargo de mayor implementacion
por todo laboratorio clinico proponiendo que se debe seguir los requerimientos de esta entidad,

porque nos proporciona mayor credulidad y certidumbre al seleccionar pacientes sanos (3).

En conclusién, los analitos glucosa, urea, creatinina, colesterol, triglicéridos y HDL fueron
verificados y transferidos al laboratorio del CEMENA. Con este protocolo el laboratorio cuenta
con una herramienta para asegurar que los intervalos de referencia utilizados son adecuados
para su poblacion y metodologia, incrementando la confiabilidad en la emisién de resultados,
por ello todo laboratorio debe verificar los intervalos de referencia. Se plantea aplicar la
verificacion de intervalos de referencia en diversos laboratorios siguiendo los requerimientos

de la guia CLSI C28 (EP28).
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TABLA N° 1: Interpretacion de datos complementarios proporcionado por a Guia CLSI C28

A2

CANTIDAD DE INDIVIDUOS
FUERA DEL INTERVALO DE
REFERENCIA  PROPUESTOS PORCENTAJE CONCLUSION/ACCION

SOBRE 40 INDIVIDUOS

EVALUADOS

Intervalo propuesto
<4 10 %

verificado

Ensayar 40  individuos
De6a8 De15a20 %

“sanos’ nuevos

Establecer intervalos de
>10 >25%

referencia
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Figura 1. Verificacion de la glucosa (mg/dL) segun la guia CLSI C28-A3 por el método
enzimatico colorimétrico usando el equipo SIEMENS del CEMENA. A) Histograma de la
verificacion de glucosa. B) Box Plot n=40.

Glucose (GLUC) imgidl)

- o -1
o 8 o &
[ ] .
L - [ IS @ = "o cla @ 0w o a g
o
@ @ @
0 75 80 P w0 o 100 105 10
Glucoss (GLUC) (mgidl)

MAD / Interquartl
n Min / Max Mean Median D 0.8T4E range
Partion 1 40 T2 10108 838 80.5 T8 a2 12

18



Figura 2. Verificacion de la urea (mg/dL) segun la guia CLSI C28-A3 por el método cinético
usando el equipo SIEMENS del CEMENA. A) Histograma de la verificacion de urea. B) Box
Plot n=40.
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Figura 3. Verificacion de la creatinina Jaffe (mg/dL)segun la guia CLSI C28-A3 por el

método cinético usando el equipo SIEMENS del CEMENA. A) Histograma de la verificacion

de creatinina. B) BoxPlot n=40
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Figura 4. Verificacion de la colesterol (mg/dL) segun la guia CLSI C28-A3 por el método
colesterol esterasa usando el equipo SIEMENS del CEMENA. A) Histograma de la
verificacion de Colesterol. B) BoxPlot n=40
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Figura 5. Verificacion de la trigliceridos (mg/dL) segun la guia CLSI C28-A3 por el método

colorimétrico Trinder usando el equipo SIEMENS del CEMENA. A) Histograma de la
verificacion de trigliceridos. B) BoxPlot n=40
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Figura 6. Verificacion de la HDL (mg/dL) segun la guia CLSI C28-A3 por el método
homogéneo usando el equipo SIEMENS del CEMENA. A) Histograma de la verificacion de
HDL. B) BoxPlot n=40
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