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INTRCDUCCION.
= TEORIA DE VALGRES DOE REFERENCIA =

Por tradicién los vakores de referencia ( antiguamente llamados
valores normales ) se obtianen al amalizar un lote de susstiras bio-
18gicas de un grupo de individwos aparentamente sanos. Este snfoque
poses una falla; hay dudas de qué se debe llamar '"salud" pussto que
su funcidn aln no estf completa y unfvocamentc establecida ( ver ~-
mfs adalante ).

Los compenentos qufmicos del organismo humano estdn sujetos a -
cambios por diversas causas: por efectos de procesos Pisfoldgicos y
por diferencias de genes, de “entatus” econdmico, de medio ambiente
,ds situacidn geogréfica, etc. De allf surge la necesidad de que ca
da laboratorio obtenga sus propios valores de referencis, nacesidad
que se pusde ver sumsntada cuando se manajs un nuevo método o cuan-
do el laboratorio quiers comparer sus valores de referencis con los
de otro. Desafortunadamente, en pafses de pdco desarrollo hay ten--
dencia a usar 1{mites de raferencia establecidos en otzos pafses, -
en poblaciones diferentes y a veces, con metodologfa diferentes.

Cn las siguientes péginas analizaremos aspectos diversos en re-
lacién al establecimicnto de valores de referencias, baséndonos en
una serie de 6 documentos que estén siendo elaborados por 1la IFCC.
{ International Federation of Clinical Chemestry ; ( 1-6 ). Hasta -
mayo de 1982, sélo uno de los 6 trabsjos ha sido publicado ( 1 ), -
y s6lo contamos con 2 de las 5 versiones en elaboracién (2,5 ).

1. NGMENCLATURA.

ta nomenclatura usada actualmente para referirse a los valores
de refersncia es frecucntements ambigua. Por ello es necesario pug-
nar pars que los térmimos sean umiverssles, claros, concisos y ~--
bien definidos.



La IFSC ( 1 ) recomienda los siguientes términos en el 4rea de -
1a teorfa de valores de referencia:

), Individuo de referencia. s un individuo seleccionado usanda un -
criterio bien definido.

2. Publacién de refercncia. Fuede estar formada de todos los posibles
individuos de referencia. Generalmente tiene un némero desconocido -
de miembros, y por lo tanto es una entidad hipotética.

Nota. Una pablacién de referencin puede estar formada de un sflo
riembro, por ejemplo, un s6lo individuo puede servir de referen=
cia a €1 mismo o a otro individuo.

3. luestra de refersncia. £8 un grupe de individuos de referencia, -
en. nimero adecuado y seleccionado para representar o la poblacifn de
referencia,

be Valor de referencie. cs el valor obtenido por observacidn o medi-
cifn en un individuo de referencia.

tota. Loe valores de referencla deben ser obtenidos de una mues-

tra de refersncia.

5. Distribuciin de referencia. s la distrtbuciﬂn de los valores de
referencia.
atae. Cuaiquier hipftesis referente o une distribucién de refe--

rencia pusde ser evaluada usando la distribucifn de referencis -
de una musstra de referancia y un método estsof{stico adecuado.

6e Limite de :efercncla. £s un valor derivado de una distribucidn de
referencin. 5e usa con fines deacriptivos de los vslores de refg --
rencia.

Nots 1. £e una prdctica comin obtener un l{mite de refersncia -
tal que haya una probabilidad conocida de que un valor de refe-
rencis pusda ser menor 0 igusl al 1imite de referencia eacogide.




Nots 2. c1 1{mite de referencia es descriptivo de los valores de

referencia; y puede ser diferenciado de otros lf{mites usados con
L ]

finea interpretativos.

7« Intervalo de referencia. £s el intervalo comprendido estre los lg
mites de referencia ( inclu{dos éstos ).

8. Valor observado. £8 un valor de tipo cuantitativo, obtenido por -
obgervacifn o medicién, aue va a ser comparado ya sea con valores de
referencia, distribucinnes de referencia, lfmites de referencia o in
tervalos de referencia.

1I. LA FrODUCCIUN DE VALDRES OE REFERENCIA,

Los valores de referencla de un individuo o de un grupo de indi-
viduoe ticne valor sflo cuando el individuo o individuos, as{ como -
loa métodos de produccién de los valores de referencia, son descri -
tos zdecuadamente ( 2 ). En tal descripcién es importante incluir los
siguientes aspectos:

4) Las caracter{aticas de la poblacién de referencia con respecto a
edad, sexo, factores genéticos, socioeconimicos, etc.

8) Los ;riterlon usados para incluir o excluir individuos de la mues
tra de referencia.

C) Las condiciones fisiolégices y el medio ambiente bajo las cuales
1a muestra de referancim es estudiada, v.gP.:

1) Fecha y hora de la coleccidn de la muestra.

2) Ingesta de alimentos y drogas ( incluyendo alconol ).

3) rosturs ( incluyendo el tiempo quz estuvo en tal postura Je
4) 31 fumB en las ultimas semanan.

*t1 oripginel en inglés de la nota 2 se nos antojs crfptica, y dice .
textualments: "The reference limit is descriptive of the reference
valuss and mey distinguichad from various types of decision limite
used for interpretative purposes® ( 1 ).



5) (irado de ocbesidad.
6) Embarazo o dfa del cicloc menstrual,
7) 51 tiene alguna enfermedad conocida.

D) E1 modo de coleccifn de la muestra, incluyendo su preparacifn y -

mane jo.

£) E1 método analf{tico usado, incluyendo detalladamente datos de su
precisidén y exactitud. vebe diraele énfasia especlial a la existencia
de varisciones muy grandes del método, y si la poblacién fue eotudia
da durante un perfodo muy largo.

F) La definicién de salud de la poblacidn de referencia o de los in-
dividuos de referencia investigada. Esto es problemitico pues ningu-
na definicién es completamente satisfactoria, incluyendo la de la -
UM3 ( Organizacifin Mundlal de la Solud ): " Un estado de biensstar -
f{sico, mental y socisl, v no meramente la ausencia de enfersedad".

El estado de salud es conceptualmente diferente en un misme indl
viduo a diferentes ededes, en un mismo individuo en diferentes pafses,
o en el mismo nafe en diferentes épocas. O ses, el estado de salud -
es relativo, y no un estado absoluto. Todo ellocmplica.el estable -
cimiento de un criterio que nos permita declarsr que uns persona es
completamente sana, sobre todo si tiene una edad avanzada ( se difi-
culta mis establecer si el individuo estd enfermo, o simplemente tie
ne un achaque propio de su edad) . For ello es recomendable seguir -
otros criterios de salud para la obtencifn de valores de refarencia
en ancianos.

IT1. USU Y FRESENTACIUN DeE LOS VALORES DE REFERENCIA.

El analisis de los valores de referencia puede requeris una dea-
eripeién y un analisis. Usbe de recordarse que la estadistica ew »8-
1o una herramients, y dehe tomarse. aflo como ayuda pars resclver el
problema. La mayor{u de los datos bjolfgicos no estén simétricemente
distribufdos, por lo cual ee requiere frecuentemente de los métodow

_ estad{sticos libres de distribucién ( ver adelente ).



Un aspecto, frecuentemente olvidado, es que la estrategia que se
use para obtener los valores de refersncia depende de cual sea el ob-
jetivo que perseqguimos. Los requerimentos de nuestros velores de rcf!
rencie dependerén del tipo de estudio que estemos realizando, v.gr.:

- Deteccibn de una enfermeded

- Diagnéstico diferencial

= Control de respuzata a ls terapia

- Zstudic de cambios fisioldgicos

- catudio de los cfectos e influencias del medio amhients.

Ln aspecto f:nal fdel uso y presentacidn de los l{mites de referen
cia es que una coss @s 1z significancia estad{stica, y otra sa la sig
nificancie clinica. La significancia estad{stica es sflo descriptiva,
pero su importancia interpretativa debe basarss sn consideraciones fi
siolégicas y clinicaw, y no en el valor de las p.

IV. SELECCICN DE INDIVIDUOS SANOS PARA LA PRODUCGION OE VALGRES DE
RCFER:NCIA,

Los factores qus contribuyen a la varisbilidad de una distribucién
de referencia son numerosos, \ se dividen en das grupos:

A. Lom que llevan a la exclumsifin de individuos de la poblscifn de re-

ferencia.
Be Los que 1lavan a una particién de la poblacifin de referencia.

A. Criterios de txclusién,

Dependiendo del propdsito que se dé al usc de los valores de refe
rencia, alngunos o varios de los criterics siguientes pueden ser apli-
cados para excluir:

1.3ujetos con enfermedades patfloolcas.

Los sujetos rue padecen alguna enfermedad deben ser exclufdos, v.gr.,
el Scandinavian Committes of Heference Ualues preconiza la exclusién
de 1a gente enferma para la obtencién de vrlores de referencia.



2. sujetos gue toman drogas farmacéuticas activas.

. Entas drogas pueden estar presentes ror el tratamiento de una enee
fermedad o por terapia de reemplazo hormonal. También se debs incluir
entre las drogas al alcohol, sl tabaguismo y sl abueo de drogas ener--

vantes. £l alcohol inperido pusde afectar los metsholitos del suero, -
' por lo cual es preferible hacer exclusifn de los tomadores. Si se n--
cluyen, se deba especificar la frecuencis y el volumen de su consumo -
de slcohol.

3. Sujetos en estado Tieiolfgico especial.

a) Mujeres emberszadas.
b) Personse inmedistamente despude de hacer ejercicia.
c) Gente bajo eatrés.

También se incluyenen ests categorfa a gente que no ayuné ( ests -
cantribucién . la vartacién es muy diff{cil de evaluar ye que cepande -
de la naturalezs del alimento y del lapso trasnacurrido entre la comids
y la toms de musstrs ).

4. S5ujetos can factores de riesgo.

Se recomiends excluir o personas con obesidad, hipsrtensién o con
resultados anormales de laborstorio o gabinete, ya que pueden satar in=-
dicando propensién s enfernar o enfermedad.

f. Criterice de Farticién.

La necesidad de particidn en grupos de refersncis pusds ser necesa
"ria en clertos metsbolitos o bien dependiendo del uso gue se ve a dar

s los valorea de referencis. Pero i el anflisis de particién no mues-
trs diferencies significativas, ni en da locelizecién central,ni en la

distribucién de valores, puede hacerse un %010 coniunto.



Los criterios de particidn son numerosos, vy anuf sdlo se indican
los principales:

1. Eded y Sexo.

La edad no necemesriamente deb: ser cnteqorizada en intervalos -
iguales. Se pueden escoger intervalos pecueliou, veyr., ¢ a 5 afiog y
aln subdividir estos intervzlos en subclases como prepubertad 1, -
premenopausia 1, pubertad 1 ymenopausia 1, etc. Talla y peso pueden

ser criterios para citogerizar nifos.

2.+ Criterios genéticoa.

Se pueden usar una subclasificacifn de acuerdo al origen £tnico,
hébitos, morfotipo, pigmentacién de piel, etc. Otros marcadores pue
den ser loas grupos sanguineos, los ant{genos de histocompatibilidad,
los fenotipos de protefnas plésmaticas ( haptoglobines, transfersi-
nas, inmunoglobinas ) y las enzimas celulares ( glucoss 6- fosfato
deshidrogenass, fosfatass icids ).

3. Factores socioeconfmicos y del medio ambiente.

La adeptacién del individuo a su "status” socioeconémico y a -
su mpdio ambiente pusden originar diferenciss. £jemplo: se ha obi«
~ sevado que el colesterol aumenta en ios japoneses cue smijran a -
los Eatados Unidos.

Los criterios de seleccifin son consscuentemente miltiples y -
veriedos. £s reletivamente facil excluir irdividuos enfermos o in-
dividuos bajo tratamiento, pero es més dific{]l wscoger criterios -
pertinentes pars la clasificacién de la poblacién en subgrupos ho-
mogéneos. La clasificacidn serd por lo 'gnto diferente, dependisn-
do de los objetivos que se persiguen.



Ce Critericas Frécticos.

1, Jeleccifn de incividuoa de referencie.

La seleccién de individuus de referencia debe ser lo mds riguro
sa posible de modo gue estén presentes todos lon posibles elementos
de la pablacidn gue se pretende estudiar, v.gr.%, gue haya en la nues
tra lqg mismog proporciones de individuns de Aress rurales, aress -
urbanaz, clases socioeconfmicaz, grupns étnicos, etc., gue en la pD
blacién a estudiar. Ue necesita una poblacién grande ( v.gr.g pobls
cifn general o gente invitada a centros de salud ) paras participar
en.un programa que permitz colectar un nirern ainnificativa de do--
tos que permitan una evaluacifn de diverans criterios de seleccidn
y/0 una particidn de la poblacién por caracterfsticas fue pudieran
causar variscidn tinldégica.

2. n@leccidn de una muestra al azer.

£n el mejor de los casos, los individuos deben ser aeleccioaa--
dos al azar, de la poblacién que se pretende estudlar. Ver para ella
1as estrateglas umsadas por Munan ( 7-8 ),Gardner y zcott ( 9,10 ) y
Sertel Jerg ( 11 ). for otra parte, se puede restringir la seleccifin
al azar  unm parte de la poblacifn, limitada @ sujetos del Area ure
bana, cuando se pretende medir un fenfimeno urbano.

La muestra idealmente debe ser grande para parmitir la exclusifn
y particién de indivicuos. La exclusibn inicial se puede hacer por
" medio de un cuestionario.

3, Seleccién de Muestras gue no son al izar.

Las personas nue son invitadas » centros de salud o que partici
" pan en programas de salud,pueden ser seleccionadas como individuos
de referencia. £9 importante mencicnar que tal muestra esté frecuen
temente sesgnda ya gue representa polamente a ciertos elementos de
la poblacifn general, y no a toda ls poblacién general. For ello de
be hacerse una deacripcifn cuidadoss de las caracter{sticas de la -
‘poblacifn de la muestra. o



La mayorfa de los laboratorios en la préctica no pueden hacer
una seleccién de muestra grande ( al azar o no ), ya que habitual-
mente 8610 cuentan con un ndmero reducido de datos. For otra parte,
los laboratorios en tal situacidn pueden hacer su anflisis baséndo
se en criterios de exclusifin v particidn obtenidos en estudios de
gran volumen hechos en otros laboratorios.

V. RECOLECCION DE LAS MUESTRAS BIOLOGICAS.

L pentes de laboratorio han aprendido que cualgquier esfugrzo
para obtener exactitud y precisin ee inGtil si no se logra una ob
tencidn adecuada de la muestra bioldgica que se va a analizar.

La obtencidn de la mueatra debe ser estandarizada, ‘hto en, -
conducida aslempre de la misme manera de modo que se minimice el -
efecto de variables que pueden afectar las ceracterfsticas de ls -
muestra ( veQr.§ postura, ayuno y reposo previo del psciente, téc-
nica de toma, anticoagulantes y aditivos usadoa, contactos con me-
dio ambiente, tipo de recipiente, manipulscién al momento de tomar
le y posteriormente al analizarls, condiciones de temperaturs, tiem
po de arribo al laboratorioc y tiempo antes del processmiento, etc. )

Se debe tratar de obtenar informacién del sujeto sn el momento
de tomar la muestra. La informacidn puede ser obtenida a bsse de -
un cuestionario s ser llenado por el individuo de referencis minma
o par el peraonsl del laboratorio. Hay publlcncinﬁel que proponan
formatos de cuestionarios con tales finse ( E Fanek & Petit-Clerc,
13 ), ( AlstrBe T, Grdbeck R & Skandsen, 12 ). -

La informecién debe ser lo mée completa posible en relacién a
antecedentes familiares y nersonales, hébitos nutricionales, inges
ta de drogas y medicamentos, y existencia de si{ntomas.



VI. CONTHUL DE CALIDAD DE LA MEDICION.

Como minimo el laboratorio debe tener establecido un programa -
interno de control de calidad ( con muestras control de concentrae-
ciones conpcidas y desconocidas ), e incorporando, ten pronto coma
sea posible, un promedin de enfermos que garantice la precisidn en
las muestras problema y por ende, que los l{mites de referencia gue
se estasblegcan eigan siendo vAlidos paosteriormente.

La particidn simulténea o previa en un buen programa axternc de
control de calidad ( en que el laboratoric puede evaluar la execti-
tud ) le dard mucha mis molidez al intervaloc de refercncia que se -
establezca.

Hara las mediciones de quimice sanguinea, exclusivamente, la -
IFCC ha publicsdo tamoién una serie de recomendaciones sobre div-g
s08 cspectos del control de calidad ( 14-19 ).

VII. DETERMINACIUN DE LO5 LIMITES DE REFERENCIA..

€n 1a cerie de manuscritos por editar de la IFEC ( 1-6 ), exis
te uno dedicado a las estrategias para establecer lo: 1fmites de re
farencia ( 5 ).

Los procedimientos para establecer l{mites de referencia pueden
ir desde le valoracidn intuitiva hasta el empleo de técnicas esta--
di{sticas muy complejas. Més aln, es importante recordar que frecuen
temente es mis productivo comparar un dato de laboratoric de un en-
fermo contra los valores de la misma medicién hechas en fechas pre-
vias en ¢l mismo enfermo, gue conmpararlo contra un intervalo de re-
ferencia.

Naturalmente gue antes de decidir la estrategis de snélisie pa-
ra establecar_lfmitea de referencia, cs necesario haber llenado los
otros requisitos de validez que hemos venide discutiendo:
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1) Seleccifn adecuada de individuos normsles.
2) Recoleccifin estandarizads de las muestrss binlfgicas.
3) Control adecuado de la mwedicifn propiamente dicha.

£n todo manejo eatad{stico intervienen en forma importante dos
aspectos! \

1. £1 tipo de distribucidn de los valores.
2. E1 nimera de datos.

Actualmente se Hasumulado evidencla de que los valores de ree-
ferencia raramente muestran en la préctica una distribucidn gaussia
na ( llamada también diatribucidén normal o distribucidn de campana ).
Es por ello gue no se debten usar en forma mecinica los datos de la
estadf{stica paramétrica habitual ( v.gr.; media y desviacidn estén-
dar ) para establecer los 1{mites de referencia.

Actualmente se recomienda el emplea de los intervalos fractila-
res* pars establecer un intervalo de referencla ya gue ee pueden -
usar tanto en distribucliones gauseianas como en las no gaussianas.
WUinkel & Statland ( 20 ) han diacutido loa proa y contras de diver-
suu‘tipa de intervalos de referencia aplicados en la literatura.

te convencifin mis usual plantea gue el intervalo de referencis
debe contener al 954 de la distribucifn central de la distribucidén
de refercnclia, o sea, se deben tomar los fractiles 0.025 y D.975 -
( percentiles de 2.5 y 97.5% ) para lograr esta convencifn ( 57.5 =
2.5 = 95% de la diatribucidn )s*

*Se las llama intervalos percentilares cuando se transforman a %
vegre; ( Practilar ) 0.95 = 995 ( percentilar ).

** ) pesar de esta convencidn hay en la literatura sutores que uean

otros percentiles para establecer sus 1{mites de referencia, v.gr.,
percentiles 3 y ©7; 5y 95; 10 y SG; etc.

1



Loa fractiles Be pueden estimar por dos tipos de métodnn:

1. Los métodom paramétricos. C£stos exigen una distribucifn gaussia-
na de los datos o alternativamente, la transformacifn a una distri-
bucién gaussiana por manipulacifn de les datos ( por ejemplo, usan«
do los logaritmos de los valores ).

2, Los llsmadas métodos libres de distribucién ( "distribuytion free
statistical methads" ) que se refieren a técnices ested{sticas gue
pueden ser aplicadas a cualquier tipo de distribucién.

La seleccidn de uno u otra tipo de método pars calcular el in--
tervale de referencie depende ademés, en parte, del nimern de datos: -
los métodoa paramétpicna son tefricamente mejores para muestras pe=-
nuefias ( alempre y cuando tengan realmente una distribucién gaussia
na ) que los libres de dietribucién. For otra parte, con pocos ca--
s0s es precisamente cuando mayores problemas hay pars establecer -
con cierto grado de certeza, que se trata reslmente de una distribu
cién gaussiana, Los métodos libres de distribucién pueden emplearse
zon unos 40 casos, pero se consideran ya confiables si am cuenta -
con 60 individuos de referencia.

E]l datalle de los métodos recomendados pura establecer un inter
valo de referencia fractilar, tanto intuitivamente como por métodos
eatad{sticos paramétricos o libres de diatrlbucidn, s detallan en
la publicacién de 1a IFCC mencionada ya ( 5 ).
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1. DBJIETIV(S,

Pricticamente todos los luborstorios cl{nicos de los pafses- de-
sarrol lados aceptan la recomendacién actual de estatlscer sus pro--
pios 1{mites de r fercncia ( antiguamente llamados l{mites normales),
Esta aceptacién, por otra parte, no estf muy difundida en apf{ses co-
mo Méxfco: en ellos hay m’s tendencia a usar los 1fmites de referencia
establecidos en otros pafses, ésto @s, en poblaciones diferentes y
con metodologf{as que pueden, sl ser implementadss con reactivos lo=-
cales, diferir sistemiticamente de la metodoloyfz original.

Por ello es importante comenzar a dar los primeros pasocs para -
sstablecer nuestros propios 1imites de referencia, aunoiie sean ini-
cielmente splicables sdlo s nivel institucional.

Los datos de los propios pecientes para esteblecer los 1{mites
de refersncia han sido usados exitosamente por vairos investigado-
res ( 21-23 ), Esta cstr:tegis ofrece la vent:jz ds no aumentar los
costos, y si bisn no es la munera sctuslmente preconizada por los
orgenis,os intornacionsles ( ver caepitulo I ), crecmos que pusde -
: ser la primera aproximec:8n de gran utilidad s laboratorios que -
tienen un volumen grande o mediano de trabajo: en poco tioﬁpo pue=
den est:blecer si hay congruencis entre lbe detos que informen.y.-
1los 1f{mites ds referencia que emplean ( seen touédos de la litera-
tura o establecidos por ellos mismos en un grupo de sujetos sanos).

Esta comunicacién tiene como objetivo presentar los 1fmites -
habituales de calclo y fésforo séricos obtenidos en una poblacién
scleccionada a partir de un~ poblacién de nuevo ingresc sl Instity
to tacional de tutricién de 1o Ciudad de México. Como objetivo se-
cundario estf las repercusiones de usar los 1fmites habituales ver~
sus los 1{mites de rcferencia de la misma institucién.
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MATERIAL Y METODOS.

S5e revisaron 836 expedientes de los caso que ingresaran entre =
el 10, de marzo y el 10 de mayo de 1560 al " Instituto Nazcional de -
la Nutricidn Selvador Zubiran ". La informacifn de calcio y fésforo
se encontrd anotada en 583 caso de los 836 expedientes ( 707 del -
total ). En tres de los 583 casas con celeio y fésforo no eataban =
lon datos de edad y sexo: la distribucidn por sexo y edad de los 580
casos restantes se puede observar en la tabla 2,

De los 580 casos, hubo 476 que adem4s ten{ n dato de urea, 393 -
el de creztinin: y 316 el de albdmina.

€1 calcio y el fésfuro se midieron en un aparato automatizado =
( Coulter Chemistry ) utilizando los métodos de crasulftalefna y el
de Fiske-SubbaRow, respectivamente. £l coeficiente ds variacidn ine-
terdfas para las mediciones de calcio y fésforo en una nuestra con-~
trol fueron de 2.6 y 2.9 respectivamente, es decir, ambas mediciones
sstzban dentro de 1{mites aceptables de precisién,

Le urea v la creatinina se midieron en sangre utilizando un apa=
rato automatizado ( Technicon Auto Analyzer I ) y los métodos de la
acetil-monoxina y sl de picrato alcalino de Jaffé, r=s;ectivamente.
La slbdmina se midis c:n el método de verde de bromo.resol en el aps
reto autom tizado Coul ter Chemistry, &

Para evaluzr difarencias do'modlas entre grupos se utilizé la. -
prueba t par: grupos separados: '

on que: X’ y Xz son las medias de los grupos 1 y 2 que se comparan
th y Dtgluon lo® cuadrados de las desvi ciones estdndares de los
grupos 1 y 2: y
N1 y "2 son el nlimero de observaciones ¢n lo- grupos 1 3y 2,
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Para las diferenciss de distribuciones por edad y sexo se ush -
~ la prueba chi cuadrada ya que evalda diferencias de distribucifn de

datos cualitativos colocados en columnas comparativas:

2
2 . (0-E)
ol -_

'E
en gue:

s{mbolo de sumatoria.

il e
"

nimero de canos cbservados.
Nimero de casos esperados.
gl = gredos de libertad.

m
n

gl = ( Ng. de l{neas - 1 )x( No. culumnﬁs -1)
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DETERMINAGIUN DE CALCIL Y FOsFURU.

Determinacidn de cglcio.

Fundamento: :n solucién alcalina la cresulftslefna forma un croméfo
ro con @l caluio, 2l cuel Foarma un gompuesto colorido gue spsorbe -
a 550 nm,

Reactivos:

leactivo A.

Cresulftalefna 50.2 mg
Sulféxido de dimetilo 110.0 g
8-Quinolefna ‘ 2.5 g
Ace clarhidrico 2.9 g
Agua cbp ‘ 1000 ml
,'ﬁcactlvn 8.
Et11éndiamina 47.5 g
Monostanolamina 535 g
Agua cbp , 1000 ml

Sustancla: que interfieren:

1. Lll muestras llplnicas dan valorca falsamente nlton.
2. La presencia en el suero de oxalato de aaonio, citrato, tDTA. in
sulina y sulfato disminuys los valores de caleio.

Leterminacifn de P8sforo.

Fundamento: E1 fésforo inorgénico del susro reacciona con el molibe
dato de emonio en solucidn cide formendo el fosfomolibdatos
Py e (Mg ko0 w0 (e, )y B0y )

€1 fosfomolibdato es reducido por el 4cldo asclrbico, formando el -
molibdeto azul:

(NH,‘ )3 ‘P ( Mo’()w ) ) + Ac. glpdrbduo . ffollbdcnu u_ul‘
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La absorcifin del molibdena szul a 680 nm es directamente propor
cional o la concentracidn del fésforo inorgénico. El coler es esta-
ble por 20 minutos.

Preparacién de reactivos:

Rnlctivo A

Ac. naclrbico 30 g
8isulfito de sodio 1 g
Agua cbp 1000 wl
Reactiva B

¥olibdato de amonio 5 g
Ace sulfirico 115 g
i\gua cbp 000 ml

4iNota:‘la formacifn de un color café amsrillento en el reactivo B in
dica deterioro.

Sustancias gue interfieren:

El suero de pacientes con mieloma miltiple o con otras anomal{as
_en protefnas que dan turbider debido e la precipitscién de las min-
mas, dan valores faleos sltos de fésforo. En tales casos es recomen
‘dable repatir gl procedimiento usando una dllucidn 1:1 del suero =~
con agua. Evitar los anticoagulantes y los suerom hemolizmdos,




RESLLTALOS:

Caracter{sticss de la pablacidn de referencia.

Solamente se recobarnn 3 datos generales: el difgnostico presun
tivo, ls edad y el sexo: casi todos eran adultos con edares entre -
15 y 79 afios exceptuando unos pocos inoividuos en los intervalos ex
tremos de edad ( 10 o 1 afios y 50 a 89 afios ) ( ver tabla 3 ).

Criterios de exclusidn.

Los criterios utilizados para excluir individuos de la pobla --
cién de referencia fueron los siguientes:

1. Se encontré gue de los 580 casos que tenfan el valor de calcio y
Féaforo, sllo 478 uasos tenfan el dato de urea, 393 el de creatini-
na, y 318 sl de albdnina. '

4@ excluyeron 262 casos que, adn cuando contaban con el valor -
" de calcio y fésforo, carecieron de los 3 datos de los otros metabo-
iitos ( urea, creatinina y albimina ).

2. L@ gxcluverbn 162 casos que tuvieran: o un valor de urea mapyor -
de 50 mg/dl, o uno de creatinina mayor de 1.5 mg/dl, o uno de albi-
mins menor de & g/dl.

Estos valores de exclusidén sc obtuvieron al correlacionar los -
valores de calcio y Pésforo con los de urea, creatinina y albdmina.
Fara ello sa hicieron grupos de aujetns con diferentes niveles de -
cacs uno de los metabolitos ( urea, creatinina y albimina ) y para
cada grupo se obtuvo una eatadfstica ( N, media y desviacifdn estén-
dar ) de los datos de calcio y fésforo ( ver tabla 1 ).

En cada metabolito se escogld un grupo de referencia cuyos nive
les de metabolitos Pueron: urea de 8 o 29 mg/dl; creatinina 0.5 a =«
0.9 my/dl; y albimina de 4.5 a 4.9 g/dl ( ver tabla 1 ), Eatom gru-
pos fueron sscogidns arbitrarismente, a1 bien colnciden gruesamente
‘con 105 valores de referencia reportados en la literatura pare estos
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metabolitos. En la misma tabla 1 se pueden ver que los grupos con -
niveles de urea mayor de 50 mg/dl}de creatinina mayor de 1.5 mg/dl
o de alblmina menor de & g/dl, tenfan valores de calcio y fésforo -
que Jifirieron significativamente del gruco de referencia. En base
a este hallamzgo se sliminaron estos casos, aunque aflo tuvieran fue
ra de los lfmites de exclusién @ uno cualquiers de los 3 datos de -
urea, creatinina y albimina.

.uedf finalmente un remanente de 156 casos que tenfan los valo-
res de urea y creatinina bor abajo y €1 de albldnina por arribe de -
los lfmites de exclusifn, s oste grupo de 156 casos se le deaignf -
como la poblacidn seleccionada para la obtencién de l{mites habitua
les.

Obtencidn de los 1{mites habitusles.

5e procedid a onservar la distribucién de los datos de calcio y
fésforo de la poblacifn seleccionada ( 156 casos ). En vista de que
este distribucién Pue gaussiana, se utilizé un método paramétrico -
que abarcars el 95% de la distribucién ( usando el método paramétri
co tradicional de media y multiplos de la desviacién eatédndar ): ae
uad 1a media + 2 desviaciones esténdar, para obtener los limites ha
bituales de caleio y fésforo que se muestrsn en la tabla 2.

Representatividad de la poblzcifin seleccionada.

Al comparar la distribucién de edod y sexo de 1a poblacién se--
leccionads con la distribucién de edad y sexo de la poblacidn total
( tabla 3 ), no se encontrd globalmente diferencia estad{stica de -
distribucién ( prueba chi cuadrada ).Solamente se observé un déficit
de individuos mayores de 50 afios: de un totsl de 16 casos prassntes
de la poblacifn total, solamente uno tngrosé a ls pablacién selec--
clonada ( debleron sar & 8 5 camos ). 54 bien eate déficit de ancis
nos comprende a un nimero pequefo de cosbn concuerda can lo reporta
do e¢n la literatura ( 28 ) de que constituyen otro tipo de pobla --
cifn, vy de gque con ellos sz necesitan otras eatilteglu. de obten --
cién de limites de referencia. '
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TABLA 1, tedia y DE ( desviacidn estdndar ) de calcio y fésforo séricos

en Funclién del nivel de ntros metabolitos sanguineocs.

Metabolito fivel No. de La (mg/dl) f { mg/dl )
casos Media DE bedia DE
2. 7 10 8.9 D096 NS  3.56 2,31 NS
Urea
(mo/d1) (8 -29 307 9.44  U.BY NS 3.69 0,67 NS|
30 - 49 119 9.46  0.76 NS  3.80  0.60 WS
50 - 99 21 8.89 1,24 * L.78 2,50 *
100 -4z8 21 BeZ6 1427 ** Tl L,27 ¢
lo.5 - 0.9 354 5,66 0.5 NS 3,73 0.6 N
Creatinina 1.0 - 1.4 15 9,65 0.98 NS  3.87 U.76 NG
(m3/01)
1.5 bl ‘0.9 B 6-9“ 0096 e “035 UOGB .
7 -25 12 Bu56 1419 ** 8,63 4,72 *
1.3 - E-‘O 15 7.91 0085 e 5.16 3.01 “S
. 245 = 2,5 45 B.2H  0.92 ** 4,36 2,22 NS
?13:T§"8 3.0 - 3.4 2 6,51  D.76 **.  3.88  1.60 WS
9 3.5 - 4,0 n 9,11 (.58 * 3.75  U.B6 NS
boll = Lo 59 9,45  0.58 N3 3.76 0.6 NS
lhes =49 ™ 9,84 0,59 NS 3.B5 .48 kil
5.0 = Seb 20 10,00 039 WS 386 D.57 NS

Se encuadra el grupo contra el cual se comparan los otros grupos para
ver si habfa diferencia intergrupa significetiva umando la prueba t -
( a colas ): N5 = no significativa; * p menor de 0.5 y ** p menar de

0.01 .



Tatila 2.'Nivalts aféricoe de calcla'y f6afnro en 1n poblacidn total de 582 casos vV &n una.
lnbpnblacidn aelecciunad- de la anterior por tener urea menor dc 50 -mg/dl, creu-
tinina menor de 1.5 mg/dl y albémine m{nima de b0 g/dle

”3qu1§di6h : No. casos - Calclo (hg/dl) . Fésforn (mg/dl)
S :  Medts DE . CU " Medis - DE Cun
;rou;" sz 943 D.82 8.7 3.88 1,36 .S
seleccionads 156 8,75 D5 kb 395 0,50 12,7
Limites normalidad en poble- 4 oo | 10465 , 2475 = 4a75

cidn seleccionada (X s 2 DE)
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Tabla 3, Distribuciones de sexc y edad en la poblacién tuial y en =
seleccicnada en bose a tener urea menor de 50 mg/dl, crea-
tinina menor de 1.5 my/dl y albdminc mfnima de 4 g/dl.

Variable Limites No. de casos ¢ de casos
Total Seleccionada Total Seleccionada
Edad 10 - 14 5 1 0.9 0.7
(afios) 15 - 19 32 10 5.5 6.4
' 20 - 29 1] 25 15.2 16.0
30 - 39 90 26 18,5 1647
40 - 49 116 30 . 20.0 19.2
S0 - 59 120 37 10,7 23.7
60 = 69 79 19 13.6 12.2
70 - 79 34 7 5.9 4,5
80 - 69 16 1 2.7 0.6
Totales 580 156 100% 100%
T 59X0 Femenino 234 93 57.6 56.6
| Masculino 246 63 | 42.4 40,4

No hay diferencia de distribuciﬁn por edad o sexu entre total y se~
leccionsds por prueba chi cuadrada ( edad: X2 3,96 con B gl; sexo:

xz 0.20 con 1 gl).
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DISCUSION.

Frimeramente se discutirén comparativamente los aspsctos que se
recomiendan en la ohtencién de 1{mites de referencia, y lo que de -
hecho se realizd en este estudic para la ohtencifn de los 1{mites -
habituales de nuectra institucibn.

Instituciones internacicnales como la IFCC ( capituls I, Cndice
1 ) hacen énfzsis en que para obtener velores de referencia hay que
caracterizar a la muestra en relscifn a factores que pueden afectar
de alguna manera los niveles de calcin y dsfora, ve.gre: estrato 80
cioeconémico, dietético, genético, antopomnétrico, o si habfa sujetos -
fumadores,tomadores, o en un estado fisinlégico especial, etc., lo
cual no ae hizo en este estudio.

Feroc adn cuendo no se hizo todo lo anterior, no hay que olvidar
2qué'es 1o que se guiere abarcar con los li{mites buscedos, y el uso
que se les qu}ere dar. En nucetro caso, gqueremos encontrar una pri-
mers aproximacidn o los valores habitualea.de calcic y féaforo en -
la poblaciin del Instituto Nacional de Nutricién, para gque sirvan -
como una primera aproximacién a si- son o no parecidos » los 1f{mites
de referencis fue uss la propla institucidn para hablar de "norma -
les" y "anormales®,

tsta inquimtud de evaluar los l{mitee de referencie de la insti
tuctfn surge del hecho de que la estrategis cléesice de obtener valg
res de referencia a través de un ndmerc de personas "sanas", es un
enfoque gue puede tener fellas, v.gr.: incluir un nimero muy peque-
Ao de personas, o que éstae no scan representatives de la poblacidn
que ee pretende 2etudlar. Jueda ademés el problema de pader decla--
rar con toda carteza tue el materisl que e ectudié pare lltlhllc.:
los esté formado exclusivamente por personas sanas: hay gue recore-
dar que salud es un término Wlusive y diffcil de precissr, y que in
cluso hay autores que declaran "l estado absoluto de selud no exis
te; exiate algln grado de patolocfa an tado indlvidun. 1m£1.r n.la

i “rentropiac e tade sistems qulntcn (25).



Je ha recomendato .um la toma de la mueatro sea estandarizada, -
es decir, gue la toma de muestra se haga siempre de ls misma manera
e modo que ae minimicen, en tedo lo positle, las variables que pue
den afectar a lss caracter{sticas de la muestra ( ver capftulo I, -
indice V ).

La toma de muestra en el presente estudio se efegtud bajo las
condiciones usuales en nueatra inatitucidng

10 L1 paclente debe eatar en ayunas,

20 41 paciente se le hace sentar mientras se efectia la toma de --

muastern, pero no es puestn en reposo previc. Algunos esperan su tur
no sentados, y otros parados, @ inclusive hay ocasionalmente pacien
tes que llegan pricticamcﬁte carriendo,ya que se retrasan g su cita
de toms de muestra,

38, Jseneralmente, la muesira de sangre es tomeda de la vena central
del hrazo, si bien algunas veces se les toma de las venas colatera-
les del brazo o de 1a mano { esto se hace 38lo cuando e} paciente -
no tiene distinguible o estd muy maltratada la vena contral ). se -
cmplean jeringas de vidrio de 10 & 20 ml y agujas desecnables ( zDX
32 & 2132 ). ‘

49, 4 las muestras uerlé’pune anticosgulante n'no. scgin el eatudio
o realizar. Fara las medicliones de urea y creatinina se utiliza EDTA
en polvo, y se agita endrgicamente la mezcla sangre-anticoagulante.
Las mediciones de calcia, féaforo y alblminn se reslizan en suero, -
eato 28, no se utiliza anticoagulantz, v la muestra permanste en ra-
. poso hasta sl momento quz ae conienza la ssparacién de susro en sl -
laboratoria.

5@, E1 tismpo desde ls toma de mucstra hasta el arribo al lahorato-
rio es sproximgdaments 2 L5 minutos, tiempo en el cual las mieatras
permanecen @ temperatura smbicnta. Ya en el laboratorio, ae incuban
_aproximadsmente une hora en bafto marfa 8- 37°C. €1 tiempo gétal‘dauhl
“1a tams hasts el endlisls de lo musstra var{a entre 2 y 3 hores.
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En lo cue respecta 8 control de calided, sdlo se contmba con un

programa incipiente de control de calidod interno, dursnte el perfg
do de este estudio: se inclufa diariamente una muestra control de
concentracifn conocida ( suero comercial Lshtrol ). £) coeficiente
de variacifin interdfas para caleio fue de 2,6% y pera fésforo de .-
2+3%, 0 sea, ambea mediciones presentaban une precisién aceptable,
si bien la muestra control recibfa muy probablemente un trato pre- -
ferencial. No se contaba en ese entonces con ningun otro tipo de - -
informacién de control que demostrara ls exactitud del método VeQr.,
Un programa externo de control de exactitud, ni con {ndices de pre-
cisién menos sujetos a trato preferencial, v.gr., el promedioc de --
enfermos { 26 ).

fara el eetableélmlentu de 1imitas de referencia, actuaslmente se
recomienda el uso de intervalos Prectilares, ya gue se utilizan tanto
para distribuclones gaussianas como para no gaussianas ( ver cap{tu-
1o 1, fndice VIl ), pero esto no invalida la estrategis de anflisis
paramétrico ysado por nosotros ya que los valores tenfan una distri
bucidn gaumsimna. For ello se util1z8 una estad{stica paramétrica -
erinarin ( media y un multiplo de la desviacién estiéndar ) para es
tablecer los limites habituales institucicnales, los cuales pasamos
ahora a discutir,

La comparacién de los l{mites habituales de este estudio versus

" los 1imites de referencia ce la propia institucién ae{ como los re-
portados por lom fabricantes del aparato en gue se hacen las medi -
ciones de calcio y fésforo, se presentan en la tabla L. En la tabla
se purden ver los siguientes hechos:

1e Hay un claro desplazamiento de los limites habituales de calcio
hacia la Mzquierda® ( tendencis & valores DBJDII)Z awooe 1{mites -
habituales de calcio ( inferior y superior ) son menores » los de
las otras dos series.
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2. Hay un decsplazamiento menos claro de los 1{mites habituales de -
fésforo hacia 1a "derecha" ( tendencia a valores altos ), peroc es me
nos claro que el caluiu,yu que sflo el 1fmite superior de féaforo as
mayor que el de las otras dos series, pero el 1imite inferior es in-
termedio.

Zn un intento de evaluar las repercusiones institucionsles que -
hubiera tenido el emplear los l{mites habitusles versus los 1imites
de referencia, se reanalizaron los datos de callcic y fésforc de los
583 ceasos de nueva ingresa, y se ertablecid el porcentaje de sujetos
con datos fuers de 1fmites habituales y fuera de limites de referen-
cia. La tabla 5 muzetr. como se distribuyeron los 583 casos en las 9
combinacionea posiblee que pueden darsc de valores normales, conbina
dos altos y/o bajos en funcidn de los 1fmites habitusles y de los 1{
mitec de refersncia,.

Como se puede observar, los 1fmites de refercncis tienen un 7% -
mis de valores anormales cue los 1{mites hapitusles ( 72% va 65X ).
Este exceso de 7% de sujetos se repartis en 4X que tenfan s6lo una -
 de las dos mediciones fuera de 1imites dc referencis, y en un 3% que
~ tenfan ambss fuera de los 1{mites de referencia. Sobre la base de que
:,,todg resultado fuers de l{mites debe ser repetido, se hublersn teni-

_ do que repetir 259 mediciones fuers de 1{mites de refsrencis ve sflo

207 fuera de limites hab! tusles, £sto es, que habria una Iobl!cllﬂl
de 25% con el emplea de los 1imites de referencis en comparacién con
los 1{mites habitusles, Estos datos muestran que es econfmicamcnte -
importante aclerar la discrepancia entrs los 1{mitas h-bitujlcl y los
1i{mites de refsrencie ya qus ss treduse en un incresento:subasancisl
de costos de prusbas que pudieran setsrec repitisndo Snnecessrismen-
ts. -

Las diferencias entre los 1{mites habituales y los de referencis
pusden obedecer m tr-i causes:

1) La poblncidn estudinda es una poblecién anormtl.uv.gr.,zcon’ten-m
dnnciu " cnlcin bnjo v fd-furn nltos a '



2) Problemns de exactitud de las mediciones.

3) troblemas de imprecisifin.

kn relacibn a la imprecisifn, sabemos gue las medicionss tenfan
un CV interensayo sceptable durante 1o realizacién del estudio, y -
pueda razonablemente descertarse como explicacién al fendmenc de --
desplazzmiento de l{mites,

La anormalidad de la poblactdn de este nstudio es un hecho indis
cutible ya que es una poblacién hospitalaria, v lo ficil serfa asig-
nar el desplazamiento de l{mites habituales a dicha causa, pero no -
se puede descartar la pesibilidad de que la exactitud hubliera parti-
cipado en el fendmeno, ya que no se usé el mismo calibredor que cusn
do se estahlecieron los 1{mites de referencia en 19765 v durante es=
te estudio en 1560: se usaron comt calibradores 2 lotes -iferentes -
de suero control de un mismo proveedor ( Coulter ).

A partir de diciembre de 1931, las mediciunes de celcio y féafo-
ro han estado lﬁcluidu@-en un programa emternc de exactitud, sl Pro-
grama Internacicnal de [ontrol de Calidad de la Ok& ( Grgenizacién -
Mundial de lm Salud J. Los resultados de dicho estudio han permitido
establecer que el calibrador de 1982 tenfa un errar de exactitud en
ambos metabolitos, é%th‘ea. ¢l celibrador llevaba a mediciones fllle
mente altas: 5 pars el calcio y 8% para el fésforo. Ello planted s
conveniencia de recalibrar el calibrador, lo cual obliod a que los -
1{mites de roferencia de czlcio se camblaran a partir de enerc de
1983: De 5 @ 11 paseron a 8.5 a 105 mg/el, esto es, més ~nrecido a

los l1imites hebituales de calclo de este estudio.

ror otra parte, tampoco sgtembe si eatos datos de la exactitud

del calibrador de 1982 semn equiv-:lentes a los de los calibradores
de 1980, vy los de 1976, por lo que parece que 1n mejor alternstiva -
para aclarar las discrepsncias entre l{mites habituales y lfmites de
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referencia, ser{a lo de repetir este estudio shora que la exactitud
del calibrador e<td walidada y de que el labaratorio cuenta con un
programa internn adecuade de la precieidn de calclo y fdsforo ( 27 ).



Tabla 4. Comparacifn de 1imites en 3 series: lfnites habitusles en la serie del presente
estudio, limites de referencias en las series de Coulter e INNSZ ( Instituto hae
glonal de hutricifn Salvador Zubirén ).

_hetabolito Fresente Coultar INNSE
, cstudio
Ne 156 ¢ N= 120 ® = 102 ¢®e
Calelo Limites B85 - 10455 9.0 « 1.5 90 - 11.0
(mg/061)
Fésforo LUmites 275 « W75 2.5 = bk 300 = 4eS

~ (mg/dl)

* Laos 156 cesoe selscgionados de poblacibn de nusvo ingreso al INNODZ.
*¢ Dbreros de Himleah, Florida, LEUL. ‘
© e+ Feraonal del liNsz.
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Tabla 5. ~orcentajes de casos normales y anormales de calcio y/o fés

foro en una poblacidén de nuevo ingresn al Il de acuerdo

a dos tipos de l1imites.

s /P LIMITEG

' Referencia
N/ N 380 ( &5 % )
8/ N 75
A/l N 3
n /oA , 38
N/ B Rt
Jubtotal w%? (25 %)
B /7 A 28
4 /7 d 26
A/ A 2
a/ a 0

. subtotal 56 ( 10% )
TOTALES 583 ( 100 % )

N = Dantro de L(mltcn.
® = Abajo del) Limite inferior.
A = Arribs del Qfmite superior.

LIMITES
Habituales

417 ( 72 %)
ao
20

15
10

125 (21 %)

a2
17

M 7%)

583 ( 100 % )



COMCLUSTONE o

1. Utilizando varios criterios, se logrd seleccionar una subpohlacidn
de 156 casos a partir de una poblacién de 583 nasos que ingresaraon al
IUN5Z ( Instituto .acional de la Nutricidn ualvador Zubirdn ) en 50 -
dfas hdsiles ( marzo a mayo de 170 ).

‘2, La poblacifn seleccionada mustrd ser representativa de la poblacidn
tatal en lo: jue respecta a cdad y sexo, a oxcepcifn de los anciancs
de B0 - 89 afioe que guedaron pricticamente exclufdos de la poblacifn
aeleccirnadsa.

3. La distribucién de los valores séricos de calcio y fésforo en la -
poblacién saleccionada fue de tipo goussiang. Lpg pardmetros de dicha
distribycidn fueron:

tmdia veave. Eate
Calcio ( mg/dl ) 9,75 0.45
qufo:u ( mg/dl ) : 3.75 U.50

4. Con cetos parémetros ee c#icularon'( Hedia ¢ 2 DE-) unos limites -
designados habitualea para diferencisrlos de los clésicos l{mites de

referencia:

Limites Habituales
Calcio ( mg/dl ) B.85 o 10.F5
‘Fésfaro ( mg/dl ) 2.75 8 4,75

5+ Al comparar los 1{mites habitusles con los limites de refersncia -
( establecidos en 1976 en la propie institucién ) se observé que los
1fmites hahituales de calcio mostraban un desplazamiento "a la izqui-
erda " ( tondencia s v:loras bajos )'versus ‘los 1f{mites de referencis,
pars guse loe l{mitcs habitusles de fésforo mostreban cl fentmeno opues
-fd: un desplazamiento "a la derecha’ ( tendencia a valores altos ). :



Be Lz aclarncidn de 1 a2 1o~ cousas nue provocar estns diferencia -
entre uno y otro tipe de limites, tiene importancia: nay une disminy
cifn de 25. en el nfmero de pruebass anormales a repetir sl se emplean

laos li{mites habituales en lugsar de los 1{mites ce referencia.

7« :1 fesplazamionto de los 1{mitos hablitualsg puede deberss a que 'a
roblacidn 2etudiada es vna poblacidn hospitalariv, pero no se puade -
descartar gque ls exactitud hubiers psrticipado en cauzar el fendmeno:
los datos de 1982 de un programa externo de exactitud, al nue ingresé
2n diclembre de 1981, mostrd que habfa problemas de exaciitud para -
caleio y fdsforo, pero nr podemos saber si los dotos de 19682 son apli

cahles al pesado.

A. 5e concluye nue es cnnveniente repetir 12 ootencidn de 1{rites ha-
bitualea shora que laa mediciones de calcio y fisfore estdn bajo un -
programz oxterno de exactitud y de un programa interno de precisién -

mis adecunido.
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