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PALABRAS CLAVE Resumen

Valores referencia; Introduccion: El establecimiento de los valores de referencia es una tarea esencial de los
Sodio; laboratorios clinicos, ya que pueden variar segin los instrumentos empleados y la poblacion
Potasio; considerada. En el presente trabajo pretendemos definir el intervalo de referencia en nuestra
Calcio; poblacion para las siguientes magnitudes biolégicas en plasma: osmolalidad, sodio, potasio,
Magnesio; calcio, urea, y magnesio con el analizador Unicell DXC 800.

Osmolalidad; Material y métodos: Se selecciond una muestra de referencia formada por 146 individuos sanos
Urea entre los donantes que acudieron a nuestro banco de sangre y se les extrajo sangre en un

tubo de heparina litio que fue centrifugado a 1.700g durante 5 minutos para la obtencion de
plasma. En el plasma resultante se analizaron urea, sodio, potasio, calcio y magnesio con el
analizador Unicell DXC 800 (Beckman Coulter®), midiéndose la osmolalidad con el osmometro
3300 (Advanced Instruments®). Se aplicd el método no paramétrico del CLSI C28-A3 para la
obtencion de los valores de referencia.

Resultados: Se obtuvieron los siguientes intervalos de referencia: urea (13,67-48 mg/dL), sodio:
136,7-145 mmol/L), potasio: (3,37-4,6 mmol/L), osmolalidad: (290-305,42 mosm/kg), calcio (8-
9,3mg/dL) y magnesio (1,9-2,2 mg/dL). Estos intervalos fueron diferentes a los propuestos por
el fabricante, lo que refuerza la necesidad de producir valores de referencia propios.
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Reference values in plasma for osmolality, electrolytes, calcium, magnesium and

Introduction: The establishing of reference values is an essential task of clinical laboratories.
In this work the reference intervals for the following parameters in plasma were determined:
osmolality, sodium, potassium, calcium, magnesium and urea, using a Unicell DXC 800 analyzer

Material and methods: A sample of 146 healthy individuals was selected from health blood
donors of our institution. Plasma was obtained by centrifugation of lithium heparin tubes at
1700¢ for five minutes. Sodium, potassium, calcium, magnesium and urea were measured on
a Unicell DXC 800 analyzer (Beckman Coulter®), whereas osmolality was measured with an
osmometer (Advanced Instruments® 3300). The CLSI C28 A-3 non-parametric method was used

Results: The reference intervals obtained were: osmolality: (290-305.42 mosm/kg), sodium:
(136.7-145 mmol/L), potassium: (3.37-4.6 mmol/L), calcium (8-9.3mg/dL), magnesium (1.9-
2.2mg/dL) and urea (13.67-48 mg/dL). These values are different from those claimed by the
manufacturer, which reinforces the need for determining individual reference values in each
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(Beckman Coulter®).
to determine the reference intervals.
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Introduccion

Para cualquier magnitud bioquimica los valores observados
en individuos distintos suelen ser diferentes, e incluso en el
mismo individuo cambian en diferentes periodos de tiempo,
fenomeno que se conoce como variabilidad y se cuantifica
mediante la desviacion tipica, o el coeficiente de variacion.
Esta variabilidad puede deberse a causas biologicas, metro-
logicas o premetrologicas’. La variabilidad bioldgica es, con
independencia de la variabilidad metrologica, la responsa-
ble de que se observen valores diferentes de un analito en
un mismo individuo (variabilidad bioldgica intraindividual) y
entre los individuos de una poblacion (variabilidad bioldgica
interindividual).

Para poder interpretar un valor de una magnitud bio-
quimica en un individuo enfermo es necesario conocer los
valores de la misma magnitud en una muestra representa-
tiva de la poblacion sana a la que pertenece el individuo. Asi
surge el concepto de valores de referencia como los valores
que describen la variacion de las magnitudes biologicas en
individuos que retinen unas caracteristicas concretas, que se
denominan individuos de referencia®. Segln la International
Federation of Clinical Chemistry and Laboratory Medicine
(IFCC) debe desecharse por incorrecto el término «valores
normales». El concepto de valor de referencia fue propuesto
por Grasbeck y Saris en 1969°. Aflos mas tarde, un comité
de expertos (EPTRV) designado por la IFCC y por el Consejo
Internacional de Normalizacion en Hematologia (ICSH) des-
arrollo la teoria y procedimientos actuales*”. Los trabajos
de este comité fueron la base para la elaboracion de la guia
del Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI) publi-
cada en 1995 y actualizada en 2000. En 2008 una comision
mixta de la IFCC y CLSI publicé un documento comun, el
C28-A3° que es el que debe tenerse en cuenta en la actuali-
dad para la adopcién, transferencia y validacion de valores
de referencia. Por otro lado en la Guia ISO 151897 establece

como requisito de calidad de los laboratorios la documen-
tacion de los criterios y fuentes a partir de las cuales se
establecen sus valores de referencia.

Cada laboratorio clinico deberia establecer sus propios
valores de referencia para sus equipos instrumentales, con-
diciones de medida y poblacion a la que dé servicio®.
Es necesario producir valores de referencia cuando se
comienza a medir una nueva magnitud bioldgica o un nuevo
procedimiento de medida en el laboratorio, o para verificar
o validar los procedimientos ya introducidos en la poblacion
que se atiende. A pesar de ellos pocos laboratorios realizan
esta tarea, siendo practica habitual adoptar los valores de
referencia que aparecen en los Insert de reactivos o en la
bibliografia. Ello es debido a que la produccion de valores
de referencia no es una tarea facil, siendo necesario reu-
nir un nimero importante de individuos que reunan unas
condiciones determinadas®.

El proceso mas critico de la produccion de valores de
referencia es sin duda la seleccion de la poblacion de
referencia, debido a lo dificil de definir un individuo de
referencia® que debe cumplir unos criterios de salud que no
son universales. El individuo de referencia es una persona
que pertenece a la poblacion atendida por el laborato-
rio seleccionado en funcion de unos criterios como edad o
sexo'. Segln la guia CLSI 28-A3° el individuo de referencia
es una persona que pertenece a la comunidad atendida por
el laboratorio, seleccionado en funcion de criterios como
edad, sexo o habitos toxicos o dietéticos. La citada guia
recomienda la seleccién directa de los individuos con las
caracteristicas definidas a priori (tabla 1), utilizando crite-
rios de exclusion (tabla 2). De no ser posible la seleccion
segin los criterios que recoge la guia CLSI 28-A3° algu-
nos autores consideran licito utilizar muestras de individuos
tedricamente sanos que acuden al hospital como donantes
de sangre o para una revision de salud laboral’~"". Incluso
hay autores que proponen® la produccion de valores de
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Tabla 1  Encuesta de salud de la muestra de donantes

(En general Vd. diria que su salud es buena?
¢(Realiza alguna actividad fisica regularmente?
;Con qué frecuencia?

Tipo de actividad

¢En su puesto de trabajo esta expuesto a sustancias toxicas o volatiles?

(Ha padecido alguna enfermedad recientemente?
Si la ha padecido diga cual

¢(Esta tomando alglin medicamento?

;Es fumador? Si lo es indique los cigarrillos/dia
¢;Sigue alguna dieta especial?

¢Toma bebidas alcohdlicas?

(5) (N)

() (N)
(horas/semana)
(moderada) (fuerte)
(S) (N)

(S) (N)

() (N)

(S) (N)

(S) (N). Describala

(S) (N). Indique cuales y con qué frecuencia.

referencia estudiando retrospectivamente los resultados de
pacientes disponibles en la base de datos del laboratorio,
aunque este procedimiento no esta avalado por el CLSI 28-
A3%8,

En nuestro estudio pretendemos definir los intervalos de
referencia para algunas de las magnitudes bioquimicas mas
frecuentemente analizadas en nuestro laboratorio, como
son urea, sodio, potasio, calcio, magnesio y osmolalidad.
Para ello seleccionamos una muestra estadisticamente sig-
nificativa de la poblacion de referencia formada por 146
individuos entre los donantes sanos que acuden al banco
de sangre de nuestro centro y que cumplian con los cri-
terios necesarios para ser considerados como poblacion de
referencia.

Material y métodos

La muestra de referencia se selecciond entre la pobla-
cion de donantes sanos que acudieron al banco de sangre
de nuestro centro. La seleccion de la muestra se realizd
mediante la cumplimentacion de una encuesta de salud
(tabla 1) basada en las recomendaciones del documento
CLSI 28-A3°. Se excluyeron aquellos individuos que cum-
plian alguno de los criterios fijados por los autores'>'
que se consignan en la tabla 2. Se reunieron en total 146
individuos de referencia, a los que se extrajo sangre en tubos

Tabla 2 Criterios de exclusion

Enfermedad reciente

Hospitalizacion reciente

Cirugia reciente

Hipertension

Enfermedades genéticas

Embarazo

Lactancia

Consumo de alcohol (>100g etanol/semana) o drogas de
abuso

Uso cronico de farmacos

Tabaquismo

Obesidad

Actividad fisica intensa

Dietas especiales

de heparina de litio, aplicandose el torniquete un tiempo
inferior a 2 minutos para evitar la hemdlisis'> obteniéndose
el plasma por centrifugacion a 1.700 rpm durante 5 minutos
sin que transcurriesen mas de 20 minutos desde la extraccion
hasta la centrifugacion. La presencia de hemolisis, lipide-
mia o ictericia se definié como criterio de rechazo de las
muestras.

Los plasmas fueron analizados inmediatamente tras su
obtencidn sin que mediasen ciclos de congelacion. Los anali-
sis bioquimicos se llevaron a cabo en varias series analiticas.
Para la determinacion de urea, sodio, potasio, calcio y
magnesio se utilizo el analizador Unicell DXC 800 (BECKMAN-
COULTER®). El sodio, potasio y calcio se midieron por poten-
ciometria indirecta con electrodos selectivos, mientras que
la urea se determind por un método conductimétrico aco-
plado a la formacion de i6n amonio mediante la ureasa
presente en el reactivo. El magnesio se midi6 mediante for-
macion de complejo capaz de absorber la luz, mediante
reaccion con calagmite. La osmolalidad plasmatica se deter-
miné mediante descenso del punto de congelacion de la
muestra respecto al agua pura (crioscopia) con un microos-
mometro 3300 (Advanced Instruments®). Las caracteristicas
operativas de los métodos empleados se recogen en la
tabla 3.

Se analizd la presencia de valores atipicos o aberran-
tes para cada una de las series, correspondientes a cada
magnitud bioldgica, mediante la prueba de Tukey'>. Cuando
se detectd la presencia de valores atipicos fueron elimi-
nados para realizar los posteriores analisis estadisticos. Se
aplico el test de Kolmogorov-Smirnov® para demostrar la
existencia o no de una distribucion normal. Para la cons-
truccion de los intervalos de referencia se us6 el método
no paramétrico basado en percentiles descrito en el docu-
mento CLSI C28-A3 calculando los intervalos de confianza
que incluyen el 95% de las observaciones®. En todos estos
analisis estadisticos se utilizo el paquete de software Med-
Calc 11.3.

Ademas se procedio a la particion de los datos en subcla-
ses por sexo y en 3 grupos de edad (entre 19-34 afos, entre
35-49 anos y entre 50-62 anos). Para demostrar si estaba jus-
tificada la elaboracion de intervalos de referencia en cada
subclase se empled el método de Harris y Boyd'®, segln el
cual se deben elaborar intervalos de referencia por sepa-
rado si el cociente de desviaciones tipicas de cada subclase
es superior a 1,5 (s¢/s; > 1,5).
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Tabla 3 Caracteristicas analiticas de los métodos estudiados
Método Imprecision total (CV%) Limite de Linealidad Interferencias Anticoagulantes
deteccion endogenas que interfieren
Osmolalidad 2 50 mosm/kg 50-900 mosm/kg NIS EDTA
Oxalato
Citrato
Na 1,5 100 mM 100-200 mM Lipidemia Oxalato
Fluoruro
Citrato
K 3 1mM 1-15mM Hemolisis EDTA
Lipidemia
Ca 3 2mg/dL 2-20mg/dL Lipidemia EDTA
Citrato
Mg 3,8 0,1mg/dL 0,1-7mg/dL Hemolisis EDTA
Lipidemia Oxalato
Fluoruro
Urea 4,5 1mg/dL 1-322mg/dL NIS Citrato
Fluoruro
Oxalato

Caracteristicas operativas de los métodos estudiados segun la validacion realizada en nuestro laboratorio siguiendo los protocolos de la
Sociedad Espafiola de Bioquimica Clinica y Patologia Molecular para el estudio de la linealidad y de la imprecision.

Resultados

La muestra que hemos seleccionado como representa-
tiva de la poblacion de referencia esta comprendida por
146 individuos, de los cuales 96 son varones (65,75%) y
50 mujeres (34,25%), con edades comprendidas entre los
19-62 anos (media 41, mediana 42, desviacion estandar
12).

No se obtuvo ninguna muestra hemolizada, lipémica ni
ictérica, por lo que fueron analizados los 146 plasmas. Segun
el test de Tukey'® para los valores aberrantes no se hallaron
valores atipicos para urea, sodio, potasio, mientras que para
la osmolalidad, calcio y magnesio se hallaron 4 valores ati-
picos. Estos valores se excluyeron para los ulteriores analisis
estadisticos.

La aplicacion del test de Kolmogorov-Smirnov permitio
demostrar que se cumple normalidad para la distribucion
de valores de urea, potasio, osmolalidad, y calcio, mientras
que se rechaza la hipdtesis de normalidad para el sodio y
magnesio. En la tabla 4 aparecen los estadisticos descripti-
vos obtenidos para cada una de las magnitudes biologicas,
asi como el resultado obtenido para el test de normalidad.

En la tabla 5 se recogen los intervalos de referencia defi-
nidos usando el método no paramétrico de los percentiles
del CLSI C28-A3°.

La aplicacion del método de Harris y Boyd®’ no justi-
fico la obtencidn separada de intervalos de referencia por
sexos, siendo el cociente de las desviaciones tipicas obteni-
das para cada una de las subclases inferior en todos los casos
a 1,5 (urea: 8,38/7,84=1,069; sodio: 1,98/1,9=1,05; pota-
sio: 1,98/1,90=1,042); calcio: 0,33/0,31=1,06; magnesio:
0,11/0,10=1,1; osmolalidad: 4,03/3,81=1,05). Analogo
resultado se obtuvo al dividir el grupo en 3 rangos de edad,
por lo que los valores de referencia para cada grupo de edad
no son distintos desde el punto de vista de la significacion
estadistica.

Discusion y conclusiones

Los valores de referencia de una determinada magnitud
bioldgica no son universales. Cada laboratorio deberia esta-
blecerlos con los individuos de la poblacion que atiende, al
menos cuando se introduce una nueva magnitud o cuando
se cambia el procedimiento de medida?. Sin embargo en la
practica no es muy habitual la obtencion de valores de refe-
rencia propios debido a la dificultad de definir los criterios de
inclusion de los individuos y a que se requiere gran nimero
de ellos, por lo que se suele consultar la bibliografia o la
informacion suministrada por los fabricantes de reactivos®.

En la mayoria de los Insert producidos por los fabri-
cantes de reactivos se subraya la necesidad de establecer
valores de referencia en cada laboratorio, lo que es especial-
mente importante cuando se introduce una nueva magnitud
bioquimica en el laboratorio o se realiza un cambio en la
tecnologia analitica'’. Cuando se trata de magnitudes bio-
quimicas de uso ampliamente extendido puede ser licito un
disefio mucho mas sencillo, que consiste en validar el inter-
valo de referencia del fabricante, analizando 20 muestras
de sujetos supuestamente sanos®'’, de modo que se acepta
el intervalo propuesto si no hay mas de 3 valores que queden
fuera del citado intervalo. En caso de que haya 3 o mas valo-
res que salgan del intervalo el estudio se ampliaria a otros
20 sujetos, aplicandose el mismo criterio de aceptacion. En
caso de rechazo de esta segunda serie deberia recurrirse a
la elaboracion de intervalo de referencia propio segin los
criterios del documento CLSI C28-A3°.

Algunos autores han propuesto, para dar mayor facili-
dad a la produccion de valores de referencia el muestreo
a posteriori, es decir el uso de la base de datos del
laboratorio, estudiando retrospectivamente los resultados
de sujetos aparentemente normales’?, este procedimiento
no esta validado por la IFCC ni el CLSI. En nuestro
caso, a pesar de tratarse de magnitudes bioquimicas
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Tabla 4 Descripcion de la muestra de referencia

Magnitud Rango de valores Media (5d) Mediana Gaussianidad
Urea (mg/dL) 10-52 28,87 (8,17) 28 Si (p=0,175)
Sodio (mmol/L) 136-146 140,53 (1,95) 141 No (p <0,05)
Potasio (mmol/L) 3,3-4,8 4,01 (0,29) 4 Si (p=0,21)

Calcio (mg/dL) 8-9,5 8,81 (0,32) 8,8 Si (p=0,097)
Magnesio (mg/dL) 1,9-2,2 2,05 (0,1) 2,1 No (p<0,01)
Osmolalidad (mosm/kg) 288-307 297,41 (3,96) 297 Si (p=0,52)

En esta tabla se recogen los estadisticos descriptivos para la muestra de referencia en donde Sd indica desviacion estandar. En la columna
de la derecha aparece si se cumple o no la normalidad de la distribucion segln el test de Kolmogorov-Smirnov indicando el valor del

estadistico p o probabilidad de rechazo de la gaussianidad.

Tabla 5 Valores de referencia obtenidos

Magnitud

Limite bajo (IC 90%)

Limite alto (IC 90%)

Urea (mg/dL)

Sodio (mmol/L)

Potasio (mmol/L)
Calcio (mg/dL)
Magnesio (mg/dL)
Osmolalidad (mosm/kg)

13,67 (10-18)
136,67 (136-138)
3,37 (3,3-3,5)
8 (8-8,20)
1,9 (1,90-1,90)
290 (288-291)

48 (44-52)
145 (144-146)
4,6 (4,50-4,80)
9,3 (9,30-9,50)
2,2 (2,20-2,20)

305,42 (304-307)

Valores de referencia obtenidos con el método no paramétrico propuesto en el CLSI C28-A3. Entre paréntesis se indican los intervalos

de confianza calculados con una precision del 90%.

convencionales con valores de referencia muy establecidos
hemos optado por seleccionar los individuos de referen-
cia entre aquellos que acuden como donantes de sangre
de nuestro centro mediante una encuesta de salud (tabla
1) haciendo el cribado mediante los criterios de exclusion
establecidos en la tabla 2.

El tamano de muestra de referencia que se considera
como aceptable para la produccion de valores de refe-
rencia es de 120 individuos>®?, condicion que se cumple
sobradamente en nuestra muestra (146 individuos) incluso
con la eliminacion de valores aberrantes, ya que solo hay 4
valores atipicos.

En la tabla 6 se muestran los valores de referencia
usados hasta ahora en nuestro laboratorio para las mag-
nitudes estudiadas, que estan tomados de la informacion
suministrada por los fabricantes para el mismo tipo de espé-
cimen (plasma heparina de litio).Comparando los intervalos

Tabla 6 Valores de
fabricantes

referencia propuestos por los

Magnitud Limite bajo Limite alto
Urea (mg/dL) 12 44

Sodio (mmol/L) 136 145
Potasio (mmol/L) 3,5 5,1
Calcio (mg/dL) 8,9 10,3
Magnesio (mg/dL) 1,8 2,5
Osmolalidad (mosm/kg) 275 295

Tabla VI: se recogen los limites de referencia propuestos por los
fabricantes de reactivos, Beckman-Coulter® en especimenes de
plasma heparina de litio, en el caso de urea, electrolitos, calcioy
magnesio y Advanced Instruments® en el caso de la osmolalidad.

obtenidos por nuestro grupo con los ofrecidos por el fabri-
cante mediante la aproximacion propuesta por Horn y
Pesce?, que consiste en comparar los ratios de las ampli-
tudes de los intervalos para el mismo analito, calculando
el promedio de los logaritmos decimales de este cociente y
de su inverso, obtenemos valores muy proximos a la unidad
excepto para la urea y el magnesio. Esto indica que en las
demas magnitudes serian asumibles los intervalos propues-
tos por el fabricante de reactivos.

Nuestro trabajo nos permite concluir la conveniencia
obtener valores de referencia propios de la poblacion
atendida por el laboratorio, siendo aceptable verificar los
ofrecidos por el fabricante mediante el procedimiento abre-
viado expuesto anteriormente.
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