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RESUMEN

Con el objeto deestablecer losvaloresdereferencia
especificos por edad y género para dos parametros
bioquimicos de una poblacién infantil aparentemente
sana, residente en unazonarural del Estado Mérida, y
ademas, compararlos con los suministrados en los
equipos de reactivos comerciales utilizados, se
determind laconcentracion delaglucosay laactividad
delafosfatasaacaina (ALP; EC 3.1.3.1) en muestras
desuero de 366 nifios (180 del género masculinoy 186
del género femenino), con edades comprendidasentre
6 y 12 afios. Los intervalos de referencia normales
inferiores y superiores fueron determinados por un
método no paramétrico mediante la estimacion de los
percentiles 5 y 95. Los valores de referencia
encontrados para la glucosa mostraron diferencias
significativas (p<0,05) entre el efecto simultaneo de
géneroy edad. Paralafosfatasaalcalinalasdiferencias
fueron significativas tnicamente entre | os subgrupos
de edad (p<0,05). Se concluy6 que ambas variables
influyen significativamente en ladeterminacion delos
valoresdereferenciaparalaglucosa, sinembargo, sélo
lavariable género mostré efecto sobre los valores de
referencia de la fosfatasa alcalina. Se observaron
diferencias entre los resultados obtenidos en
comparacion con los suministrados en los equipos de
reactivos utilizados.

PALABRASCLAVE

valores de referencia, intervalos de referencia,
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ABSTRACT

In order to establish the specific reference values
according to age and gender, for two biochemical

parameters in an apparently healthy infantile
population in arural area of the state of Mérida, and
alsoinorder to comparethe obtained valueswiththose
provided with the commercial reagent equipment,
glucose concentration of glucose and alkaline
phosphatase activity (ALP; EC 3.1.3.1) were
determinedin samplesof 366 children'sserum (180 males
and 186 females), with ages comprised between 6 and
12 years. Upper and lower normal reference intervals
were determined by anon parametric method to estimate
5 and 95 percentiles. The reference values found for
the glucose showed significant differences (p<0,05)
for theinteraction of the gender and age variables. For
alkaline phosphatase the differences were significant
only among the age subgroups (p<0,05). It was
concluded that both variables exert a influence
significantly in the determinations of the reference
valuesfor glucose, however, only the gender variable
showed an effect on the reference values for the
alkaline phosphatase. We found differences among
the obtained results and those provided with the

commercial reagent equipment.
INTRODUCCION

Los valores de referencia bioldgicos estan
contempl ados dentro delos procedimientos analiticos
y son requeridos paratodas |as pruebas realizadas en
el laboratorio clinico, no solo deindividuos sanossino
también de pacientes con enfermedades relevantes.
LaFederacién Internacional de QuimicaClinica(IFCC)
recomienda el uso del término valores de referenciay
detérminosrelacionados como individuo dereferencia,
Iimite de referencia, intervalo de referenciay valores
observados (Ashwood y Burtis, 2001). Losvaloresde
referenciason | os resultados de unamagnitud, que se
obtienen a partir de un solo individuo o un grupo de
individuos que relinen unas caracteristicas concretas
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y previamente definidas. Se expresan generalmente
teniendo en cuentalos limites inferiores y superiores
también denominados L imites de Referenciadefinidos,
determinados mediante métodos estadisticos. Los
resultados de una pruebadelaboratorio y, en general,
decualquier pruebadiagndstica, notienen valor por si
mismos, y sélo cuando se comparan con otros datos
se convierten en informacién. Habitualmente, se
considera que la interpretacion no se realiza
correctamente si no se cuentacon datos obtenidosde
personas sanas, aunque esto no significa que se esta
en condiciones de establecer un determinado
diagnéstico (Gonzalez et al., 2002).

Para determinar los Iimites de referencia debe
considerarse €l analito que se trata, €l tamafio y las
caracteristicas de la muestra de referencia, la
variabilidad inter e intra-humana y la variabilidad
metodol égica, los cuales pueden influir en mayor o
menor grado en los valores de referencia de cada
sustancia por analizar (Alvaet al., 1988).

Los factores relacionados con €l paciente que
pueden afectar |a determinacion de ciertos analitos se
dividen en aquellos que no se pueden modificar como
laedad, el género, el origen étnico, y los que pueden
controlarse, como por gjemplo: latension mental (estrés)
o fisica, €l gjercicio, la dieta, €l fumar, la postura al
momento de la extraccion de lamuestray el consumo
de medicamentos, entre otros (Boquet et al., 1995).

Laedad y el género son los criterios mas usados
para establecer |os subgrupos porque diversos
analitos varian significativamente entre los diferentes
gruposdeedady género. Laedad puede ser catal ogada
por intervalos iguales (ejemplo, por décadas) o por
intervalos méas pequefios en los periodos de la vida
donde se observa la mayor variacion (Ashwood y
Burtis, 2001).

Algunas distribuciones de datos biol 6gicos no se
gjustan aladistribucién de Gauss (Daniel, 2004), por
lo que no es apropiado utilizar métodos paramétricos
y se deben realizar transformaciones. La Federacién
Internacional de Quimica Clinica (IFCC) sugiere que
secacule€ intervalo no paramétrico por los percentiles
2.5% y 97.5% (Jagarinec et al., 1998). Sin embargo,
Solbergh (1986) recomiendalos percentiles 5%y 95%
y Gomez et al. (1984) escogen percentiles 3%y 97%.

Cada laboratorio debe establecer los valores de
referencia propios de la poblacién donde funciona.
El laboratorio que acepta los valores de referencia
obtenidos en otro lugar debe conocer la forma en
gue fueron obtenidos, en relacion con lacaracteristica
de la poblacién origen de los sujetos estudiados y
sus criterios de inclusion o exclusion, el modo de
obtener el material bioldgico, el procesado de la
muestra, la metodologia analitica utilizada y el

tratamiento de los resultados, para saber si son
semejantes alos propiosy si se pueden asumir esos
valores acerca (Gonzédez et al., 2002).

En Venezuela no existen publicaciones de la
investigacion de valores de referencia en |aboratorios
clinicos. Los profesionales del area de la salud que
brindan sus servicios en los diferentes centros médicos
comparan los resultados de la valoracion de las
muestras bi ol 6gi cas de | as personas que acuden alos
mismos, con aquellos adjuntos a los equipos de
reactivos. Si bienescierto, quelosvaloresdereferencia
establecidos por las casas comerciales que elaboran
dichos equipos de reactivos cumplen con un estricto
control de calidad, éstos son determinados en paises
en |os cuales existen condiciones ambiental es, dieta,
estilo de vida, entre otros factores, diferentes alasde
nuestro pais. En consecuencia se propuso determinar
losvaloresdereferenciaparalaglucosay lafosfatasa
alcalina(ALP; EC 3.1.3.1) en muestrasde suero deuna
poblacién infantil aparentemente sana de la Escuela
Bolivariana24 de Junio del Municipio Sucre (San Juan
de Lagunillas) del Estado Mérida, Venezuela,
procesadas en €l |aboratorio clinico del Hospital tipo |
ubicado en la misma localidad, considerando las
variables fisiol6gicas como la edad y el género, y
comparar los valores de referencia de la poblacién en
estudio, conlosindicadosen |osequiposdereactivos
comerciales utilizados.

MATERIALES Y METODOS

Poblacion en estudio

Lapoblacion dereferenciaestuvo conformada por
366 nifios (180 del género masculino y 186 del género
femenino) de la Escuela Bolivariana 24 de Julio del
Municipio Sucre, ubicada en San Juan de Lagunillas,
Regidn de Los Andes venezolanos, presumiblemente
sanos, con edades comprendidas entre 6 y 12 afios,
los cuales fueron divididos en subgrupos de edades:
de6-7, de8-9y de 10-12 afios. Seincluyeron los nifios
con una alimentacién balanceada y se excluyeron
aquellos que estuviesen bajo tratamiento médico y/o

con enfermedades aparentes.

Condicionesdel paciente:

Lasindicaciones sefial adas al os pacientes fueron
unayuno de 12 horasy evitar larealizacion de gjercicio
fisico 12 horas antes de la obtencion del especimen.

Material bioldgico:

Las muestras de sangre total (5 mL) se extrajeron
de las venas del antebrazo, mediante agujas de acero
inoxidabley jeringas plasticas, entre 7:00-9:00 am. Las
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muestras fueron colocadas en tubos de ensayo de
vidrio, se les dejé coagular espontaneamente y se
centrifugaron durante 10 minutos a 3.000 rpm para
asegurar la rapida obtencién de los sueros
correspondientes utilizados para los andlisis
respectivos.

Instrumento:

Se utilizd el instrumento Express Pluss (Oberlin,
Ohio, USA) automatizado, pertenecientea Laboratorio
ubicado en el Hospital tipo | deLagunillas. Seutilizaron
multicalibradoresnivel 1, loteN° A05001y nivel 2, lote
N° A05002 (marca Ciba Corning) paralacdibraciény
alicuotas de suero control nivel normal y control nivel
anormal.

M étodos utilizados en las deter minaciones
analiticas:

Para |la cuantificacién de la glucosa se utilizo el
método enzimético oxidasa/peroxidasa (Trinder, 1969),
del reactivo marcaBiosystemy el méodo de p-nitrofenol
para la determinacién de la actividad de |la fosfatasa
dcaina (EC 3.1.3.1) (Davidsohn y Henry, 1969; Tietz,
1976; Hepler, 1957y Cohnet d., 1939), dd reactivo marca
Sigma Diagnostics (St. Louis, USA).

Analisisestadistico

Setrabajé con unasolaescueladel Municipio Sucre
del Estado Mérida, en consecuencia se aplico un
método de muestreo no probabilistico:

1. Los nifios se clasificaron en seis (06) grupos,
combinando género con tres categorias de edad (6-7,
8-9y 10-12 afios). Luego sedetermind el posibleefecto
del género, laedad y lainteraccién de éstos para cada
uno delos analitos.

2. Losgrupos asi definidos quedaron de diferente
tamario, y en consecuenciano se cumplio el supuesto
denormalidad eigualdad de varianzasentrelos grupos
de géneroy edad.

3. Unaforma de subsanar el cumplimiento de los
supuestos estadisticos, es ajustar 1os grupos a un
mismo tamarfio. En este caso, el tamafio comin de los
grupos se hizo en funcion de aguel quetenialamenor
cantidad de individuos, paraluego seleccionar delos
demés en forma aleatoria dicha cantidad. De esta
maneraesirrelevante el cumplimiento del supuesto de
igualdad de varianzas entre grupos (Pruebade L evene)
(Gujarati, 2000).

4, Paradeterminar si existe efecto del género, dela
edad einteraccion enlosnivelesdelosanalitosglucosa
y fosfatasa alcalina, se aplico €l andlisis de varianza

para un experimento completamente aleatorizado de
doble factor (modelo de efecto fijos) (Daniel, 2004).

5. El clculodelosintervalosdereferenciaserealizd
mediante los percentiles 5y 95, cubriendo un 90% de
los valores de la poblacion en estudio.

RESULTADOS Y DISCUSION

Mediante la prueba de Kolmogorov - Smirnov
(Pardo y Ruiz, 2002) se analiz6 la distribucién de los
datos para determinar su ajuste a la curva de
normalidad, encontrandose que este supuesto se
cumple en los siguientes grupos, para el analito
glucosa, enlosnifioscon edadesde 6 a7 afiosy nifias
con edades de 6 a 7 afios y de 10 a 12 afios. Parala
fosfatasa alcalina, los nifios con edadesde 8 a9y de
10 a 12 afios, y paralas nifias se cumple en todos los
grupos de edad, de6 a7, de8a9y de 10 a 12 afios
como se muestraen laTabla 1.

TABLA 1
Pruebas de normalidad mediante el estadistico de
Kolmogorov - Smirnov, para la glucosay la fosfatasa alcalina
segun el género y la edad

Analito Género Edad Estadistico | *gL | p_valor
6-7 0.076 52 0.200
Masculino 8-9 0.126 52 0.039
Glucosa 10- 12 0.131 52 0.026
6-7 0.093 52 0.200
Femenino 8-9 0.135 52 0.018
10- 12 0.085 52 0.200
6-7 0.145 52 0.008
Masculino 8-9 0.092 52 0.200
Fosfatasa 10- 12 0.119 52 0.063
alcalina 6-7 0.053 52 | 0.200
Femenino 8-9 0.114 52 0.087
10- 12 0.087 52 0.200

*gL: grados de Libertad
p_valor=0.05se cumplesupuestode Normalidad

En la Tabla 2 se muestran los resultados de las
pruebas de igualdad de varianzas, prueba estadistica
de Levene (Pardo y Ruiz, 2002), para los analitos
glucosay fosfatasaal calinasegiin laedad. Este método
estadistico permite contrastar |a hip6tesis nulade que
losgrupos comparadostienen lamismavarianza. Como
se observaparaambosanalitos, no entodosloscasos
considerados se satisface el supuesto de igualdad de
varianzas (p<0.05). Sin embargo, segin Gujarati (2000)
si los tamafos de los grupos son iguales y
suficientemente grandes, no es muy relevante el
incumplimiento del supuesto deigualdad devarianzas.
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TABLA 2
Pruebas de igualdad de varianzas, para la glucosa segun
el géneroy la edad

) . Estadistico ~ | Estadistico

Analito | Género deLevene gL1 | gL2 | p_valor | Edad(afios) deLevene gLl | gl2 | p_valor
Masculino 67

Glucosa 1432 11310 0232 8-9 2.397 2 1309 | 0093
Femenino 10-12
Masculino 67

Fositzsa 288 | 1|30 00s2 | 89 4800 | 2 309 0009

alcalina .
Femenino 1012

p_valor>0.05se cumple supuesto de Igualdad de Varianzas

En la Tabla 3 (ANOVA), €l género, laedad y €l
efecto simultaneo de ambas variables, son
estadisticamente significativos (p<0.05) para la
glucosa. En consecuencia, se obtuvieron valores de
referenciadel analito paracada género segun laedad.
Con respecto alafosfatasa alcalina (Tabla 4) setiene
gue la edad es el Unico factor estadisticamente
significativo (p<0.05), ya que el efecto simultaneo de
edad y género no es estadisticamente significativo
(p>0.05). En consecuencia se obtuvieron valores de
referenciade lafosfatasa al calina segln |a edad.

TABLA 3
ANOVA para un experimento completamente aleatorizado
de doble factor (modelo de efecto fijos)

Fuente de Suma de 1L Cuadrados | Razonde |
Variacion Cuadrados 9 Medios Varianza | P-valor
A 475.0801 1 475.0801 9,05 0.0028
B 484.0449 2 242.0224 4,61 0.0106
AB 344.4295 2 172.2147 3,28 0.0389
Tratamientos 1303.5545 5 260.7109 4,97 0.0002
Residual 16060.0577 306 52.4839
Total 17363.6122 3Mm
Donde: A: Género. B: Edad
p_valor <0.05 esun efectosignificativo
Variable Dependiente: Glucosa
TABLA 4

ANOVA para un experimento completamente aleatorizado
de doble factor (modelo de efecto fijos)

Varssion | cuadvados | 9 | “edios | Varianaa | P-Yalr
A 5425.0032 1 5425.0032 1,49 0,2233
B 66762.25 2 33381.125 9,16 0,0001
AB 3952.1218 2 1976.0609 0,54 0,5819
Tratamientos 76139.375 5 15227.875 4,18 0,0011
Residual 1114835.6 306 3643.254
Total 1190974.97 31

Donde: A: Género. B: Edad
P_valor<0.05esunefectosignificativo
Variable Dependiente: Fosfatasaalcalina

Losvaloresdereferenciase determinaron mediante
la aplicacién del método no paramétrico de los
percentiles 5y 95, que consideran el 90% central de
los valores poblacionales, excluyendo el 5% de los
valores mas altos y mas bajos del conjunto de datos.

Losvaloresdereferenciaparalosanalitosglucosa
y fosfatasa alcalina para cada uno de los grupos de
género y edad (Tabla 5), se comparan con aquellos
impresos en los métodos utilizados para las
valoraciones analiticasde cadaunadelas pruebas. Es
importante sefialar que los valores de referencia
suministrados en el método analitico que se empled
para glucosa, son valores Unicos sin establecer
diferencias por edad y por género.

TABLA 5
Valores de referencia para la glucosa y comparacion con
los valores suministrados en la literatura de los equipos de
reactivos

Edad Valores Valores de los
Analito Género (afios) obtenidos equipos de reactivos
(mg/dL) utilizados (mg/dL)
6-7 70.00 - 97.35
Masculino 8-9 70.65 - 100.35
10-12 73.95 - 93.45
6-7 70.00 - 92.35
Glucosa
Femenino 8-9 68.60 - 96.40
10-12 73.30 - 94.75
Masculn"loy Todas las 70 - 105
Femenino edades

El andlisis estadistico aplicado, arroj6 valores de
referencia especificos seglin el género, muestra que
los limites superiores de los valores de la glucosa del
género masculino estan por encima de los del género
femenino para todos los grupos de edad, pero son
menoresal limite superior publicado enlametodol ogia
del equipo empleado para su determinacion. Tanto en
€l género masculino como en el femenino, a medida
gue seincrementalaedad, €l nivel de glucosatambién
tiendeaaumentar, aunque en algunos casos se observa
unaleve disminucién del mismo. Lasrazones de estas
consideraciones se desconocen por lo que pueden
darseresultadosinesperados, entreellos, que pudieran
ser por cambios hormonal es, degenerativos o bien de
adaptacion a la poblacion. En un estudio publicado
por Jagarinec et al. (1998), en el cual secompararonlos
valores de referencia, obtenidos por métodos no
paramétricos (percentiles 2,5y 97,5), de unapoblacion
denifiosescolaresy adol escentes (8-18 afios), conlos
de unapoblacion adulta (20-30 afios), delamismaarea
geografica, se encontré que parala glucosa, y otros
analitosdel suero, no existen diferencias con respecto
alaedad y el género entre los valores, lo cual, no
coincide con nuestros resultados.

La valoracion de la fosfatasa alcalina clasificada
en gruposde edad, muestraunatendenciasignificativa
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(p< 0.05) a incremento conforme aumenta la edad.
Estosresultados referentes ala edad son contrarios a
los publicados en la metodologia empleada para su
deteccién. Sin embargo, no podemos establecer una
comparacioén bien definida; ya que, ésta muestra los
valores de referencia establecidos en subgrupos de
infantes, nifios y adultos, sin especificar las edades.
Sin embargo, Lockith et al. (1988) para |la fosfatasa
alcalina, de acuerdo con estos investigadores se
encontraron diferencias marcadas rel acionadas con la
edad y el género, los valores aumentaron
progresivamente con la edad hasta los once afios sin
existir diferencias entre los géneros hasta |os nueve
afios, en el rango de 10-11 afios los valores de las
nifias fueron superioresalos delosnifios. A partir de
la edad de 12 afios disminuyen los valores conforme
aumentalaedad hastalos 19 afios, siendo losvalores
delas nifias siempre menor alos delos nifios. Por otra
parte, Jagarinec et al. (1998) al comparar losvaloresde
referencia de una poblacién de nifios escolares y
adolescentes (8 - 18 afios), con los de una poblacion
adulta (20-30 afios), la fosfatasa alcalina, presenté
valoresdereferenciamasaltosquelapoblacion adulta.
En un trabajo realizado por Gémez et al. (1984), los
valores de referencia determinados no mostraron
diferencias significativas (p>0.05) relacionadas con el
género para fosfatasa alcalina, los resultados del
analisisdevarianzaentretodas|as edades combinadas
indicaron que estaenzimamostré val oresatosdurante
el periodo de crecimiento para ambos géneros hasta
los 14 afios, siendo este valor mayor paralosvarones,
sin embargo a la edad de 12 afios los valores de las
hembras disminuyeron abruptamente. Con respecto a
laglucosano hubo variacionessignificativas (p>0.05)
relacionadas con la edad durante lainfancia, excepto
por losvalores bajosobservadosen laprimerasemana
postnatal.

L osresultados descritos por Guneral y Bachemann
(1990), indican quelaedad de unindividuo esun factor
importante en la concentracién de un analito en
particular. La infancia y la pubertad estdn marcadas
relativamente por cambios fisiol 6gicos rapidos los
cuales no siempre van acompariados de cambios en
|as concentraciones de |os analitos con el incremento
delaedad.

Losresultadosdelas pruebasdelaboratorio tienen
unrol sustancial en €l diagnéstico delasenfermedades.
Sinembargo, losresultadosarrojados por € laboratorio
no siempre corresponden con el estado clinico del
paciente. Ellos pueden ser inesperados y
sorprendentes. Un resultado anormal de laboratorio
puede ser aceptado e interpretado como un signo de
enfermedad. Sin embargo, € resultado anormal puede
ser debido alaincidenciade otros factores diferentes

a la enfermedad. Convencionalmente, esos factores
han sido divididos en preanaliticos y analiticos que
actUan invivo einvitro. Hay que tener presente que
esalistaeslargay laboriosa (Irjaay Gronroos, 1998).

CONCLUSIONES

1.- Parael analito glucosa se consider6 que ambas
variables, género (masculino y femenino) y la edad
(subgrupos de 6-7, de 8-9 y de 10-12 afios), influyen
significativamente en las determinaciones de los
valores de referencia, de acuerdo al nivel de
significancia (0.05) y alos p_valor obtenidos.

2.- Con respecto a las fosfatasas alcalinas, las
diferencias fueron significativas (p<0,05)
Unicamente entre los subgrupos de edad (de 6-7, de
8-9y de 10-12 afios).

3.- Se apreciaron diferencias entre los valores de
referencia hallados en este estudio para los analitos
estudiadosy losval ores suministrados por | os equi pos
dereactivos utilizados (determinados en unapoblacion
bajo condiciones diferentes alas estudiadas).

RECOMENDACIONES

En investigaciones futuras se deben estudiar
poblaciones infantiles residentes urbanasy ruralesy
evaluar la influencia de otros factores tales como el
estado nutricional (mal nutricion), peso, talla,
condiciones geograficas, estrato socioeconémico,
nivel educativo, entre otros.
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