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RESUMEN

Verificacion de intervalos de referencia en parametros hematologicos en poblacion adulta mestiza,
en un laboratorio privado de la ciudad de Quito, 2016

Introduccion: La biometria hematica, constituye uno de los analisis de laboratorio mas
solicitado en la préactica clinica, su correcta interpretacion requiere de intervalos de referencia
que permitan orientar decisiones clinicas en base a las caracteristicas especificas de la
poblacién a la que atiende el laboratorio. La mayoria de los laboratorios clinicos utilizan en
sus reportes intervalos de referencia de poblaciones distintas a las que acuden al laboratorio,
posiblemente porque la determinacién de intervalos propios demanda tiempo, recurso
material y humano. CLSI en su guia EP28-A3C, recomienda procesos alternos para la
obtencion de valores referenciales clinicamente Utiles, como son la transferencia y
verificacion.

El objetivo de la investigacion fue estudiar la verificacion y transferencia de intervalos de
referencia de la biometria hematica del propio laboratorio clinico privado de la ciudad de
Quito para el primer caso y de un laboratorio de referencia a nivel nacional y los reportados
en literatura académica para el segundo caso.

Materiales y métodos: El presente estudio es de tipo descriptivo transversal y se siguieron
las pautas de la guia CLSI EP28-A3C. La muestra estuvo conformada por 40 individuos
“aparentemente sanos” (20 hombres, 20 mujeres) donantes del Banco de Sangre HCAM-
Quito, entre 18 a 64 afios. Se tomd una muestra sanguinea y se analizé en el laboratorio
clinico privado en un contador hematoldgico automatizado Sysmex Xt-2000i. Para el analisis
estadistico se utilizo la prueba de Shapiro Wilks (normalidad), Dixon Reed (valores atipicos)
y la prueba t’Student (comparacion de medias), para un o de 0,05.

Resultados: Al realizar la comprobacion de los criterios de particion, los intervalos de
referencia para los distintos parametros no difieren por la edad estudiada pero si por el sexo.
En la verificacion de los 22 parametros de la biometria hematica, 3 parametros para mujeres
y 4 para hombres no cumplieron con lo establecido; para la transferencia de intervalos: 4
parametros en el caso del laboratorio de referencia (2 hombres y 2 mujeres) y 5 parametros
para la comparacion con los reportados en la literatura (4 hombres y 1 mujer) no cumplen
con lo establecido. Los resultados no satisfactorios fueron de pardmetros distintos en cada
caso Yy en algunos por género.

Conclusiones y recomendaciones: La verificacion de los intervalos de referencia reportados
por el propio laboratorio no fue satisfactoria, puesto que arrojo mas del 15% de valores fuera
del rango establecido. La transferencia de los intervalos de referencia del laboratorio de
referencia nacional y de un estudio realizado en Chile tampoco es posible porgue algunos de
los parametros no cumple la regla y las directrices contempladas en la guia CLSI EP28-A3C,
situacion que amerita que el laboratorio clinico privado determine sus propios valores de
referencia segun la poblacién a la que atiende.

PALABRAS CLAVES: intervalos de referencia, biometria hematica, verificacion, CLSI,
control de calidad.



ABSTRACT

Verification of reference intervals in hematological parameters in mestizo adult population,
in a private laboratory in the city of Quito, 2016

Introduction: Complete Blood Count (CBC) is one of the most requested laboratory
analyzes in clinical practice. Its correct interpretation requires reference ranges to guide
clinical decisions based on the specific characteristics of the population served by the
laboratory. Clinical laboratories usually take reference intervals from populations other than
the ones that they come to, because the process for determining their own intervals demands
investment, time, and human resource. EP28 A3 for CLSI recommends alternate processes
to obtain clinically useful reference values such as transfer and verification.

The objective of the study was to analyze the verification and transference of reference
intervals of CBC of the private clinical laboratory located in the city of Quito for the first
case and of a reference laboratory at national level and those reported in academic literature
for the second case.

Materials and Methods: This is a descriptive transversal study, in which a sample of 40
"apparently healthy" individuals (20 males, 20 females) were selected from the HCAM-Quito
Blood Bank, aged 18-64 years, who were taken a blood sample that was sent to the private
clinical laboratory for being analyzed in the blood counter Sysmex Xt-2000i. Stadistical test
were used Shapiro Wilks (normality), Dixon Reed (outliers) and t’student test were used for
data analysis.

Results: the reference intervals for the different parameters do not differ by age but by sex
they do. In the verification of the 22 parameters of the CBC, 3 parameters for women and 4
for men did not comply with the established; for the transfer of intervals, 4 for the case of the
reference laboratory (2 for men y 2 for women) y 5 for those reported in the literature ( 4 for
men and 1 for women) did not comply with the established. The unsatisfactory results were
of different parameters in each case and in some by gender.

Conclusions and recommendations: Verification of the reference intervals reported by the
laboratory was not satisfactory, sit showed more than 15% of values outside the established
range. Additionally, verification was performed with intervals proposed by a national
reference laboratory and a study carried out in Chile, obtaining an unsatisfactory result. It can
be concluded in general that both verification and transfer of reference values are not methods
of obtaining viable reference intervals because in the present investigation more than 55% of
data are found in each case of a range established acceptable for verification, a situation that
requires the private clinic to determine its own reference values according to its population
it serves.

KEY WORDS: reference intervals, CBC, verification, CLSI, quality control.
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INTRODUCCION

En el laboratorio clinico es imprescindible la busqueda y la consecucién de requisitos de
la calidad que garanticen que los procesos llevados a cabo en el laboratorio cumplen con
las normas establecidas por entidades nacionales e internacionales relacionadas.
Actualmente lanorma NTE INEN ISO: 15189:2012 solicita a quienes deciden acreditarse
de manera voluntaria documentar aspectos importantes del analisis como: propdsito,
principio del procedimiento, especificaciones del desempefio analitico, calibracion,

verificacion del método analitico, intervalos de referencia entre otros.

Los métodos analiticos permiten obtener una serie de resultados clinicos, mediante los
cuales se evalua el estado de salud o condicién del paciente. EI aumento, disminucion o
desviacion de un analito o pardmetro medido en laboratorio demostraria signos de
enfermedad o cambios bioquimicos en los estadios clinicos del individuo. Por
consiguiente el laboratorio debe definir con claridad los intervalos de referencia que

permitan evaluar estas alteraciones en funcion a la poblacion que este atiende.

La obtencion de intervalos de referencia responde a tres situaciones en la préctica del
laboratorio que han sido reconocidos por los organismos que regulan o proponen guias
para la gestion de calidad en el laboratorio clinico. Asi se han establecido tres
procedimientos: la verificacion, la transferibilidad y la determinacion de los intervalos de

referencia.

En Ecuador, lo habitual es utilizar los “valores de referencia” que constan en los
instructivos que acompafian a los productos de diagnostico in vitro (IVD, del inglés In
Vitro Diagnostic), préactica que no es recomendable debido a que los valores indicados en

los insertos provienen de estudios en poblaciones americanas, europeas o asiaticas que no



corresponden con las caracteristicas de la poblacién ecuatoriana. Algunos estudios
revelan que uno de los factores mas importantes a tomar en cuenta al elaborar intervalos
de referencia es la eleccion de la poblacion de referencia, pues estd comprobado que
diferencias genéticas, estilo de vida y medioambiente repercuten en los valores

considerados de referencia.

Si bien es cierto que la determinacion de los intervalos de referencia propios es lo méas
aconsejable para un laboratorio, en nuestro pais son pocos los laboratorios clinicos que
cuentan con intervalos de referencia propios, los acreditados o en camino de acreditacion,

posiblemente por algunas razones como son:

— la dificultad de encontrar individuos para este tipo de estudio, el individuo
aparentemente sano acude poco al laboratorio clinico o el volumen de trabajo es
bajo,

— el tiempo que tarde en conseguir y completar el minimo de 120 individuos por
criterio de particion y que cumple con los criterios de inclusion,

— razones de presupuesto porque la obtencion de valores o intervalos de referencia
demanda que los equipos estén calibrados, el laboratorio cuente con control de
calidad interno y externo y procedimientos preanaliticos y analiticos
implementados, que para laboratorios de nivel 1 o de baja complejidad puede
resultar oneroso, y

— el desconocimiento de este tipo de procedimientos o el no contar con personal

capacitado para realizarlo.

Por todo ello, la verificacion o adopcion de intervalos de referencia producidos por otro
laboratorio o por el mismo laboratorio, pero con otro método analitico constituye una
solucion para aquellos casos en que no sea posible atender a la recomendacion de

determinar intervalos de referencia en el mismo laboratorio.

Existen algunos estudios realizados sobre verificacion de intervalos de referencia en
Latinoamérica, en paises como México, Chile, Venezuela, Paraguay y Colombia debido
a que es una opcion mas razonable para la obtencion de dichos valores utilizando

metodologias tanto a priori y a posteriori y generalmente estos estudios fundamentan su



analisis con guias propuestas por el Instituto de Estandares Clinicos y de Laboratorio
(CLSI, del nombre en inglés The Clinical & Laboratory Standards Institute).

Entre los analisis que se solicitan de manera frecuente esta la biometria hematica o
hemograma, tanto para los pacientes ambulatorios como para los hospitalizados. Definido
como un estudio cuantitativo y cualitativo de los componentes celulares, enfocandose a
tres lineas celulares completamente distintas: eritroide, leucocitaria y plaquetaria, en el
que se refleja tanto el estado hematopoyético general en relacion con las condiciones de
aporte de hierro, asi como también la respuesta medular a procesos infecciosos de origen
bacteriano, viral, parasitario, reflejado en el conteo de glébulos blancos y el

comportamiento de los distintos estirpes leucocitarios.

Aunque en la actualidad existen algunos estudios a nivel latinoamericano para la
obtencion de intervalos de referencia de los diferentes parametros de la biometria
hematica y en los laboratorios clinicos de paises como Colombia, Argentina, Brasil y
Chile son de cumplimiento obligatorio, sigue siendo un tema que pocos laboratorios a
nivel nacional emplean, por tal motivo la importancia de este estudio se magnifica al ser
uno de los primeros estudios sobre verificacion de intervalos de referencia a nivel

nacional.

El estudio se enfocd en la verificacion/transferencia de intervalos de referencia de la
biometria hematica acuerdo a la guia EP28-A3C CLSI: verificacion de los intervalos de
referencia de los distintos parametros de la biometria hematica (en una muestra de
hombres y mujeres, de 18 a 64 afios de edad) realizada por analisis automatizado (Sysmex
XT-2000i) en un laboratorio clinico privado de la ciudad de Quito, con el empleado en la
rutina de dicho laboratorio y la posibilidad de transferir intervalos de referencia de otro
laboratorio clinico nacional, de alta complejidad, al laboratorio clinico privado o
intervalos de referencia de un estudio internacional. El trabajo se presenta en cinco
capitulos que resumen las bases teoricas, las metodoldgicas, la obtencion de resultados y

su analisis, la discusion y las conclusiones.



CAPITULO |

1.1 Justificacion

El cuerpo médico basa el diagndstico, tratamiento, seguimiento y prondstico de las
patologias que aquejan a los pacientes apoyandose en las ayudas diagndsticas, entre estas,
los resultados de los analisis del laboratorio clinico, en los que los intervalos de referencia
son la herramienta mas utilizada para la interpretacion de los informes reportados por el

laboratorio, permitiendo conocer el estado de salud o enfermedad.

En Ecuador, lo habitual es utilizar los “valores de referencia” que constan en los
instructivos que acompafian a los productos de diagnostico in vitro (IVD, del inglés In
Vitro Diagnostic), practica que no es recomendable debido a que los valores indicados en
los insertos provienen de estudios en poblaciones americanas, europeas 0 asiaticas que no
corresponden con las caracteristicas de la poblacion ecuatoriana. Algunos estudios
revelan que uno de los factores méas importantes a tomar en cuenta al obtener intervalos
de referencia es la eleccion de la poblacion de referencia, pues esta comprobado que las
diferencias genéticas, debidas al estilo de vida y el medioambiente repercuten en los

valores considerados de referencia. (Koerbin, Sikaris, & Dallas Jones, 2013).

El procedimiento para establecer los intervalos de referencia demanda una planificacion,
tiempo, esfuerzo y una inversion en personal y econémica que muchos laboratorios no
estan dispuestos a asumir. Una manera de disminuir los gastos que estos estudios
requieren es verificar o transferir los intervalos de referencia, proponiendo en el presente
estudio la verificacion de los parametros que conforman la biometria hematica,
procedimiento que ha sido ampliamente aceptado a nivel internacional por los
laboratorios clinicos y que consta en la guia EP28-A3C CLSI, Defining, Establishing,
and Verifying Reference Intervals in the Clinical Laboratory; Third Edition, Clinical

Laboratory Standards Institute.



Con la realizacién del presente estudio, no solo las estudiantes sino también el personal
que trabaja en el laboratorio ganaran en experiencia en el &rea de la gestion de calidad, e

impulsara estudios iguales y complementarios para garantizar la calidad de los resultados.

1.2 Planteamiento del problema

El Ministerio de Salud Publica del Ecuador (MSP) en el afio 2015 registro 117
laboratorios clinicos con permiso de funcionamiento, 81% de estos se encuentran en
Quito y Guayaquil, de esta cifra Gnicamente tres laboratorios clinicos se encuentran
acreditados por el Servicio de Acreditacién Ecuatoriano (SAE) de acuerdo con los
requerimientos establecidos en la Norma NTE INEN [ISO: 15189:2012
(LABORATORIOS CLINICOS. REQUISITOS PARTICULARES RELATIVOS A LA
CALIDAD Y LA COMPETENCIA), acreditacion que tiene el carécter de voluntaria.

La Norma NTE INEN ISO: 15189:2012 solicita documentar aspectos importantes del
analisis como: propdsito, principio del procedimiento, especificaciones del desempefio
analitico, tipo de muestra primaria, tipo de recipiente y aditivo, equipo, reactivos
calibracién, interferencias, intervalos de referencia, el intervalo de valores reportables,
valores criticos o de alerta, la interpretacion del laboratorio, las precauciones de

bioseguridad y fuentes potenciales de variabilidad.

Si bien las instituciones publicas y privadas relacionadas al funcionamiento de los
laboratorios clinicos y aseguramiento de la calidad en el area de salud, han socializado
esta Norma a través de charlas, cursos y talleres, se enfocan principalmente en aspectos
generales de la norma o aspecto muy puntuales como el control documental, el
desempefio analitico y en este a la precision, veracidad y verificacién del método de
analisis. Poco se ha trabajado en otros requerimientos técnicos, entre ellos los intervalos
de referencia; dentro de la norma ISO 15189:2012, en el literal ¢ del numeral 5.5.5
establece que “El laboratorio debe declarar el origen de los valores de referencia de

acuerdo con documentos normativos de aceptacion internacional”. (ISO 15189:2012,

2012)

La falta de gestion, toma de decisiones y de supervision de la calidad en el laboratorio

clinico, ha hecho que exista una falta de interes por instaurar, mantener, mejorar la calidad



de los analisis y asegurar que los servicios que presta el laboratorio clinico satisfagan las
necesidades de sus pacientes y médicos, a lo que se suma permisos de funcionamiento
que enfatizan mas en los aspectos de infraestructura que en la calidad del preanalisis,

analisis y postanalisis.

En nuestro pais, pocos son los laboratorios clinicos que cuentan con intervalos de
referencia propios, los acreditados o en camino de acreditacion, posiblemente por razones
de presupuesto, tiempo o la dificultad de encontrar individuos para este tipo de estudio o

desconocimiento del procedimiento.

En base a lo expuesto anteriormente, la presente investigacion pretende responder a las

siguientes interrogantes:

¢Los intervalos de referencia utilizados en los informes de resultados de biometria
hematica del laboratorio clinico en cuestion son adecuados para la poblacion a la que

ofrece sus servicios?

¢Existen diferencias en los intervalos de referencia para los diferentes parametros que
contempla la biometria hematica considerando el sexo, edad y estado fisioldgico
particular en individuos aparentemente sanos adultos atendidos en el laboratorio clinico

privado de esta investigacion?

1.3 OBJETIVOS

1.3.1 Objetivo general

Verificar el intervalo de referencia de los distintos parametros hematoldgicos
analizados en la biometria hematica, en personas adultas aparentemente sanas,
durante el mes de Diciembre del 2016 en un laboratorio privado de la ciudad de

Quito, siguiendo las recomendaciones de la guia EP28-A3C del CLSI.



1.3.2 Objetivos especificos

— Establecer las condiciones pre analiticas para obtencion, transporte y

manipulacion de muestras para realizacion de biometria hematica.

— Especificar el estado de salud y propiedades bioldgicas que influyen en los
valores de las magnitudes biologicas como sexo y edad para la seleccion

de individuos de referencia.

— Verificar los datos de control de calidad interno y externo para la biometria
hematica y la calibracion del equipo automatizado utilizado para esta

determinacion.

— Definir los criterios de inclusion y exclusion para evitar la variabilidad
iatrogénica y patoldgica que influyen en la realizacion de biometria

hemética.

— Determinar los criterios de particion para obtener grupos de individuos de

referencia homogeénea

— Evaluar la consistencia y transferibilidad de los limites de referencia
biolégicos del hemograma con los reportados por un laboratorio de

referencia a nivel nacional y los mencionados en la literatura.

Limitacion del estudio

El laboratorio clinico objeto de esta investigacion atiende a mujeres y hombres, la
mayoria de los cuales se encuentran en edades comprendidas entre los 18 afios y 64 afos.
La atencidn a nifios, adolescentes y mujeres embarazadas es muy baja asi como la
diversidad étnica, por lo que este estudio se centra en el primer grupo poblacional. La
verificacion de los intervalos de referencia debera ser realizada por el laboratorio en otro

estudio que complemente la informacion necesaria para estos grupos poblacionales.



Una de las limitaciones fue el conseguir un buen estudio publicado sobre determinacion
de valores de referencia en biometria hematica, que contemplen todos los pardmetros y
que ademas se haya realizado en una poblacion y situacion geografica con caracteristicas
similares. Ante la falta de un estudio completo que cumpla todos estos requerimientos, se

optd por utilizar un estudio realizado en Chile.



CAPITULO 11

MARCO TEORICO Y CONCEPTUAL

2.1 Antecedentes

El concepto de “valores normales” posteriormente llamados “valores de referencia” fue
introducido por primera vez en 1970 por la IFCC (Internacional Federation of Clinical
Chemistry). A partir de la década de los 80 los laboratorios clinicos europeos inician la
determinacion de sus propios valores de referencia tomando en cuenta todos los criterios
brindados por la IFCC.

Luego de la tercera publicacion realizada por la IFCC, diversos organismos
internacionales han brindado parametros de alta calidad para establecer valores de
referencia como el CLSI que en su guia EP28-A3C, ya en su tercera edicidon y que es
utilizada desde hace una década en Estados Unidos y paises europeos, no solo sefiala y
detalla cdbmo determinar los valores de referencia de los analisis cuantitativos sino
también como verificar los intervalos de referencia propuestos por el fabricante o por un

laboratorio de referencia.

La norma técnica ISO 1589: 2012 en la parte I, seccion 3: “Términos y definiciones”,
acapite 3.4 indica el uso exclusivo del término “intervalo de referencia” al referirse al
intervalo central del 95% de la distribucion de valores de referencia, aboliendo el uso de

términos como: rango normal, valores normales o valor clinico.

El establecimiento de intervalos de referencia sigue siendo un tema de discusion por los
estudiosos del laboratorio clinico, bioquimicos, médicos y bioestadisticos por las

variables a considerar para realizar la determinacion, la poblacion de referencia, los



criterios de particion y los estadisticos y pruebas estadisticas mas aplicables a cada caso,
tipo de analito, método de cuantificacion entre otros. Para determinar un intervalo de
referencia bioldgico llegar es necesario realizar todo un procedimiento controlado y
aplicar la estadistica correcta, ademas de conocer la fisiologia y la fisiopatologia
relacionada con el analito en cuestién. (1SO 15189:2012, 2012)

Paises latinoamericanos como Colombia, México y Venezuela han publicado diversos
estudios de intervalos de referencia para distintos analitos, la mayoria de ellos
hematoldgicos. En Ecuador, el ultimo estudio de estimacion de valores de referencia
publicado por el MSP fue realizado en 1985, empleando metodologias manuales. Hasta
la fecha la institucion no ha publicado estudios sobre este y menos para sistemas
automatizados, actualmente de uso frecuente en el laboratorio clinico. Sin embargo,
existen articulos de revisién, tesis de pregrado relacionadas a la determinacion de
intervalos de referencia, la mayoria de estos estudian distintos parametros del area de
quimica clinica, hematologia y coagulacion, en los cuales se han determinado diferencias

clinicas significativas en referencia a los valores aportados por el proveedor. (Anexo 1)

2.2 Intervalos de referencia en el laboratorio clinico

El Expert Panel on Theory of Reference Values (EPTRV) perteneciente a la International
Federation of Clinical Chemestry and Laboratory Medicine (IFCC) en la primera parte
del documento Recomendaciones aprobadas sobre la teoria de valores de referencia,
define a estos valores como: “La cantidad medida en el laboratorio con la que se compara
un valor observado con propdsitos interpretativos”. (International Federation of Clinical
Chemistry , 1984)

Harris y Boyd describen al valor de referencia como: “Grupo de cantidades mesurables
obtenidos a partir de individuos de referencia que se encuentran en una situacion de salud
definida”. (Harris & Boyd, 1995)

De acuerdo a estas definiciones, se podria concluir que un valor de referencia es un
marcador biologico cuya comparacion con un resultado analitico mesurado en el
laboratorio permite conocer el estado de salud de un individuo y diferenciar si este se

encuentra sano o con probabilidad de encontrarse enfermo.
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En este punto es pertinente abordar los conceptos de salud y enfermedad. Grésbeck
estableci6 que el concepto de salud absoluta no existe, ya que algin grado de patologia

esta presente en cada individuo. (Grasbeck , 1990)

Por su parte, la OMS define salud como “El estado de completo bienestar fisico, mental
y social, y no solamente la ausencia de afecciones o enfermedades” y enfermedad
“Alteracion o desviacion del estado fisiolégico en una o varias partes del cuerpo, por
causas en general conocidas, manifestada por sintomas y unos signos caracteristicos, y

cuya evolucion es mas o menos previsible.” (OMS, 2013)

Diversas guias internacionales realizadas para la determinacion de intervalos de
referencia, aconsejan que la “poblacion de referencia” sea obtenida de “individuos
aparentemente sanos”, entendiéndose por este término aquel individuo sin antecedente
personal de enfermedad o que no manifiestan ninguna condicion patolégica o de riesgo

individual.

Para seleccionar los individuos de referencia es necesario especificar el estado de salud
que deben portar los participantes y determinar los factores biologicos influyentes en los
resultados de las mediciones analiticas de laboratorio propias de cada analito, para de esta
manera definir los criterios de exclusion y particion del estudio. Todos los individuos que
cumplen las condiciones de inclusion definidas por la naturaleza y fisiologia del analito
a investigar, conforman la poblacion de referencia. (CLSI, 2010)

Los resultados obtenidos para el analito en estudio son sometidos a anélisis estadistico,
de tal manera que permite el manejo de toda la informacion reduciéndola a dos o tres

pardmetros que condensen la informacion requerida por el investigador. (Salas, 2012)

Los intervalos de referencia pueden ser obtenidos mediante verificacion o transferencia y
ser instaurados en laboratorios clinicos locales; sin embargo, a partir del afio 2000 en el
caso de algunos analitos de interés clinico como colesterol y hemoglobina glicosilada, se
determinan limites de decision o valores de corte, los cuales son analizados mediante
estudios cuidadosamente disefiados y determinados por consenso internacional, los
mismos que deben ser instaurados sin necesidad de verificacion por el laboratorio clinico.
(Sanchez, 2007)
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Actualmente el CLSI recomienda la verificacion de los intervalos de referencia para
comparar e interpretar los valores analiticos obtenidos en pacientes (valores observados),

mediante criterios unificados para su obtencion.

2.2.1 Importancia de la determinacion de intervalos de referencia

Los intervalos de referencia de magnitudes biolégicas pueden estar asociados con
condiciones de salud o con cualquier otra condicion fisiologica o patoldgica y pueden ser
usados para el diagndstico clinico (Saenz & Gonzaldn, 2012). Siendo asi, es importante
la determinacion de intervalos de referencia en el laboratorio clinico ya que son estos los
indicadores que permitiran y serviran de guia diagnostica al médico para categorizar un

paciente con respecto a su estado de salud.

Algunas directrices internacionales sobre la obtencion de intervalos de referencia
destacan la importancia de que cada laboratorio debe instaurar sus propios intervalos de
referencia para la poblacidn a la que atiende. Esto debido a la variabilidad bioldgica que
existe por condiciones de sexo, edad, etnia, factores medioambientales y habitos

alimenticios a la que esta sujeta cada poblacion.

La determinacion de intervalos de referencia en un laboratorio clinico se hace necesaria

fundamentalmente en tres situaciones:

— Al instaurar la medicion de una nueva sustancia.
— Al utilizar un método nuevo o diferente.
— Para la acreditacion de un laboratorio clinico segin recomendaciones

proporcionadas por Organismos Internacionales. (Tate, Yen, & Jones, 2016)

Los valores de referencia son de suma importancia en la practica clinica, ya que sirven de

pilar fundamental en el diagnostico, seguimiento y control de varias enfermedades.

En general los valores de referencia nos sirven para:

— Determinar la etiopatologia de una enfermedad.
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— Diagnostico de varias patologias.

— Prevencidén primaria de enfermedades realizando pruebas de screening.

— Controlar los valores de analitos en suero de pacientes con enfermedades crénicas.
— Evaluar la progresion de la enfermedad.

— Controlar los valores de medicamentos subministrados a pacientes.

— Determinar factores de riesgo en pacientes.

— Ayuda en la determinacidn de tratamientos.

2.2.2 Normativas internacionales relacionadas a la determinacién de valores de

referencia

En los afos previos a la década de los 70, fue comun referirse, reportar e interpretar los
limites permisibles de concentracion o de cantidad de un analito en una muestra bioldgica
como “valores normales”. Por el afio de 1972, cambia este concepto y se publican algunas

recomendaciones para cambiar los términos “valores normales” por valores de referencia.

En los afios posteriores y especificamente en los afios 90 las publicaciones sobre
recomendaciones para la obtencién de valores de referencia y la transferencia de estos en
el area de quimica clinica son prolificas, llegando a constituir una teoria de los valores de
referencia. Entre los criterios propuestos para los laboratorios clinicos esta la obtencion
de valores de referencia por el propio laboratorio, con la guia para su realizacion y la

estadistica a aplicar segun el caso.

En el contexto de la acreditacion de laboratorios clinicos a nivel internacional, las normas
de la CAP, SEQC, CLIA y ENAC por ejemplo contemplan la verificacion, transferencia
u obtencidn de valores de referencia por el propio laboratorio, y mas con el aparecimiento
de la ISO 15189 en el afio 2003. Por otro lado CLSI también atna esfuerzos y emite sus
guias para la obtencion de valores de referencia, la misma que va en su tercera version.
2.2.2.1 Norma ISO 15189:2012

La norma 1SO 15189:2012 es una norma para el laboratorio de andlisis clinicos que

especifica los requisitos generales para la competencia técnica y que sirve para la

acreditacion del laboratorio.
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El requisito fundamental de esta norma en relacion a los intervalos de referencia menciona
que los intervalos de referencia se deben revisar periddicamente. Si el laboratorio tiene
razones para pensar que un intervalo particular ya no es apropiado para dicha poblacion
de referencia, entonces se debe iniciar una investigacion, seguida de la correspondiente
accion correctiva, si amerita. También se debe realizar una revision de los intervalos de
referencia cuando el laboratorio cambia un procedimiento analitico o preanalitico. (Temb,
Orvalho, Eunice, & Sitoe, 2014)

2.2.2.2 CLSI: GUIA EP28-A3C

El CLSI es una organizacién sin fines de lucro que retne las diversas perspectivas y
conocimientos de la comunidad mundial de laboratorio para el avance de una causa
comun: fomentar la excelencia en la medicina de laboratorio mediante el desarrollo e
implementacidn de estandares de laboratorios y directrices que ayudan a los laboratorios
a cumplir sus responsabilidades con eficiencia, eficacia y aplicabilidad a escala mundial.
(CLSI, 2010)

Cuenta con una serie de directrices, una de ellas es la guia EP28-A3C (“Definicion,
establecimiento y verificacion de valores de referencia en laboratorio clinico”), cuya
tercera y actualmente ultima edicion fue publicada en octubre del 2010. Esta guia dispone
de un protocolo para determinar los intervalos de referencia que cumplan con los

requisitos minimos de fiabilidad y utilidad.

La guia se centra en los valores de referencia para pruebas cuantitativas, incluye requisitos
para determinar los intervalos de referencia para un nuevo analito o un nuevo método de
andlisis de un analito medido previamente. También se discute la transferencia de los
valores de referencia establecidos de un laboratorio a otro. (CLSI, 2010)

2.2.2.3 La Federacién Internacional de Quimica Clinica y Medicina de Laboratorio
(IFCC)

La Federacion Internacional de Quimica Clinica y Medicina de Laboratorio (IFCC) es
una organizacién fundada en 1952 cuya mision es servir al interés pablico con liderazgo

en las ciencias del laboratorio clinico promoviendo un foro para la estandarizacion y
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trazabilidad, de los procesos analiticos, en su sentido mas amplio y al mayor nivel

cientifico.

El panel de expertos de la teoria de los valores de referencia fue creado en 1970 por el
Comité de Normas Técnicas de la IFCC. Su tarea consistio en desarrollar una
nomenclatura y recomendaciones de procedimientos para la determinacion de intervalos
de referencia y la presentacion de los valores observados en relacion con los datos de

referencia.

Las recomendaciones se detallan en 6 apartados publicados entre 1987 a 1991 los cuales

se muestran a continuacion:

Parte 1. El concepto de valores de referencia.

Parte 2. Seleccidn de los individuos para la produccion de valores de referencia.
Parte 3. Preparacion de los individuos y de la recogida de muestras para la
produccidn de valores de referencia.

Parte 4. Control de la variacion analitica en la produccion, la transferencia y la
aplicacion de los valores de referencia.

Parte 5. Tratamiento estadistico de los valores de referencia completas.
Determinacion de los limites de referencia.

Parte 6. Presentacion de valores observados relacionados con los valores de

referencia.

2.2.2.4 Federacion Europea de Quimica Clinica y Medicina de Laboratorio (EFLM)

La EFLM es la representacion europea de la IFCC, establece estandares sobre aspectos
cientificos y técnicos de buenas précticas de laboratorio y cuenta de igual forma con una
serie de recomendaciones para el establecimiento de valores de referencia algunas de los

cuales se detallan a continuacion: (EFLM, 2016)
— Disponer de un procedimiento de medida de calidad.

— Contar con procedimientos de obtencion, transporte y manipulacion de

especimenes normalizado.
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— Conocer los factores de variabilidad biologica que permitiran definir
inicialmente los criterios de exclusion y particion.

— Determinar criterios de exclusion que serviran para que en la muestra de
referencia no exista variabilidad iatrogénica ni variabilidad patoldgica.

—  Definir criterios de particion que permitiran la seleccion de individuos de
referencia en los que la variabilidad bioldgica interindividual sea la menor
posible, es decir grupos homogéneos.

— Especificar el estado de salud y propiedades bioldgicas que influyen en los
valores de las magnitudes bioldgicas como sexo, edad o etnia, para la

seleccion de individuos de referencia.

2.2.3 Meétodos y procedimientos para obtener valores de referencia

El CLSI en su guia EP28-A3C (Definicion, establecimiento y verificacion de valores de
referencia en laboratorio clinico), recomienda seguir una serie de procesos Yy
procedimientos para la obtencion de valores de referencia estandarizados. Debido a la
magnitud del estudio y complejidad de obtencion de estos valores, el CLSI muestra

procesos que facilitan o simplifican los métodos de obtencién de los mismos.

2.2.3.1 Métodos de determinacion de valores de referencia

Los métodos para establecer los valores de referencia de acuerdo al conocimiento total o

parcial de los criterios de exclusion y particion pueden ser:

A priori: Requiere tener bien definidos los criterios de exclusion y particion antes
de la seleccion. Es el mejor método para procedimientos de laboratorio bien
estudiados y donde se conocen las causas de variabilidad bioldgica. Luego de
obtener de la literatura una lista de exclusion y particion, se realiza un cuestionario
para excluir del muestreo a quienes no cumplen con los criterios fijados. (Moreno,
2014)

A posteriori: Puede ser apropiado para procedimientos nuevos o poco estudiados

y cuando se tiene poca informacion. También en estudios para determinar criterios
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de exclusién y particion. En primer lugar se realiza el muestreo y luego la
exclusion y particion. Resulta particularmente indicado cuando los factores que

definen los subgrupos no son bien conocidos. (Moreno, 2014)

2.2.3.2 Procedimientos para obtener valores de referencia

La obtencidn de valores de referencia responde a tres situaciones en la practica del
laboratorio clinico que han sido reconocidos por los organismos que regulan o proponen
guias para la gestion de calidad en el laboratorio clinico. Asi se han establecido tres
procedimientos: la verificacion, la transferibilidad y la validacion o determinacion de los

valores de referencia.

2.2.3.2.1 Verificacion de valores de referencia

La verificacion se utiliza para validar el intervalo de referencia usado por el laboratorio,
el cual ha sido proporcionado por la casa comercial o por otro laboratorio local, mas este
no ha sido calculado u obtenido de la poblacion que acude al mismo. Este procedimiento
consiste en recolectar 20 muestras de individuos de referencia previamente elegidos, el
intervalo propuesto es valido si 2 valores como maximo quedan fuera de los limites de
referencia originales. Si 3 0 4 valores estan fuera del intervalo propuesto, se necesita otra
serie de 20 muestras. Seguir los mismos requisitos. Rechazo de la transferencia: si en la
primera serie m&s de 4 valores estan fuera o si en la segunda mas de 2 valores estan fuera
y en este caso, se deben determinar intervalos de referencia propios del laboratorio.
(CLSI, 2010) (Fernandez, Bustamente, & Garcia, 2006)

2.2.3.2.2 Transferibilidad de valores de referencia

La transferencia de valores de referencia puede hacerse dentro del propio laboratorio
cuando, por ejemplo, se sustituye un método analitico o un instrumento por otro, y la
repeticion de la produccion de valores de referencia se considera lenta, cara o
simplemente poco préctica. En otras ocasiones se implanta una nueva determinacion
analitica en un laboratorio, dentro del area de influencia de otro centro donde ya se han
producido valores de referencia, siendo razonable entonces adoptar los del otro centro.
(CLSI, 2010)
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Debido a que la determinacion de valores de referencia que sean confiables puede llegar
a ser una tarea dificultosa, es de gran ayuda hoy en dia la trasferencia de intervalos de

referencia de un laboratorio a otro mediante un proceso menos costoso mas conveniente.

Dia a dia se introducen en los laboratorios nuevos métodos para el andlisis de distintos
analitos, no seria realistico pensar que cada laboratorio sea grande o pequefio desarrolle

sus propios valores de referencia para cada nuevo kit que ingresa.

Los laboratorios clinicos pueden confiar en otros laboratorios o casas comerciales de
productos In Vitro para generar y proporcionar datos de valores de referencia adecuados

y que estos puedan ser transferidos.

La transferencia de valores de referencia requiere de ciertas condiciones que tienen que
cumplirse para ser aceptados, la comparabilidad del sistema de analisis y la

comparabilidad de la poblacion sujeta a prueba.

- Comparabilidad del sistema de analisis

Claramente la mayor ventaja de esta estrategia es evitar la necesidad del laboratorio para
obtener muestras de individuos de referencia. Se pueden utilizar muestras frescas no
necesariamente de individuos de referencia para investigar la relacién entre métodos. En
general si el nuevo método tiene una imprecision similar e interferencias conocidas, usa
los mismos estandares o calibradores y provee valores que son aceptablemente

comparables, entonces el intervalo de referencia puede ser transferido.

- Comparabilidad de la poblacién sujeta a prueba

Si un determinado laboratorio clinico desea transferir un intervalo de referencia
establecido por una casa comercial u otro laboratorio, debe tomar en cuenta la
comparabilidad de la poblacion de referencia. Ademas deben considerarse los factores
pre analiticos como la preparacion del individuo de referencia y procedimientos de

recoleccion de la muestra.
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La transferencia de intervalos de referencia calculados de forma paramétrica sera posible
siempre que el intervalo candidato a ser transferido y el intervalo producido sea
equivalente, es decir, se demuestre que proceden de la misma poblacién de referencia.
(CLSI, 2010)

2.2.3.2.3 Validacion o determinacién de valores de referencia

Para la validacién de intervalos de referencia 3 enfoques pueden ser usados para evaluar
la aceptabilidad de transferencia:
— Una evaluacion subjetiva.
— Una prueba estadistica sobre un nimero relativamente pequefio de individuos de
referencia. (Ej. 20 individuos)
— Una evaluacion de un mayor numero de individuos de referencia (Ej. 120

individuos)

- Evaluacién subjetiva

Para la aceptabilidad de la transferencia de valores de referencia se debe realizar una
inspeccion cuidadosa de los factores analiticos del estudio original de determinacion de
valores de referencia, sea por otro laboratorio o de una casa comercial.

Para ello todas las variables demogréficas y locacion geografica debe ser adecuadamente
descrita y estar disponible para poder realizar una revision, al igual que los

procedimientos pre-analiticos y analiticos, el método escogido y el rendimiento analitico.

- Prueba estadistica con un niUmero pequefio de individuos

Se puede realizar la aceptacion de la transferencia de intervalos de referencia con un
tamafio muestral de 20 individuos. De igual manera para efectuar este estudio se debe
conocer bien todas la variables analiticas y pre analiticas sociodemograficas y de locacion

de los individuos de referencia
- Prueba estadistica con niumero mayor de individuos de referencia
El CLSI en su guia C28-A3, recomienda el método no paramétrico en un minimo de 120

individuos de referencia para determinar los intervalos de referencia en la poblacion en
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cuestion, tomando en cuenta criterios de exclusion e inclusién definidos para el parametro
analizado. Los limites inferior y superior se establecen al percentil 2,5y 97,5, es decir

corresponde a un Intervalo de confianza del 90%.

2.2.4 Seleccion de individuos de referencia

Para la seleccion de individuos de referencia el primer paso es identificar a la poblacion
de referencia aparentemente sana y definir en ellos el concepto de sano.

Para lo cual se debe registrar y documentar de tal manera que otros investigadores puedan
evaluar a su juicio el estado de salud del grupo de muestra de referencia. El paciente no
debe tener ningun antecedente de enfermedad, ni manifestar ninguna condicién
patoldgica o de riesgo individual, esto se realiza mediante el interrogatorio o la

exploracion.

2.2.4.1 Criterios de exclusién e inclusion

Cada estudio de valores de referencia, para determinado analito debe escoger sus propios
criterios de inclusién y exclusion ya que no todos cumplen con el mismo criterio, esto

depende del uso que se dé a dichos valores de referencia.

El buen criterio de seleccion de individuos es lo que determinara el éxito o fracaso del
estudio ya que de este depende que no existan valores atipicos, aberrantes u outlier.
Siendo asi, los criterios de inclusion se definen como un conjunto de propiedades cuyo
cumplimiento identifica a un individuo que pertenece a la poblacion en estudio cuyo
objetivo es delimitar a la poblacion. Los criterios de exclusién, son un conjunto de
propiedades cuyo cumplimiento identifica a un individuo que por sus caracteristicas
podria generar sesgo en la estimacion de la relacion entre variables, aumento de la
varianza de las mismas o presentar un riesgo en su salud por su participacion en el estudio.
Su objetivo es reducir los sesgos, aumentar la seguridad de los pacientes y la eficiencia

en la estimacion. (Carrillo, 2015)
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2.2.4.2 Criterios de particion

Los criterios de particion son caracteristicas de los individuos de referencia seleccionados

para el estudio, que permiten dividir a la muestra en subgrupos para que la variabilidad

bioldgica interindividual sea la menor posible. (Fuentes, 2009)

Los criterios de particion mas comunmente usados son la edad y el sexo, sin embargo,

estos dependen del analito en cuestion. En latabla 1 constan posibles factores de particion

proporcionados por CLSI.

Tabla 1

Posibles factores de particion

Factores demogréaficos Habitos
Ubicacion geogréafica Ejercicio/Sedentarismo
Grupo étnico Dieta

Uso de tabaco

Estado del ciclo menstrual

Factores fisiologicos
Ciclo menstrual
Ciclo circadiano

Grupo sanguineo

2.2.5

Condiciones pre analiticas y analiticas

Al trabajar con valores de referencia, las muestras obtenidas para el andlisis deben

contener el minimo margen de error para su procesamiento, es de vital importancia la

preparacion de los sujetos participantes en el estudio, los cuales deben cumplir con las

condiciones preanalitica descritas por el investigador.

Se deben tomar en cuenta las siguientes condiciones:

Dieta

Tiempo de ayuno
Medicacion
Estrés

Ritmo circadiano

Postura en la extraccion sanguinea
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— Tiempo del torniquete
— Tabaco
— Alcohol

2.2.5.1 Obtencion, manejo y almacenamiento de las muestras sanguineas

El Manual del laboratorio clinico incluye los procedimientos estandarizados para la toma,
manejo y almacenamiento de muestras bioldgicos, por lo tanto estos deben ser puestos en
practica. En el area de hematologia y para la recoleccion de sangre total se recomienda el

uso de EDTA Kz como anticoagulante. (Sdenz & Gonzaldn, 2012)

Para la eleccion del transporte de muestra, se debe considerar el tipo de andlisis a realizar,
puede mantenerse bajo condiciones ambientales (aerdbicas) o transportarse con cadena
de hielo dependiendo del analito a ser analizado, en el caso de la biometria hematica la

temperatura de transportada 6ptima oscila entre 2°C a 8°C.

Un punto critico en el manejo de muestras de sangre total es el tiempo entre la toma de la
muestra y la realizacion del examen, adn si la muestra esta en perfectas condiciones de
almacenamiento; para la biometria hemaética este no puede sobrepasar de 4 horas a

temperatura ambiente.

2.2.6 Control de calidad

El control de calidad actualmente es un tema crucial en el analisis de todos los ensayos
de laboratorio, debido a que la imprecision y la inexactitud del método determinaran la
utilidad diagndstica de la prueba de laboratorio que se desee analizar. Por tal motivo es
mandatorio el uso rutinario de materiales de control de calidad, para monitorear el
protocolo analitico utilizado durante el proceso y asegurar la equivalencia de resultados

sobre un largo tiempo.

Dentro de la informacion general que debera tomarse en cuenta estd la “inveracidad”,

imprecision, especificidad analitica (substancias interferentes), procedimientos de control

22



de calidad y variabilidad a largo plazo, que mediatizaran la obtencién de los valores de
referencia. (Fernandez, Bustamante y Garcia, 2006)

2.2.7 Estadistica y analisis de valores de referencia

Para la determinacion de valores de referencia, actualmente existen 2 lineamientos de
entidades internacionales, la IFCC y el CLSI con su guia EP28A3C. En general, estas
abordan las principales consideraciones al establecer los intervalos de referencia y ponen
énfasis en la importancia de la seleccion de sujetos de referencia, el nimero adecuado de
sujetos y el evitar fuentes pre analiticas de error sobre el método estadistico utilizado

para estimar el intervalo desde los datos observados.

En el documento N° 5 de las recomendaciones aprobadas de la IFCC brinda 4 condiciones
generales para obtencién de valores de referencia:

— Se debe elegir uno de 3 tipos de intervalos, intervalo por percentiles, intervalo de
tolerancia e intervalo de prediccidn, para evitar ciertos problemas estadisticos. Las
diferencias numericas relativas entre estos intervalos son demasiado pequefias

para ser practicamente importantes.

— Los intervalos de referencia definidos por percentiles son el tipo mas cominmente
utilizado. Se recomienda su uso ya que se pueden estimar facilmente tanto

paramétricamente como por métodos estadisticos no paramétricos.

— Es importante la determinacion del intervalo interpercentil 95% o la fraccion
central 0.95, esto es el intervalo de valores unidos por el percentil 2.5y 97.5. El
uso del intervalo de confianza del 95% podria resultar también en intervalos de
referencia que se extienden bajo cero o muy altos en el limite superior

dependiendo de la distribucion obtenida.
— Existen dos métodos paramétricos y no paramétricos para la estimacion de valores

de referencia. Las técnicas de estimacion parametrica requieren que los datos se

ajusten a un tipo de distribucion especificado generalmente Gaussiano, 0 que
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dicha distribucion se aproxima mediante la aplicacion de funciones de
transformacion a los datos por ejemplo, usando logaritmos de los valores medidos.

— Las técnicas no paramétricas no hacen suposiciones sobre el tipo de distribucion.
Las estimaciones paramétricas son tedricamente mas precisas con tamafios de
muestra mas pequefios que los obtenidos por métodos no paramétricos, siempre
que la hipotesis de tipo de distribucion sea valida. La diferencia real en la precision
entre los dos métodos suele ser minima. (IFCC, 1984)

Deben considerarse de manera especial el manejo de valores atipicos y la particion. Los
valores atipicos son valores que no pertenecen realmente a la distribucién de referencia.
Su deteccion y remocion es critica porque a menos que el nimero de muestras sea
extremadamente grande, la estimacion del rango normal por métodos no paramétricos
depende casi enteramente de uno o dos valores mas bajos y mas altos. Sin embargo, hay
que tener cuidado y evitar eliminar demasiados valores, solo se deben quitar para suavizar

una curva, ya que los valores eliminados pueden pertenecer a la distribucién subyacente.

Ademas del histograma, los ensayos de referencia mas frecuentemente utilizados son los
de Dixon-Reed y Tukey's que son relativamente sencillos. EI método de Tukey se puede
realizar con precision en presencia de multiples valores atipicos, mientras que el ensayo
de Dixon-Reed s6lo se puede utilizar cuando se sospecha un outlier. Sin embargo, algunos
autores creen que incluso estos métodos son insuficientes y que ningin método detecta

de manera 6ptima todos los valores atipicos. (Greffe y colab., 2009)

2.2.8 Biometria hematica

La biometria hematica (bios=vida; metros=medida) o hemograma, constituye uno de los
estudios de laboratorio mas frecuentemente solicitado inicialmente tanto para los
pacientes ambulatorios como para los hospitalizados (Ruiz, 2009). Definido como un
estudio cuantitativo y cualitativo de los componentes celulares, enfocandose a tres lineas
celulares completamente distintas: eritroide, leucocitaria y plaquetaria, en el que se refleja
tanto el estado hematopoyeético general en relacion con las condiciones de aporte de hierro
y otros nutrientes (vitamina B12, acido folico) asi como también la respuesta medular a

procesos infecciosos de origen bacteriano, viral, parasitario, reflejado en el conteo de
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gldébulos blancos y el comportamiento de las distintas poblaciones leucocitaria. (Hatton,
Hughes-Jones, & Hay, 2016)

La interpretacion correcta de la biometria hematica supone el analisis detallado de cada
uno de los datos que informa, datos de la serie roja, serie blanca y de la serie trombocitica.
Idealmente, la medicion de todos los parametros e indices eritrociticos debe hacerse

empleando contadores de particulas por citometria de flujo (Ruiz, 2009).

2.2.8.1 Tipos de hemograma

La Sociedad Colombiana de Patologia Clinica define seis tipos de hemogramas (Tabla
2), de acuerdo con la metodologia utilizada y el nimero de parametros analizados en la
biometria hematica (Campuzano G. , 2007). En nuestro medio el hemograma méas usado
es el nimero 1V, se analizan veintidn parametros hematoldgicos empleando metodologias

automatizadas (citometria de flujo). (Sdenz & Gonzalén, 2012)

Tabla 2

Tipos de Hemograma

Parédmetro Tipo

I ] i v \% VI
Hematocrito v v v v v v
Hemoglobina v v v v v v
Recuento de eritrocitos 4 v 4 v v v
Indices Eritrocitarios v v v v v v
Ancho de distribucién eritrocitos X X X v v v
Recuento total de leucocitos v v v v v v
Formula leucocitaria v v v v v v
Recuento de Plaquetas X VR v Y v v
indices plaquetarios X X X X v v
Recuento de reticulocitos X X X X v
Indices Reticulocitarios X X X X X v
Hemoglobina reticulocitaria X X X X X v
Sedimentacion X X X X X X

Nota:  v': Pardmetro analizado en el hemograma
*: Pardmetro analizado manualmente
**: Pardmetro analizado por metodologia semiautomatica
X: Parametro no analizado dentro del hemograma.
Fuente: (Maya, 2010)
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2.2.8.2 Utilidad clinica
El estudio de la biometria hematica permite tener una vision global de la homeostasis del
sistema hematopoyético. La interpretacién correcta de pequefias variaciones en los

pardmetros hematoldgicos puede orientar al médico para el diagnostico oportuno de:

Sindromes inflamatorios (por virus o bacterias)

— Sindromes hemorragicos
— Sindromes tromboticos
— Sindromes anémicos

— Sindromes tumorales

— Enfermedades del sistema inmunes. (Hurtado, 2010)

La biometria hematica no solo permite un acercamiento diagnostico a la afeccion del
paciente, también resulta clinicamente Gtil al enfocar un proceso de evaluacion clinica y
bioldgica, definir la evaluacion complementaria requerida, asi como también orientar y

controlar las conductas terapéuticas. (Duarte, 2013)

2.2.8.3 Alteraciones hematoldgicas detectadas en la biometria hematica

En el hemograma se pueden observar alteraciones cuantitativas tanto por el aumento
como por disminucion del recuento celular y cualitativas de todas las células sanguineas

que orientan el diagndstico. (Ver Tabla 3). (Duarte, 2013)
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Tabla 3

Alteraciones hematoldgicas detectadas en biometria hematica

Célula

Eritrocitos

Neutrdfilos

Linfocitos

Monocitos

Eosindfilos

Basofilos

Plaquetas

Alteraciones Cuantitativas Alteraciones Cualitativas
Anemia: Deficiencia de hierro o vitamina B12. Medicamentos, sindromes-Forma: Estomatocitos, acantocitos,
inflamatorios crénicos equinocitos,esquistocitos, eliptocitos, esferocitos,

drepanocitos, células en diana.

Poliglobulia: Ingesta reducida en liquidos, hipoxemia, intoxicacién por cobalto. -Tamafio: Macrocitos, microcitos.

-Color: Hipocromia, hipercromia, policromatofilia.

Neutropenia: Infecciones virales, bacterianas y parasitarias.

Neutrofilia: Endotoxinas (bacterias, hongos), medicamentos, enfermedades
inflamatorias.

Linfopenia: VIH, gripa, hepatitis viral, aplasia medular.

Linfocitosis: Infecciones virales (hepatitis, rubeola), choque séptico, farmacos
cirugias.

Monocitopenia: Mononucleosis infecciosas, CMV, infecciones virales, reacciones
inmunoldgicas.

Monocitosis: Tratamiento prolongado con corticoides, VIH, tricoleucemia.
Eosinopenia: Estrés, sindrome de Cushing, tifoidea.

Eosinofilia: Infecciones parasitarias, alergias, enfermedades respiratorias, reacciones
toxicas.

Basopenia: Hipertiroidismo, Sindrome de Cushing, quimioterapia.

Basofilia: Infecciones (Sarampion, tuberculosis, influenzae), sindromes inflamatorios.
Trombocitopenia:  Hiperesplenismo, paludismo, embarazo, microangiopatias
tromboticas. -Tamafio: Macroplaquetas
Trombocitosis:  Sindrome inflamatorio, deficiencia de hierro, sindromes-Granulacién: Hipogranulares y grises.
mieloproliferativos.

-Segmentacion: neutrofilo  hipersegmentado, neutréfilo
" hiposegmentado.

-Granulacion: Neutrofilo hipogranular, neutréfilo tipo
Pelger-Huét, anomalia de May-Hegglin, granulaciones
toxicas.

-Inclusiones: Cuerpos de Dohle, cuerpos de Auer, vacuolas
citoplasmaéticas.

Fuente: (Autoras, 2017)
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2.2.9 Meétodos para biometria hemética en el laboratorio clinico

El téermino hemograma, fue introducido por V. Schilling en 1931 como forma de expresar
el estado general de los componentes sanguineos a partir de un conjunto de criterios

clinico-bioldgicos.

Inicialmente se empleaban hemocitometros para el contaje de células sanguineas, hoy en
dia, gracias al aporte de la tecnologia con la automatizacion, el recuento es realizado
mediante procedimientos electronicos; basados en citometria de flujo. Ademas, la
automatizacion conlleva la realizacion de un recuento celular acompafiado siempre de la
cuantificacion de otros constituyentes basicos del hemograma como, por ejemplo, la
concentracion de hemoglobina y el volumen corpuscular medio, que en conjunto forman

el perfil hematoldgico bésico. (Aguilar, 2009)

La automatizacién ha contribuido de manera decisiva al aumento de la rapidez y fiabilidad
en el recuento de células sanguineas, gracias al enorme progreso de los procedimientos
de andlisis de células sanguineas, fundamentados en sistemas de flujo continuo asociados
a sistemas informaticos. A pesar de la cantidad de analizadores automatizados disponibles
actualmente en el mercado, se utilizan dos principios basicos para su funcionamiento:

— Impedancia electrénica

— Dispersion Optica

o Fluorescencia

o Citometria de flujo

2.2.9.1 Método de la impedancia electrénica

La impedancia electrdnica es el primer método automatizado hematolégico, desarrollado
por Wallace Coulter en 1949, fundamentado en la incapacidad de las células de conducir
electricidad. En este método las células de una muestra de sangre total diluida en una
solucion electrolitica se hacen pasar, una detras de la otra, a través de una abertura de
determinado diametro, por la que circula una corriente eléctrica de cierta intensidad
inducida por dos electrodos dispuestos a ambos lados de la abertura u orificio. Al pasar
cada célula a través del orificio causa un cambio en la resistencia eléctrica que genera un

pulso de voltaje cuya altura o amplitud sera proporcional al tamafio o volumen la célula.
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(Figura 1). EI nimero de pulsos eléctricos generados se relaciona con la cantidad de
células que atraviesan la abertura. La impedancia constituye el método de eleccion para
la medida del volumen celular, centrada especialmente en el VCM (Volumen corpuscular

medio) eritrocitario. (Hernandez Reyes, 2012)

Figura 1 Impedancia eléctrica
Fuente: (Rosales, 2002)

2.2.9.2 Métodos de dispersién luminica

El método de dispersion luminica consiste en hacer pasar células en suspension alineada
una detras de otra, a través de una pequefia zona sobre la que incide perpendicularmente
un laser, lo que provoca la interrupcion y dispersion luminica de la energia radiante en
diversos angulos. El nimero de interacciones del haz de luz es directamente proporcional
a la cantidad de células que pasan por la zona sensible del aparato y la magnitud de su
dispersion sera funcion de distintas propiedades o caracteristicas celulares, dentro de las
que pueden citarse el volumen celular, el tamafio, el contorno y el indice de refraccion

que constituye el contenido celular.

Para la deteccion de la luz dispersa se utilizan varios detectores colocados en diversos

angulos con respecto al haz incidente:
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— Lafraccion luz dispersada en un angulo cénico entre 0-10, que casi coincide con
la direccion del haz incidente, sera proporcional al volumen celular.
— La fraccion de luz dispersada perpendicularmente con respecto al haz incidente,

medira la complejidad de la estructura intracelular. (Carbia & Fink, 2015)

La recopilacion de las sefiales electronicas registradas constituye la informacion primaria;
mediante procedimientos de digitalizacién, seleccion informatica del umbral y calculos
se obtienen los correspondientes datos analiticos y su representacion gréafica. Estos datos
pueden ofrecerse de tres formas:

— Datos numeéricos: representacion cuantitativa de los constituyentes sanguineos
analizados expresados mediante el sistema internacional de unidades (SI).

— Histogramas: representaciones gréficas biparamétricas de una variable numérica.
Estan formados por una grafica de distribucion de frecuencias en la que la base
representa la amplitud del intervalo (recuento de eritrocitos, leucocitos o
plaquetas).

— Citogramas: representaciones multiparamétricas. Su utilidad se refiere de forma

mas concreta al recuento diferencial de leucocitos. (Aguilar, 2009)

Método de la fluorescencia

La emision de la luz fluorescente también se ha aplicado al recuento de las células
sanguineas mediante el empleo de fluorocromos. Cuando un fluorocromo es excitado por
una fuente de luz laser, adquiere una energia que es emitida en forma de longitud de onda
luminica diferente a la de excitacion. El espectro de absorcidn o excitacion es el rango
sobre el que un fluorocromo absorbe luz, y el espectro de emisidn es el rango sobre el que
un fluorocromo emite luz. (Aguilar, 2009)

Debido a que parte de la energia de excitacidn es absorbida, la luz emitida tiene menor
energia, y la diferencia entre la longitud de onda de absorcion y de emision se denomina
desviacion de Stokes. La fluorescencia es entre 100 y 1000 veces més sensible que la
impedancia y cada célula genera una sefial luminosa que es recogida por un detector y

ampliada para su posterior transformacion en datos numéricos.
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Citometria de flujo

La citometria de flujo es un método de analisis celular multiparamétrico que permite la
medicién rapida de ciertas caracteristicas fisicas y quimicas de células suspendidas en
liquido que producen una sefial de forma individual al inferir en una fuente de luz.
(Suarez, Valle, & Diaz , 2015)

La ventaja de la citometria de flujo es que al analizar un elevado nimero de células de
forma rapida y con un elevado grado de fiabilidad, proporciona un registro informatizado
de los resultados. Ademas la posibilidad de combinar diferentes procedimientos de
analisis celular, como son la impedancia, la dispersion luminica y la fluorescencia.
(Aguilar, 2009)

El impacto de cada célula con el rayo de luz produce sefiales que corresponden a
diferentes pardmetros de la célula y que son recogidos por distintos detectores. Estos
convierten dichas sefiales en sefiales electronicas que posteriormente serdn digitalizadas
para permitir la medida simultanea de varios parametros en una misma célula. (Vives,
2014)

En el momento de realizar las mediciones en el citdbmetro de flujo, las células deben estar
suspendidas en liquido, y son obligadas a pasar alineadas una a una frente a un haz laser
mediante un flujo continuo, cada célula, a la vez que dispersa la luz, emite luz fluorescente

como consecuencia de la excitacion laser a la que es sometida (Figura 2).

Los parametros comdnmente medidos son:

— Forward scatter (Dispersion frontal de la luz a 2°), valor proporcional al tamafio
celular.

— Side scatter (Dispersion de la luz octagonal), proporcional a la cantidad de
estructuras granulares o complejidad de la célula.

— Intensidades de fluorescencia a diferentes longitudes de onda.
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Los citometros de flujo estan formados por complejos sistemas fluidos, detectores
electrénicos, convertidores analdgico-digitales y, computadoras. Los sistemas Gpticos
permiten el enfoque laser en un haz con un diametro reducido para impactar sobre el

menor nimero de particulas posibles simultdneamente.

El sistema de fluido permite un enfoque hidrodinamico de flujo celular hasta conseguir
el alincamiento de las particulas o células, y en los separadores celulares o “cell sosters”,
se produce una rotura del flujo en gotas de tamafio uniforme para conseguir la separacion

de células individuales.

El sistema electronico se encarga de la cuantificacion de los destellos de fluorescencia y
de la luz dispersada y bajo el control de la computadora, se consigue la carga electrénica
de las gotas que contienen las células de interés para poder someterlas a defleccion.
(Barrera, 2014)

Tubo de inyeccion

Inyecciéon del 7 de muestra
fluido transportador.

Celda de fiujo
Alineamiento de
Detectores de fluorescencia g particulas en una
y de dispersién lateral (SSC) 3 sola fila
Detector
de dispersion|
frontal (FSC)

Separdcion
de colores
} Punto de interseccion
Rayo laser | de la muestra con el
l iaser
mis?gifn Celda de fivjo capilar
electrénica Salida del fluido

Figura 2 Principio general citometria de flujo
Fuente: (Elisa Drago, 2012)
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2.3  Marco conceptual

El presente glosario fue consultado de la parte 1, acapite 3: “Términos y definiciones”
de la Norma NTE-1SO 15189:2012.

Acreditacion: Procedimiento mediante el cual un organismo autorizado da
reconocimiento formal que una organizacion o individuo es competente para llevar a

término tareas especificas.

Certificacion: Procedimiento mediante el cual una tercera parte da una garantia que un

producto, proceso o servicio es conforme con unos requisitos especificados. (

Individuo de referencia: Individuo seleccionado con fines de comparacion mediante

unos criterios definidos en cada caso.

Intervalo de referencia: Intervalo de la distribucién de referencia que queda
comprendido entre los limites de referencia, incluyéndolos a ambos.

Limites de referencia: Aquellos valores de la distribucion de referencia que excluyen,
con una probabilidad determinada, una fraccion de dicha distribucion. Se establecen de

la distribucion y son descriptivos de los valores de referencia.

Muestra de referencia: Subconjunto de la poblacién de referencia constituido por el
nimero adecuado de individuos para que sea representativo de dicha poblacion de

referencia.
Poblacion de referencia: Conjunto de todos los posibles individuos de referencia.

Valor de referencia: Valor obtenido por la medicion de una magnitud en el laboratorio

en un individuo de referencia que forma parte de la muestra de referencia.

Valores observados: Valores obtenidos por medicion de una magnitud en un individuo
determinado, para sustentar una decision médica, pudiendo ser comparado con los

valores, distribuciones, limites o intervalos de referencia.
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CAPITULO 11

MARCO METODOLOGICO

3.1 Tipo de estudio

El presente estudio es de tipo observacional, descriptivo transversal; descriptivo porque
se va a recolectar informacion sin manipular las variables o intervenir en el paciente y
transversal porque se realizard la toma de muestras sanguineas y la determinacion de la

biometria hematica en un solo momento en el tiempo.

3.2 Pablacion

La poblacion objetivo se tomo6 en base a las recomendaciones dadas por CLSI en su guia
EP28-A3C. La poblacion corresponde a individuos aparentemente sanos, hombres y
mujeres de 18 a 64 afios de edad, donantes que acudieron al Banco de Sangre del Hospital

Carlos Andrade Marin de la ciudad de Quito, en el mes de diciembre del afio 2016.

3.3 Muestra y tamafio de la muestra

La muestra requerida de acuerdo a los lineamientos de la CLSI para verificacion de los
valores de referencia es de 20 individuos para cada criterio de particion, por lo que se
conformaron tantos grupos como criterios de particion se establecieron para la

verificacion de los valores de referencia de los distintos parametros que comprende la
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biometria hematica. Los individuos aparentemente sanos que participaron en el estudio

fueron aquellos que luego de conocer el estudio, los objetivos, posibles riesgos y los

mecanismos utilizados para asegurar la confidencialidad de los datos previo a la toma de

muestra, de forma libre y voluntaria participaron en la investigacion y firmaron el

consentimiento informado. (Anexo 2)

3.3.1

Criterios de inclusién

Los individuos aparentemente sanos que participaron en el estudio debieron cumplir con

los siguientes criterios:

3.3.2

Hombres y mujeres.

Mayores de 18 afios y menores de 65 afios.

Residentes en Quito al menos los 5 Ultimos afios.

Personas que se consideran mestizas.

Individuos que hayan sido aceptados como donantes de sangre.

Aquellos que libre y voluntariamente firmaron el consentimiento informado.
Donantes que completaron el cuestionario con informacion personal, medidas

antropomeétricas, historial médico personal y familiar.

Criterios de exclusion

Aquellos individuos que presentaron una o mas de las siguientes caracteristicas fueron

excluidos de la muestra:

Mujeres embarazadas y en periodo de lactancia.

Individuos que presentaron enfermedades agudas, crénicas, autoinmunes,
hereditarias o estados de salud que alteran los pardmetros de la biometria
hematica.

Individuos que al momento estaban en tratamiento con quimioterapia.

Individuos cuyo trabajo no impligue exposicidn a contaminantes que alteren los

parametros hematicos (gasolineras, fabrica de pinturas, industria quimica,
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productos de limpieza, reparacion de automotores, vendedores ambulantes,
vigilantes de transito entre otros).

— Individuos de raza negra o arios.

— Individuos que sean rechazados como donante de sangre.

— Mujeres que hayan presentado su periodo de menstrual en la semana anterior o al
momento de la toma de muestra.

— Individuos que consuman drogas de uso o abuso.

— Individuos que ingieran anticonceptivos orales, antibidticos, vitaminas,
corticosteroides, esteroides anabolicos o aspirina.

— Fumadores.

— Individuos con sobrepeso.

— Individuos que no hayan dormido al menos 6 horas antes de la toma de la muestra
sanguinea.

— Individuos que hayan ingerido alcohol 48 horas previas a la toma de la muestra.

— Individuos que hayan realizado ejercicio fisico veinte y cuatro horas previas a la
obtencion de la muestra.

— Individuos con presiones arteriales inferiores o superiores a la considerada
normal: 120/80.

3.3.3 Criterios de particion

Los criterios de particidon propuestos en el estudio luego de la revisién bibliografica fueron

el sexo y la edad tomando en cuenta que diversos factores biolégicos como el peso, la

altura y el metabolismo contribuyen a que exista diferencia significativa entre hombres y

mujeres en los pardmetros analizados en la biometria hematica.

3.3.4 Procedimiento para recoleccion de datos

Para la recoleccién de datos se establecieron dos fases:

Fase 1: Obtencion de permisos de las Instituciones
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Para el presente estudio se realizaron solicitudes de autorizacion a dos Instituciones de
salud: la primera a un laboratorio privado de la ciudad de Quito, lugar en que se
procesaron las muestras bioldgicas requeridas para la elaboracion de este trabajo. (Anexo
3)

La segunda autorizacion fue solicitada al Banco de Sangre del Hospital Carlos Andrade
Marin, para la obtencion de muestras sanguineas a donantes que acudieron a esta

institucion durante el mes de diciembre de 2016. (Anexo 4)

Fase 2: Seleccion de participantes del estudio

Los individuos que fueron seleccionados como donantes en el Banco de Sangre del
HCAM, fueron catalogados como posibles participantes. Inicialmente se analiz6 la
encuesta proporcionada por HCAM, de la cual se obtuvo informacion (Anexo 5) y se les
proporcionod una explicacion sobre la finalidad del estudio y los acuerdos para asegurar
la confidencialidad de la informacion; se les solicito que libre y voluntariamente
participen en el estudio y si estan de acuerdo firmen el consentimiento informado (Anexo
2).

De aceptar participar, se aplicd una encuesta (Anexo 6) para saber su condicion y
establecer si cumple o no con los criterios de inclusion con respecto a las variables

sociodemogréficas, sus antecedentes personales y familiares médicos. (Anexo 7)

Adicionalmente, se verificaron los resultados de las pruebas de busqueda de
enfermedades infecciosas que se realizan en el laboratorio de Inmunohematologia del
HCAM.

3.3.5 Procedimiento para toma de muestra sanguinea

Con el fin de garantizar un procedimiento pre-analitico 6ptimo se tomaron en cuenta
procedimientos estandarizados y lineamientos técnicos para el control de calidad en
cuanto se refiere a la obtencién identificacion, transporte y almacenamiento de las

muestras que permitieron prevenir posibles errores durante esta etapa.
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3.3.5.1 Material

Tubos (3 mL), VD Vacutainer, anticoagulante EDTA K>
Gradillas plésticas capacidad 50 tubos.

Cépsula Vacutainer.

Agujas BD para toma multiple, 21G x 38 mm.

Torundas con alcohol (Swabs).

Curitas.

3.3.5.2 Procedimiento para recoleccion de muestra sanguinea

Una vez culminada la donacion sanguinea, se procedio con la venopuncion en el brazo

contrario del donante, siguiendo un procedimiento estandarizado que lleva el laboratorio

clinico privado y tomando en cuenta las precauciones de bioseguridad tanto para el

paciente como para el analista, el procedimiento se detalla a continuacion:

Preparar el material para la extraccion sanguinea.

Seleccionar la vena mas adecuada para la venopuncion.

Colocar el torniquete 10 cm arriba de la vena seleccionada para el proceso.
Realizar la asepsia con alcohol en la zona seleccionada realizando movimientos
centripetos.

Puncionar la piel con el bisel hacia arriba, realizando un suave y rapido.
movimiento. La aguja se introduce con un angulo de 10 a 20 grados.

Llenar el tubo por completo, para respetar la relacion sangre/anticoagulante.
Retirar el tubo de la capsula, y agitar por inversion de 2 a 8 veces.

Retirar la aguja rdpidamente de la piel y pedir al paciente que realice presion en
el area con un algodén.

Eliminar la aguja en los desechos cortopunzantes.

3.3.5.3 Identificacion y codificacion de la muestra

Las muestras recolectadas se ordenaron y rotularon con nombre completo y edad, y se

etiquetaron con papel adhesivo de color verde (hombres) y amarillo (mujeres).

38



Posteriormente se ingresd al sistema informatico “Savialab” la informacion de las
muestras de individuos que cumplian con todos los requerimientos previamente
mencionados para la realizacion del estudio, obteniendo la codificacion interna para el
procesamiento de las muestras sanguineas y asegurando la confidencialidad de la

informacion.

3.3.5.4 Transporte y almacenamiento de las muestras

Las muestras obtenidas se almacenaron a temperatura ambiente durante las horas previas
(méximo 3 horas) a su transporte al laboratorio clinico privado.

Las muestras sanguineas fueron transportadas en cadena de frio mediante el uso de un
mini congelador portatil (cooler), manteniendo una temperatura entre 2-8°C. Se tom¢ la
temperatura al salir del Banco de Sangre del HCAM vy al llegar al laboratorio clinico,
obteniendo mediciones optimas. El procesamiento de las muestras no fue posterior a las

4 horas luego de recolectada la muestra.

3.4 Procedimientos de laboratorio — biometria hematica

Las muestras que se mantuvieron en refrigeracion fueron dejadas por treinta minutos para
que tomen la temperatura ambiente luego de lo cual se las coloco en un agitador el tiempo

necesario para su homogenizacion.

3.4.1 Materiales, reactivos y equipos

Los insumos que se utilizaron para el procesamiento de la prueba biometria hematica

fueron los siguientes:

Materiales:
- Gradillas pléasticas capacidad 50 tubos.
- Placas.
- Capilares.

- Portaobjetos.
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Reactivos de la casa comercial Roche
- Cellpack-20 L
- Stromatolyser-4DL - 5L
- Stromatolyser-4DS -42ml
- Sulfolyser -500 ml
- Stromatolyser-FB -5L
- Controles hematoldgicos, nivel 1, CHECK (XE) 4.5 mi
- Controles hematoldgicos nivel 2, CHECK (XE) 4.5 ml
- Controles hematoldgicos nivel 3, CHECK (XE) 4.5 ml
Equipos:
- Refrigerador Durex de 2°- 8°C y congelador a -2°C.
- Agitador OSS - MR-IV, ALL MIXE, XC-324.

- Analizador hematoldgico Sysmex XT-2000i de Roche.
- Microscopio binocular Amscope B1200c

3.4.2 Rechazo de muestras

Toda muestra biolégica que presentd las siguientes alteraciones fue rechazada y
reemplazada por una nueva muestra o un nuevo individuo que cumplio los criterios de

inclusion para el estudio.

Los motivos de rechazo de muestras bioldgicas que se tomaron en cuenta para el estudio
fueron:

- Muestras hemolizadas.

- Muestras mal etiquetadas.

- Presencia de coagulos.

- Volumen de muestra sanguinea insuficiente o en exceso para la cantidad

de anticoagulante.

Ademas se tomaron en cuenta los valores atipicos, es decir aquellas muestras que en

alguno de sus parametros presentaron un valor considerado alejado del conjunto de datos
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obtenidos de las muestras sanguineas seleccionadas. Esto determiné el reemplazo de este

individuo por otro que cumpli6 los criterios de inclusion.

3.4.3 Procedimiento para realizacion de biometria hematica

El anélisis de las muestras sanguineas se realizé de acuerdo al procedimiento establecido

por el laboratorio clinico privado donde se realizé el estudio:

- Prender el autoanalizador Sysmex XT-2000i y preparar el interfaz.

- Chequear el estado de los reactivos.

- Realizar el mantenimiento diario del equipo.

- Ejecutar la limpieza y retiro de codgulos de mangueras internas.

- Revisar que no existan alarmas en el equipo.

- Pasar los controles en sus tres niveles alto, medio y bajo.

- Agitar las muestras.

- Colocar las muestras en los soportes para muestras (racks).

- Seleccionar el modo de procesamiento en el computador, manual o colectivo.

- Ejecutar y esperar hasta que los resultados se muestren en el ordenador.

3.5 Control de calidad interno y externo para biometria hemética

Para garantizar la calidad en cada una de las mediciones realizadas en el equipo Sysmex
XT-2000i, y evitar errores pre-metrolégicos, se verificd el control de calidad interno y

externo del equipo.

Control interno: el laboratorio clinico privado, lugar donde fueron procesadas las
muestras, diariamente corre tres controles de distintos niveles (bajo, normal y alto) previo
al andlisis de sus muestras.

Los dias en que fueron procesadas las muestras en el autoanalizador Sysmex XT-2000i,
se verifico que los resultados de cada control se encuentren dentro de la primera
desviacién estandar y que no incumplan las reglas de control establecidas por el
laboratorio. (Anexo 8)

En los dias de procesamiento de muestras, el control de calidad fue aceptable.
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Control externo: el laboratorio clinico utiliza el sistema MLE para la verificacion
externa de calidad del area de hematologia, mismo que estd conformado por 3 ciclos
anuales, cuando las muestras bioldgicas del estudio fueron procesadas el laboratorio

verificaba el ultimo ciclo del afio satisfactoriamente. (Anexo 9)

Verificacion del método: se constatd que el método del autoanalizador Sysmex XT-
2000i constase con la verificacion previa que garantizé que el método empleado vy el

control de calidad interno estaban controlados. (Anexo 10)

3.6 Codificacion de variables y base de datos

La informacion obtenida desde el autoanalizador Sysmex XT 2000i se traslad6 a una hoja
electrénica Excel para organizar los datos. La base de datos estd conformada por los
resultados de las 40 muestras de biometria hematica completas que fueron aceptadas para

el procesamiento y de los datos anexos recolectados para este estudio.

Se dividieron los datos de acuerdo al sexo de cada participante, se registré el cédigo
interno otorgado por el laboratorio, la edad, y el resultado obtenido para cada pardmetro
de la biometria hematica. Para el procesamiento de datos en el programa SPSS se le

otorgd el nimero 1, a los individuos hombres y el nimero 2 para las mujeres.

3.7 Analisis estadistico

Se utiliz6 el programa estadistico SPSS version 20, en este se realizé la estadistica

descriptiva:

- Descripcion de las variables cualitativas: sexo y edad por rangos.

- Para las variables cuantitativas (eritrograma, leucograma y plaguetograma asi
como los valores estimados) de la biometria hematica a través de medidas de
resumen: media, mediana, rango, minimo y maximo y de dispersion.

- Para determinar la normalidad de la distribucion se realiz6 la prueba de Shapiro-
Wilk para un alfa de 0,05.
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- Para determinar los valores atipicos se utilizé la prueba de Dixon para un alfa de
0,05.

- Para determinar si existen diferencias estadisticamente significativas en los
criterios de particion seleccionados, sexo y edad, se utilizo el test t” Student para
un alfa de 0,05.

Para la verificacion de los intervalos de referencia proporcionados por la casa comercial
y la comprobacion de la transferencia o no de estos al laboratorio se siguio el siguiente

Algoritmo:
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Figura 3 Algoritmo de verificacidn/transferencia de valores de referencia
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Nota: *2 luego de la seleccionar los 20 individuos reinicio el proceso en 1.
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CAPITULO IV

RESULTADOS

4.1 Estadistica descriptiva

Se realizd la estadistica descriptiva de los diferentes pardmetros contemplados en la
biometria hemaética y la prueba de normalidad de Shapiro-Wilk, para hombres (Tabla 4)

y para mujeres (Tabla 6).

4.1.1 Estadistica descriptiva de resultados de biometria hematica en hombres

En el grupo de hombres, de acuerdo a la prueba de normalidad Shapiro-Wilk, la mayoria
de pardmetros analizados en la biometria hematica mostraron una distribucién
paramétrica, a excepcion de basofilos y eosinofilos cuya distribucion fue no paramétrica
al 95% de confianza, significativa para el primer caso y altamente significativa para el

segundo. (Ver Tabla 4 y el Anexo 11)
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Tabla 4

Estadistica descriptiva de parametros de la biometria hemética en hombres

Parametro - o . Desviacion nzrrl:s:ﬁdiz
N Minimo Maximo Media tipica
(Shapiro-Wilk)
WBC (10"3/pL) 20 4,04 9,90 6,36 1,63 0,079™
RBC (1076/uL) 20 4,61 6,09 5,50 0,39 0,668
HCT (%) 20 40,90 53,70 47,72 2,77 0,246™
Hb (g/dL) 20 14,50 18,20 16,33 0,93 0,912m™
PLT (1073/pL) 20 150,00 371,00 255,30 53,55 0,947m™
Segmentados (%) 20 48,10 70,10 55,85 5,83 0,317™
Basofilos (%) 20 0,20 0,80 0,39 0,16 0,028*
Eosinofilos (%) 20 0,60 6,40 2,09 1,35 0,005**
Monocitos (%) 20 4,70 10,60 7,56 1,58 0,967 ™
Linfocitos (%) 20 21,50 43,60 34,10 5,97 0,887™

Nota: ns: no significativo, * diferencias estadisticamente significativas, ** diferencias altamente
significativas. WBC: Contaje de glébulos blancos (White Blood Cells), RBC: Conteo de glébulos rojos,
HCT: Hematocrito, Hb: Hemoglobina, PLT: Recuento plaquetario.

Al encontrar en los dos pardmetros una distribucion no paramétrica se realizo la prueba

de Dixon (p<0.05) para detectar posibles valores atipicos y conocer si debido a estos datos

la distribucion se presentaba sesgada, el resultado de esta prueba se detalla en la seccién

4.2.1. Luego de eliminar los valores atipicos encontrados (dos individuos de referencia)

se complet6 la muestra con dos nuevos individuos que cumplieron los criterios del estudio

y se volvid a realizar la prueba de Shapiro-Wilk para determinar si la distribucion era

paramétrica o no. (Tabla 5)
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Tabla 5

Estadistica descriptiva de pardmetros de la biometria hemética Post-limpieza en 20 hombres

Desviacion Prueba de
Parametro N Minimo Maximo Media tipica normalida.d
(Shapiro-Wilk)

WBC (1073/pL) 20 4,04 9,61 6,22 1,44 0,167™
RBC (1076/pL) 20 5,01 6,09 5,57 0,30 0,753 ™
HCT (%) 20 45,60 53,70 48,15 2,23 0,050™
Hb (g/dL) 20 15,20 18,20 16,41 0,83 0,339™
PLT (1073/pL) 20 150,00 371,00 251,10 50,95 0,819™
Segmentados (%) 20 48,10 62,90 55,06 4,73 0,315™
Basofilos (%) 20 0,20 ,70 0,37 0,13 0,061™
Eosindfilos (%) 20 0,60 3,60 1,87 0,89 0,306
Monocitos (%) 20 4,70 10,60 7,57 1,66 0,876™
Linfocitos (%) 20 27,60 43,60 35,13 5,03 0,293™

Nota: ns: no significativa. WBC: Contaje de glébulos blancos (White Blood Cells), RBC: Conteo de
glébulos rojos, HCT: Hematocrito, Hb: Hemoglobina, PLT: Recuento plaquetario.

De acuerdo a los datos obtenidos la distribucidn esta vez fue normal para cada uno de los

parametros hematoldgicos en el grupo de hombres.
4.1.2 Estadistica descriptiva de resultados de biometria hematica en mujeres
De acuerdo a la prueba de normalidad Shapiro-Wilk para el grupo de mujeres, todos los

pardmetros analizados en la biometria hematica mostraron una distribucion paramétrica,

para un intervalo de confianza del 95%. (Ver Tabla 6)
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Tabla 6

Estadistica descriptiva de parametros de la biometria hemética en mujeres

Prueba de

Parametro N Minimo Maximo Media Desy|f31C|on normal_ldad

tipica (Shapiro-

Wilk)

WBC (1073/uL) 20 4,64 9,06 6,60 1,11 0,805"™
RBC (1076/uL) 20 3,90 5,56 4,87 0,36 0,672
HCT (%) 20 38,00 45,80 42,44 2,03 0,868"™
Hb (g/dL) 20 12,70 15,40 14,07 0,80 0,523™
PLT (1073/uL) 20 215,00 393,00 288,25 44,19 0,646"™
Segmentados (%) 20 45,90 64,30 55,34 5,23 0,848"™
Basdfilos (%) 20 0,10 0,90 0,42 0,20 0,397™
Eosinofilos (%) 20 0,80 4,00 2,28 1,07 0,093"™
Monocitos (%) 20 3,60 10,80 6,09 1,84 0,154
Linfocitos (%) 20 24,90 46,50 35,86 6,10 0,779™

Nota: ns: no significativa. WBC: Contaje de glébulos blancos (White Blood Cells), RBC: Conteo de

glébulos rojos, HCT: Hematocrito, Hb: Hemoglobina, PLT: Recuento plaquetario.

4.2 Deteccion de valores atipicos

El CLSI recomienda para una verificacion satisfactoria de intervalos de referencia trabajar

con una muestra homogeénea y representativa de la poblacion en estudio, detectando y

eliminando valores atipicos o aberrantes de la muestra.
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4.2.1 Valores atipicos en los resultados de biometria hematica en el grupo de
hombres

Luego de comprobar que la distribucion de los valores en los 20 hombres que
conformaron la muestra era de tipo no paramétrico se procedio a realizar la prueba de
Dixon —Reed, detectando cinco valores atipicos, uno corresponde a un valor alto en % de
basofilos y otro en el % de eosinofilos para diferentes individuos, confirmando la
distribucion no paramétrica. A estos valores atipicos se afiaden otros tres detectados en
prueba de Dixon, HCM y VCM para el sujeto con un valora tipico para el %basoéfilos y
el otro para el HCT que corresponde al sujeto con un valor aberrante en eosinofilos. (Ver
Tabla 7).

Tabla 7
Valores atipicos de la biometria hemética en hombres

CODIGO EDAD WBC RBC HCT HGB VCM HCM CHCM PLT MPV SEG BASOF EOS DMON LINF
(043ul)  (10+6hL) (%) (gidly) fL prgdl  (10+dul) (%) (%) (%) ek I ) )]

P246151 20 6,23 3,76 49 168 8,1 292 343 371 136 3574 03 37 88 301
P246520 24 6,03 5.82 499 178 837 306 337 230 133 3508 05 36 53 396
B246161 30 6,59 361 489 168 871 1909 34 213 128 556 03 06 83 332
P246132 31 833 6,08 537 177 882 191 33 225 142 629 04 13 47 297
P246137 33 544 33g 46,3 138 %4 204 34 150 136 481 02 1739 436
P246304 33 5.8 6,03 478 165 19 173 345 34 145 488 02 17 74 418
P246300 33 499 313 47 162 %899 31 EE S | 124 507 04 12 716 401
P246306 33 632 5.7 488 167 836 203 31 ITT 13 566 03 21 7 34

P246498 36 857 573 494 169 %82 2035 341 137 126 621 03 3 i 28%
P246154 37 462 501 5.7 132 912 303 333 139 133 607 04 06 82 301
P246156 39 404 517 456 155 81 3 34 243 134 50 02 17 97 384
P246172 42 961 306 514 182 879 305 347 194 133 60 03 28 93 276
P246490 44 6.13 557 457 157 8 182 344 318 135 547 07 18 75 333
P246176 43 5,17 5N 496 169 %87 2035 341 208 128 57 03 07 16 312
P246149 46 5,64 507 156 133 899 302 336 280 134 35735 04 2 66 333
P246986 31 497 3,62 50 164 87 102 335 2132 134 517 04 90 37

P246881 38 99 5.04 145 812 283 335 313 131 6 03 .6\ 258
P246139 60 651 J48 469 16 856 202 341 268 146 329 03 13 36,1
P246993 64 7111 461 462 137 @@ ¥ 263 126 70,1 @ 06 7 25
P246970 64 446 532 458 159 861 200 347 166 132 484 (7 2 7 424
P 0.6= 0.49= 0.028% =06= O0.01%F 0.002F 0.09= 0378= 00= 027 0.04F 0015 =D6= 058

Nota: ns: no significative, * difersncizs estadisticamente sigmificativas ** diferencias altamente significativas,

O: Valor atipico
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4.2.2 Tratamiento de valores atipicos en el grupo de hombres

Para el manejo de los valores atipicos hallados en el grupo de hombres, se procedio a
sustituir los dos individuos identificados como poseedores de valores atipicos por otros
dos individuos registrados en la base de datos que cumplieran con los criterios de

inclusion, y firmaron el consentimiento informado. (Tabla 8)

La prueba de Dixon-Reed fue empleada una vez mas para determinar valores atipicos en
cada uno de los pardmetros de esta nueva muestra. Tal como se aprecia en la Tabla 8
todos los pardmetros hematoldgicos para el test de Dixon-Reed presentan valores p
mayores a 0.05, por lo tanto se asume que no se encuentran valores atipicos en esta nueva

corrida de datos.

Tabla 8
Reemplazo de valores atipicos en hombres

CODIGO WEBC RBC HCT HGBE VCM HCM CHCM PLT MPV SEG BAS EOS MON LIN
(10~3/pl}) (1046/uL) (%) (gdly fL pg gL (0~3ul) (%) (%) (%) (%) (%) (%)
P246151 6,25 5,76 49 16,8 851 252 343 371 13,6 574 0.5 3.2 8.8 30,1
P246520 .03 5.82 499 178 857 306 357 230 133 50.8 0.5 3.6 5.5 39.6
P246161 659 5,61 489 168 872 2995 344 223 12.8 55.6 0.3 0.6 83 352
P246152 835 6.09 53,7 177 882 125.1 i3 225 14.2 62.9 0.4 23 47 28.7
P246157 544 5,38 465 158 864 294 34 150 13,6 48.1 0.2 2.2 5.9 436
P246304 58 6.05 478 165 719 27.3 345 314 14,5 488 0.2 1.7 7.4 41,9
P246500 459 5,23 47 16,2 899 31 345 221 124 50,7 0.4 1.2 7.6 40.1
P246506 632 5,7 488 16,7 856 293 342 277 13 56.6 0,3 2.1 7 34
P246498 857 5,73 454 169 862 295 342 257 12,6 62.1 0,5 3 5.6 28.8
P246154 462 5,01 457 1572 912 303 333 239 133 60,7 0.4 0,6 8.2 30,1
P246156 4,04 5,17 456 155 882 30 34 243 134 50 0,2 1,7 9.7 38,4
P246172 961 5,96 524 182 879 305 347 294 133 60 0.3 2.8 9.3 27.6
P246490 .15 5,57 457 15,7 82 282 344 318 135 54,7 0.7 1.8 7.3 353
P246176 577 5,72 496 16,9 86,7 295 34.1 208 12,8 57 0.5 0.7 10,6 312
P246149 564 5,07 456 153 899 302 33.6 280 134 37.5 0.4 2 6.6 335
P246986 497 5,62 489 164 87 292 335 232 134 51,7 0.4 1 9.9 37
W6018 79 5,73 478 159 834 1288 345 261 135 60,5 0.4 2 82 289
2146159 651 5,48 469 16 85,6 29.2 34,1 268 14.6 529 0.3 23 8.4 36,1
W6048 6.31 5.44 48 16 882 204 333 245 135 549 0.3 0.6 52 39
P246979 446 5,32 458 159 861 2995 347 166 13.2 48 4 0.2 2 7 424
P 0.6™ 0.6™ 0.067™ 0.6™ 0.19% 0.074% 0063 0342™ 0.1 0.6™ 0.202™ 0.6™  0.6™ 0.6™

: Datos reemplazados

Nota: ns: no significativo, * diferencias estadisticamente significativas ** diferencias altamente significativas
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4.3 Criterios de particion de la muestra

El estudio contempld dos criterios de particion, sexo y edad, esta Ultima con dos
subgrupos, los resultados de la biometria hematica fueron sometidos a analisis

estadisticos cuyos resultados se exponen a continuacion.

4.3.1 Sexo

Con la finalidad de determinar si el sexo es un criterio de particion de la poblacion para
la verificacion de valores o intervalos de referencia, se utilizé la prueba t’Student para
muestras datos pareados para un o 0.05. Los resultados se resumen en la Tabla 9 y Tabla
10.

Tabla 9

Comparacién de medias de contajes celulares e indices eritocitarios por sexo

Parametro Sexo Media t Student
(%) (p)
WBC (10"3/pL) Hombre 621 0,352 "
H Mujer 6,59 ’
RBC (1076/yL) omore >o1 0,000%*
H Mujer 4,83 !
Hombre 48,15
HCT (%) _ 0,000%*
Mujer 42,44
Hb (a/dL Hombre 16,41 0.000%*
(g/dL) Mujer 14,07 !
PLT (10°3/uL) romore 2oL10 0,018**
H Mujer 288,25 !
Hombre 86,47
VCM (fL) - 0,237
Mujer 88,07
HCM (pg) Hombre 29,52 0.940 ™
Pg Mujer 29,71 '
CHCM (g/dL rombre 4 0,000%*
(g/dL) Mujer 33.14 !
Hombre 10,38
VPM (%) : 0,584 ™
Mujer 10,54

Nota: ns:*=no existe diferencia significativa; *= existen diferencias significativas;

**: existen diferencias altamente significativas. WBC: Contaje de glébulos blancos (White Blood Cells), RBC:
Conteo de glébulos rojos, HCT: Hematocrito, Hb: Hemoglobina, PLT: Recuento plaquetario, VCM: Volumen
Corpuscular Medio, HCM: Hemoglobina Corpuscular Media, CHCM: Concentracion Hemoglobina Corpuscular
Media, VPM: Volumen Plaquetario Medio.
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Tabla 10

Comparacion de medias de formula leucocitaria por sexo

Parametro Sexo Media vStudent
(%) ()
Hombre 55,06
Segmentados Mujer 55,34 0,860 ns
e Hombre 0,37
Basofilos Mujer 0.42 0,362 ns
e Hombre 1,87
Eosinofilos Mujer 28 0,196 ns
. Hombre 7,57
M t " *%
onocitos Mujer 6.09 0,011
Linfocitos Hombre 35,12 0,678 ns
Mujer 35,86 '

Nota: ns:*=no existe diferencia significativa; *= existen diferencias significativas;
**: existen diferencias altamente significativas

De acuerdo a la prueba estadistica t’Student empleada en este estudio, el sexo debe ser
considerado un criterio de particion para la obtencién de intervalos de referencia de los
parametros de la biometria hematica, al obtener valores de p que muestran diferencias
altamente significativas (p < 0.0001) entre los dos grupos estudiados en mas de un

parametro.

43.2 Edad

Para determinar si la edad es un criterio de particién en la biometria hematica, se dividid

a la muestra en dos grupos:

- Menores a 30 afos: individuos de ambos sexos cuyas edades comprendian entre
18 a 30 afios de edad cumplidos.
- Mayores a 30 afios: individuos de ambos sexos cuyas edades comprendian entre

31 a 64 afios de edad cumplidos.
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Para cada uno de los pardmetros analizados en la biometria hematica se realizé la prueba
t"Student para establecer si existen diferencias significativas en los valores medios de los
distintos parametros entre estos grupos de edad.

Los resultados se presentan en la Tabla 11 para comparacion de contaje celular, la Tabla
12 para indices eritrocitarios y la Tabla 13 para la formula leucocitaria, que indican que
la variable edad no se debe considerar como criterio de particion de la muestra para
ningin parametro de la biometria hematica, puesto que no existen diferencias

estadisticamente significativas entre los grupos analizados.

Tabla 11
Comparacion de medias por grupos de edad - contaje celular

Parametro Grupo de edad Media t"Student (p)
R A T
oreg Mmoo
by M g

Nota: ns: no significativo. WBC: Contaje de gldbulos blancos (White Blood Cells),
RBC: Conteo de globulos rojos, HCT: Hematocrito, Hb: Hemoglobina, PLT: Recuento
plaquetario.
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Tabla 12

Comparacion de medias por grupos de edad - indices eritrocitarios

Parametro Grupo de edad Media t"Student (p)
Inferior a 30 afios 86,50 s
VEM (L) Mayor a 30 afios 87,74 0377
Inferior a 30 afios 29,03 s
HCM (pg) Mayor a 30 afios 29,97 0071
CHCM (g/dL) Inferior a 30 afios 33,58 0.736"
Mayor a 30 afios 33,69 ’
Inferior a 30 afios 10,45
(o) ! ns
VPM (%) Mayor a 30 afios 10,47 0,935

Nota: ns: no significativo. VCM: Volumen Corpuscular Medio,
HCM: Hemoglobina Corpuscular Media, VPM: Volumen Plaquetario Medio
CHCM: Concentracion Hemoglobina Corpuscular Media.

Tabla 13

Comparacion de medias entre grupos de edad — formula leucocitaria

Parédmetro Grupo de edad Media t"student (p)

Inferior a 30 afios

Segmentados(%bo) - 56,72 0,134
Mayor a 30 afios 54,29 ’
Inferior a 30 afios

Basofilos (%) . 0.37 0,541
Mayor a 30 afios 0,40 '
Inferior a 30 afios

Eosindfilos (%) . 2,17 0,634
Mayor a 30 afios 2,01 '
Inferior a 30 afios

Monocitos (%0) = 6.70 0,740 ™
Mayor a 30 afios 6,90 '
Inferior a 30 afios

Linfocitos (%) _ 34,03 0,199 ™
Mayor a 30 afios 36,37 ’

Nota: ns: no significativo
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4.4 Transferencia y verificacion de intervalos de referencia

De acuerdo al procedimiento propuesto por el CLSI, cada paso en la verificacion o en la
transferencia de valores o intervalos de referencia implica una decision y la posibilidad

de un nuevo analisis de los datos.

4.4.1 Criterios de aceptacion

Para la interpretacion de los resultados, la guia CLSI EP28-A3C (Tabla 14) establece que

la interpretacion consiste en:

- 102 valores como maximo fuera del rango, esto es maximo el 10% de los datos
en estudio, indica que el intervalo propuesto esté verificado y puede ser utilizado
por el laboratorio.

-3 0 4 valores fuera del rango (del 15 al 20% de los datos), se tiene que ensayar
otro grupo de 20 individuos “aparentemente sanos” que cumplan con los criterios
establecidos en el estudio.

- més de 5 valores fuera del rango, equivalente al 25%, el laboratorio debera

establecer sus propios valores o intervalos de referencia.

Tabla 14
Interpretacién de resultados para verificacion intervalos de referencia

Numero de resultados
obtenidos fuera del intervalo Porcentaje Accién
de comparacion

<2 10% Intervalo propuesto verificado

Ensayar 20 individuos nuevamente
de cada grupo.

Establecer intervalos de referencia
propio del laboratorio.

3-4 15-20%

>5 >25%
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4.4.2 Verificacion del intervalo de referencia con el laboratorio clinico privado

La verificacion de intervalos de referencia de los resultados de la biometria hematica
obtenidos de la muestra en estudio y trabajada en el laboratorio clinico privado con los

valores que reporta dicho laboratorio se detallan en las Tablas 15 y 16.

Tabla 15

Verificacion Intervalos de Referencia para hombres con los utilizados por el
Laboratorio Clinico privado

Numero de datos que Establecer

Parametros IR laboratorio clinico salen IR n (%) como IR
WBC (1073/uL) 4,5-10,0 2 (10%) Si
RBC (1076/uL) 3,5-55 11 (55%) No
HCT (%) 38,0 - 54,0 0 (0%) Si
Hb (g/dL) 12,5-17 3 (15%) No
VCM (fL) 80 - 100 1 (5%) Si
HCM (pg) 29-33 3 (15%) No
ADE (%) 11- 16 0 (0%) Si
PLT (1073/uL) 9,0-13 0 (0%) Si
VPM (%) 150 - 450 0 (0%) Si
Segmentados (%) 40-70 0 (0%) Si
Basofilos (%) 0,0-2,0 0 (0%) Si
Eosinofilos (%) 1,0-5,0 4 (20%) No
Monaocitos (%) 2,0-10,0 1 (5%) Si
Linfocitos (%) 20-45 0 (0%) Si

Nota: IR: intervalo de referencia. WBC: Contaje de glébulos blancos (White Blood Cells), RBC:
Conteo de gldbulos rojos,HCT: Hematocrito, Hb: Hemoglobina, PLT: Recuento plaquetario, VCM:
Volumen Corpuscular Medio, HCM: Hemoglobina Corpuscular Media, ADE: Ancho de distribucion
eritrocitaria, VPM: Volumen Plaquetario Medio.
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Para el grupo de hombres, en cuatro de los pardmetros (contaje de globulos rojos, Hb,
HCM y % de eosinofilos) se encontraron valores fuera de IR utilizado por el laboratorio
clinico privado, con el porcentaje mas alto para el contaje de globulos rojos, el 55%. Esta

informacidn direcciona a que el laboratorio obtenga sus propios valores de referencia.

Tabla 16

Verificacion intervalos de referencia para mujeres con los utilizados por el
laboratorio clinico privado

IR laboratorio de  NuUmero de datos que  Establecer

Parametros referencia salen IR n (%0) como IR
WBC (1073/pL) 4,5-10,0 0 (0%) Si
RBC (1076/pL) 35-55 0 (0%) Si
HCT (%) 38,0 - 54,0 0 (0%) Si
Hb (g/dL) 125-17 0 (0%) Si
VCM (fL) 80 — 100 1 (5%) Si
HCM (pg) 29-33 8(40%) No
ADE (%) 11- 16 0 (0%) Si
PLT (1073/uL) 9,013 0 (0%) Si
VPM (%) 150 - 450 0 (0%) Si
Segmentados (%) 40-70 0 (0%) Si
Basofilos (%) 0,0-2,0 0 (0%) Si
Eosinofilos (%) 1,0-5,0 2 (10%) Si
Monocitos (%) 2,0-10,0 1 (5%) Si
Linfocitos (%) 20 - 45 1 (5%) Si

Nota: IR: intervalo de referencia. WBC: Contaje de glébulos blancos (White Blood Cells),
RBC: Conteo de glébulos rojos, HCT: Hematocrito, Hb: Hemoglobina, PLT: Recuento
plaquetario, VCM: Volumen Corpuscular Medio, HCM: Hemoglobina Corpuscular Media,
ADE: Ancho de distribucion eritrocitaria, VPM: Volumen Plaquetario Medio.

En el grupo de mujeres se obtuvieron 8 valores que superaron el intervalo de referencia y
que corresponde al 40% de resultados fuera del intervalo para la HCM, por lo que la
norma establece que el laboratorio debe acogerse a obtener sus propios intervalos de

referencia.
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4.4.3 Verificacion de intervalos de referencias propuestos por el Laboratorio de
Referencia Nacional

Al comparar los valores obtenidos en la biometria hematica para cada grupo (hombres y
mujeres) con los intervalos de referencia proporcionados por un laboratorio nacional de

referencia se obtuvieron los resultados presentados en las Tablas 17 y 18

Para el grupo de hombres, 12 parametros hematoldgicos de 14 fueron verificados
satisfactoriamente, incluyéndose dentro de este grupo los contajes celulares e indices
eritrocitarios. Sin embargo, en el caso de los segmentados, se obtuvieron 3 valores fuera
del rango establecido; en cuanto a los monocitos, se obtuvieron 6 resultados fuera del
rango establecido, por lo que los valores de referencia del laboratorio nacional de

referencia no pueden ser transferibles al laboratorio clinico privado de este estudio.

En el grupo de mujeres, 12 pardmetros de la biometria hematica fueron verificados
satisfactoriamente dentro de los que se encuentran los contajes celulares y los indices
eritrocitarios. En la formula leucocitaria, se encontraron discrepancias para segmentados
y eosindfilos, se obtuvieron 3 y 4 valores respectivamente fuera del rango establecido
como criterio de aceptacion, valores con los que se debe evaluar nuevamente 20 mujeres
aparentemente sanas para conocer si se puede realizar la transferencia de valores de

referencia hematoldgicos del Laboratorio Nacional de Referencia. (Tabla 18)
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Tabla 17

Verificacion Intervalos de Referencia para hombres con los IR del Laboratorio
Nacional de Referencia

. IRI ratorio nacional Datos fuera Establecer com
Parametros aboratorio nacional de Datos fuera Establecer como

referencia del IR n (%) IR
WBC (1073/uL) 4.287-9.870 1 (5%) Si
RBC (1076/puL) 4.880-6.119 0 (0%) Si
HCT (%) 43-53 1 (5%) Si
Hb (g/dL) 14.9-18.3 0 (0%) Si
VCM (fL) 81-95 1 (5%) Si
HCM (pg) 28-33 1 (5%) Si
ADE (%) 12.2-14.6 0 (0%) Si
PLT (1073/uL) 9-12.3 1 (5%) Si
VPM (%) 139-403 0 (0%) Si
Segmentados (%) 50-70 3 (15%) No
Basofilos (%) 0-1 0 (0%) Si
Eosindfilos (%) 2-4 2 (10%) Si
Monocitos (%) 2-8 6 (30%0) No
Linfocitos (%) 25-40 0 (0%) Si

Nota: IR: Intervalo de referencia. WBC: Contaje de glébulos blancos (White Blood Cells), RBC: Conteo
de glébulos rojos, HCT: Hematocrito, Hb: Hemoglobina, PLT: Recuento plaquetario, VCM: Volumen
Corpuscular Medio, HCM: Hemoglobina Corpuscular Media, ADE: Ancho de distribucion eritrocitaria,
VPM: Volumen Plaquetario Medio.

59



Tabla 18

Verificacion Intervalos de Referencia para mujeres con el laboratorio nacional de

referencia
Parametros IR laboratorio ngcional Datos fuera Establecer como

de referencia del IR n (%) IR
WBC (1073/pL) 4320-10421 0 (0%) Si
RBC (1076/pL) 4274-5452 1 (5%) Si
HCT (%) 38-47 0 (0%) Si
Hb (g/dL) 12.7-16.2 0(0%) Si
VCM (fL) 81-95 2(10%) Si
HCM (pg) 28-33 2(10%) Si
ADE (%) 12.2-15 1(5%) Si
PLT (1073/uL) 154-386 0(0%) Si
VPM (%) 9-12.3 0(0%) Si
Segmentados (%) 50-70 3(15%) No
Basofilos (%) 0-1 0(0%) Si
Eosindfilos (%) 2-4 4(20%) No
Monaocitos (%) 2-8 0(0%) Si
Linfocitos (%) 25-40 0(0%) Si

Nota: IR: intervalo de referencia, WBC: Contaje de glébulos blancos (White Blood Cells),
RBC: Conteo de glébulos rojos, HCT: Hematocrito, Hb: Hemoglobina, PLT:
Recuento plaquetario, VCM: Volumen Corpuscular Medio, HCM: Hemoglobina
Corpuscular Media, ADE: Ancho de distribucién eritrocitaria, VPM: Volumen

Plaquetario Medio.
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4.4.4 Verificacion con intervalos de referencia de estudio publicado

Al verificar los intervalos de referencia obtenidos en la biometria hematica en un estudio
realizado por Morales L., en la ciudad de Santiago de Chile en el afio 2013, en una muestra
de 268 donantes voluntarios de sangre cuyas edades comprendian entre 18 y 63 afios de
edad, utilizando el contador automatizado Coulter Gen’S, se obtuvieron los siguientes
resultados en la comparacién con los datos obtenidos en el presente estudio (Tabla 19 y
20):

Tabla 19

Verificacion de Intervalos de Referencia para hombres con datos de un estudio

publicado

Parametros IR If;g:i:g;o de  Datos qug/j)a len IRn Establecer como IR

WBC (1073/pL) 4.4-11.5 1 (5%) Si
RBC (1076/L) 4.43-5.93 4 (20%) No
HCT (%) 41.1-52.7 1 (5%) Si
Hb (g/dL) 13.6-17.5 3 (15%) No
VCM (fL) 83.6-97.8 3 (15%) No
HCM (pg) 27.5-32.7 1 (5%) Si
ADE (%) 12.1-14.3 2 (10%) Si
PLT (1073/uL) 137.6-343.7 3 (15%) No
VPM (%) 6.9-10.9 1 (5%) Si
Segmentados(%) 39-70 0 (0%) Si
Basofilos (%) 0-1 0 (0%) Si
Eosindfilos (%) 0-7 0 (0%) Si
Monaocitos (%) 2-12 0 (0%) Si
Linfocitos (%) 25-43 1 (5%) Si
Nota: IR: intervalo de referencia
WBC: Contaje de glébulos blancos (White Blood Cells), RBC: Conteo de glébulos rojos, HCT:

Hematocrito, Hb: Hemoglobina, PLT: Recuento plaquetario, VCM: Volumen Corpuscular Medio,
HCM: Hemoglobina Corpuscular Media, ADE: Ancho de distribucion eritrocitaria, VPM: Volumen
Plaquetario Medio.
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Para el grupo de hombres, se verificaron satisfactoriamente 10 de 14 parametros
hematoldgicos analizados: la formula leucocitaria completa, el contaje de globulos
blancos, plaguetas, hematocrito, hemoglobina corpuscular media y amplitud de hematies,
cuyos resultados indican que menos del 10% de los datos caen por fuera del rango del
estudio chileno. Por otra parte, para glébulos rojos, hemoglobina, volumen corpuscular
medio y volumen plaquetario medio no se verificaron los valores de referencia propuestos
por el estudio chileno, ya que se obtuvieron de 3 a 4 valores fuera del rango de referencia
(15%).

Tabla 20

Verificacion Intervalos de Referencia para mujeres con datos de un estudio publicado

IR laboratorio de  Numero de datos que  Establecer

Parametros referencia salen IR n (%) como IR
WBC (1073/pL) 45-11.6 0 (0%) Si
RBC (1076/L) 3.99-5.27 1 (5%) Si
HCT (%) 37.1-46.7 0 (0%) Si
Hb (g/dL) 12.1-155 0 (0%) Si
VCM (fL) 83-98.3 1 (5%) Si
HCM (pg) 27.1-32.7 2 (10%) Si
ADE (%) 11.6-15% 0 (0%) Si
PLT (1073/uL) 151.8-385.1 0 (0%) S
VPM (%) 6.8-10.8 fl 3 (15%) No
Segmentados (%) 39-70% 0 (0%) Si
Basofilos (%) 0-1% 0 (0%) Si
Eosindfilos (%) 0-7% 0 (0%) Si
Monocitos (%) 2-12% 0 (0%) Si
Linfocitos (%) 25-43% 2 (10%) Si

Nota: IR: intervalo de referencia. WBC: Contaje de globulos blancos (White Blood Cells),
RBC: Conteo de glébulos rojos, HCT: Hematocrito, Hb: Hemoglobina, PLT: Recuento
plaguetario, VCM: Volumen Corpuscular Medio, HCM: Hemoglobina Corpuscular Media,
ADE: Ancho de distribucién eritrocitaria, VPM: Volumen Plaquetario Medio.
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Para el grupo de mujeres, 13 pardmetros de la biometria hematica fueron verificados
satisfactoriamente, se obtuvieron menos del 10% de datos fuera del rango establecido
por el estudio chileno. (Ver Tabla 20). Unicamente se obtuvo 3 valores fuera del rango
establecido como criterio de aceptacion para el volumen plaquetario medio, pardmetro

que recomienda ser verificado una vez mas.
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DISCUSION

El estudio de valores de referencia es de gran importancia en el laboratorio clinico pues
la determinaciéon de estos valores y de los rangos de referencia permite al médico
comparar e interpretar los resultados de los analisis por el laboratorio obtenidos del
paciente. Si bien esto se viene realizando desde hace afios atras, es en esta ultima década
que ha tomado relevancia en el pais, debido a la implementacion de un sistema de gestidn
de calidad y al deseo de acreditar frente a los organismos nacional e internacionales, por
lo que es vital conocer y aplicar las diferentes metodologias de obtencion de los mismos
de acuerdo a la situacion. En esta investigacion se utilizo la verificacion como método
para el uso o no de valores de referencia establecidos por un laboratorio privado en la
ciudad de Quito.

Uno de los aspectos claves para la determinacion de los valores de referencia es conocer
y establecer los criterios de particion, es decir aquellas variables o factores que hacen que
los valores de referencia se comporten de una manera diferente en un grupo u otro. La
literatura define al sexo como un criterio de particién en un buen nimero de los analitos
cuantificados en las muestras biologicas, y dentro de estos se encuentran los diferentes
parametros que comprende la biometria hematica (Ruiz, 2009). Habitualmente se
observan valores hematoldgicos superiores en hombres en comparaciéon a los valores
hematol6gicos en mujeres, variacion atribuida a las diferencias en masa muscular y 6sea
entre ambos sexos, y a hormonas sexuales masculinas (testosterona) que estimulan mayor

produccién de células sanguineas. (Guyton, 2009)

Los resultados del presente estudio mostraron la existencia de diferencias altamente
significativas entre hombres y mujeres en el contaje de glébulos rojos, plaquetas, los
valores de hematocrito, hemoglobina, hemoglobina corpuscular media y el porcentaje de
monocitos en la formula leucocitaria, confirmando la necesidad de tomar en cuenta al

sexo como criterio de particion para la mayoria de parametros analizados en la biometria
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hematica. Resultados similares a los de este estudio se hallaron en el estudio realizado
por Saenz y colaboradores (Saénz, Narvdez, & Cruz, 2009) sobre determinacién de
intervalos de referencia en un laboratorio de referencia de la ciudad de Quito, el de
Morales (Morales, 2013) en el laboratorio clinico del Hospital Félix Bulnes en la ciudad
de Santiago de Chile y el de Roshan y colaboradores (Roshan, 2009) en Malasya, con
diferencias estadisticamente significativas para los contajes de gldbulos rojos y plaquetas,
el hematocrito, la hemoglobinay los indices eritrocitarios, por el contrario para la férmula
leucocitaria no hallaron diferencias significativas, por lo tanto el sexo no fue considerado

un criterio de particion para la misma.

Una situacion diferente se observa en la determinacion de valores de referencia en un
estudio realizado en México por Diaz P. y colaboradores (2012), en el que ademas de las
diferencias encontradas en el grupo de hombres y mujeres para los pardmetros que
contempla la biometria hematica, contajes de eritrocitos, leucocitos y plaquetas, Hb, Hct
e indices hematicos, reportan por separado, en la formula leucocitaria, los porcentajes
(valores relativos) de eosinofilos y basoéfilos, esto es para hombres y mujeres y un solo
rango de referencia para cada uno de los siguientes neutréfilos, linfocitos y monocitos, es
decir sin diferencia por sexo, sin embargo para los valores absolutos de los diferentes
leucocitos no encuentran diferencias significativas entre hombres y mujeres (Diaz,
Herndndez, & Presno, 2012) . En el presente estudio solo se observaron diferencias

significativas en el porcentaje (valor relativo) de los monocitos entre hombres y mujeres.

En la mayoria de los estudios sobre valores de referencia reportan diferencias
significativas entre hombres y mujeres para los valores eritrocitarios y numero de
plaquetas en sangre, que podria ser atribuido a factores hormonales, asi las hormonas
androgénicas inducen la eritropoyesis mientras que los estrogenos actlan como
supresores. En el estudio de Rodriguez y colaboradores (2007) comparan las medias de
hombres y mujeres de la serie eritroide determinando que no existen valores Gnicos para
ambos sexos, argumentan su hallazgo debido a la menor cantidad de hemoglobina en
mujeres; debido en parte a la estimulacion de eritropoyetina mediada por valores bajos de
testosterona y ademas de la pérdida de 0.5 a 1 mg/dia de hemoglobina debido al periodo
menstrual y que estimula la salida de reticulocitos a la circulacion periférica, mientras

qgue en los hombres la presencia de mayor masa muscular exige mayor indice de
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oxigenacion y por lo tanto reclama mayor flujo sanguineo, debido a esto la hemoglobina
y el niumero de gldbulos rojos tiende a mantenerse por encima de los limites normales de
una mujer. (Sans Sabrafen, 2006) (Rodriguez, Vela, & Rosales, 2007)

El hierro es un micronutriente necesario para la adecuada produccion de hemoglobina y
solo se absorbe del 5 al 10% de la dieta diaria, es decir entre 0.5 y 1.5 mg, resultando
inadecuado para las mujeres. Las reservas de hierro en mujeres son de tan solo cerca de

300 mg y en hombres pueden alcanzar hasta 1000 mg. (Hillman & Bogas, 1990)

Estas diferencias encontradas en los valores de referencia para los subgrupos de hombres
y mujeres, y ademas diversas de acuerdo al estudio, recalca la importancia de considerar
otros factores como son el estatus inmunoldgico, la genética, el medio ambiente, el estilo
de vida y realizar estudios en un nimero mayor de individuos tomando en cuenta los
factores extrinsecos e intrinsecos y las diferencias que estos pueden generar en los

resultados de los pardmetros hematicos.

En cuanto a la edad, para el grupo investigado de adultos jovenes y adultos, de 18 a 64
afios y coincidiendo con estudios previos (Lazarte, 2007) (Serra, 2012) esta variable no
es un criterio de particion para los parametros que contempla la biometria hematica
automatizada. En el estudio publicado por Troussard y colaboradores, al determinar los
valores de referencia de la biometria hematica por edad y sexo (16-69 afios) se demostro
que la edad era un factor independiente para la mayoria de parametros analizados en la
biometria hematica tanto para mujeres como para hombres adultos; la variacién para cada
parametro no fue superior a 0,15%, excepto para volumen corpuscular medio; para las
mujeres se observé un incremento de este a partir de los 30 afios de edad y para los

hombres a partir de los 40 afios de edad. (Troussard, 2014)

En el estudio realizado por Lopez y colaboradores (2016) en una poblacion mexicana, el
autor concluy6 que la edad no es un criterio de particion para biometria hematica en
adultos, sin embargo en neonatos y nifios existen diferencias significativas por grupo de
edad para los contajes celulares, hemoglobina, hematocrito e indices eritrocitarios,
ocasionadas por la produccion de células sanguineas en médula désea, hasta que en la

adolescencia los valores en jovenes de ambos sexos son casi iguales. (Lépez, 2016)
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Llama la atencion que el laboratorio clinico privado utilice un solo intervalo de referencia
independiente de si se trata de hombres y mujeres, nifios y adultos. Si bien en algunos de
los estudios mencionados pocos pardmetros no muestra diferenciacion por sexo (formula

leucocitaria), si se deberia diferenciar el intervalo de referencia por la edad.

Al aplicar el método de verificacion para valores de referencia establecido por CLSI, en
los datos de la biometria hemética automatizada realizada en un laboratorio clinico
privado y obtenidos de los hombres y mujeres adultos donantes del Banco de Sangre del
HCAM, y compararlos con los reportados por un Laboratorio de Referencia Nacional, se
verificaron satisfactoriamente 11 de 14 parametros contemplados en la biometria
hematica, los 3 pardmetros no verificados correspondieron a las frecuencias relativas de
la formula leucocitaria: segmentados, eosinofilos y monocitos. Los valores de referencia
para la formula leucocitaria del Laboratorio de Referencia son estrechos y de menor
amplitud comparandolo con los valores de referencia utilizados por el laboratorio clinico
privado y con los valores reportados en un estudio realizado en una poblacion similar.
(Saénz, Narvéez, & Cruz, 2009) (Morales, 2013)

El porcentaje de segmentados en hombres y mujeres fue ligeramente superior (0-2%) al
reportado por el Laboratorio de Referencia (0-1%). Estas diferencias pueden ser
ocasionadas por variaciones fisiol6gicas que no se pueden detectar al momento de la toma
como son situacion de estrés, variaciones circadianas y herencia (ancentros) y que no
necesariamente pueden ser asociados a situaciones de enfermedad. (Rodriguez &
Abrham, 2010)

En el estudio realizado por Félix y colaboradores (2010) en Brasil, ademas de determinar
los valores de referencia y los intervalos de referencia para la biometria hematica, de
hombres y mujeres de diferente edad, realizaron analisis de ADN, modelo trihibrido de
contribucion ancestral, para establecer si la estructura genética era especifica, el resultado
fue que el grupo de individuos aparentemente sanos correspondia a un grupo heterogéneo,
con diversos ancestros y que esto podria ser la causa de encontrar valores diferentes a los

reportados para el pais y a las diferencias por sexo. (Félix, 2010)

67



Los hallazgos mas significativos al comparar los valores de referencia obtenidos en esta
investigacion frente al estudio realizado en Chile (Morales, 2013), fue la no verificacion
para contajes de glébulos rojos, hemoglobina, volumen corpuscular medio y volumen
plaquetario medio en el grupo de hombres, situacion posiblemente originada por los
cambios de altitud (Montenegro, 2016), puesto que la altura geografica en la que viven
los sujetos que participaron en ese estudio, en Santiago de Chile, fue a 567 msnm, en
tanto que la muestra de sujetos del presente estudio se tomo de habitantes de la ciudad de

Quito, ciudad que se encuentraa 2133 msnm.

En el estudio publicado por Garcia y colaboradores (2014) en el cual evalGan los cambios
hematoldgicos en relacion a la altura geografica, indica que el incremento de la cantidad
de globulos rojos es dependiente de la cantidad de oxigeno, por lo tanto valores de
glébulos rojos, hematocrito y hemoglobina muestran ser ligeramente mayores en alturas

superiores a la del nivel del mar. (Garcia , 2014)

Resultados similares se encontraron en el estudio realizado por Regalado y Torres (2010),
con semejanza entre los valores de referencia obtenidos en la ciudad de Cuenca y los
reportados en investigaciones realizadas en Buenos Aires, Argentina, observaron
variaciones de alrededor del 25% que fueron distribuidos a la situacién geogréafica de las
2 ciudades. (Regalado & Torres, 2010)

Pese a las diferencias en la situacion geografica donde fueron realizados los dos estudios,
Quito y Santiago Chile, los valores obtenidos en el presente trabajo se desvian menos del
IR del estudio de Chile en comparacidn con los valores obtenidos en el propio laboratorio

y el Laboratorio de Referencia.

Gutiérrez y Carrillo (2013) en una revisién sobre volumen plaquetario medio mencionan
que puede ocurrir un secuestro esplénico, en el que el volumen plaquetario medio
disminuye y que ademas este analito varia con el tiempo en las muestras anticoaguladas
con EDTA Ko. El anticoagulante recomendado para contaje de plaquetas es heparina
sodica o0 a suvez EDTA Kz el cual presenta menores interferencias. (Gutierréz & Carrillo,
2013)
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En el presente estudio con respecto al volumen plaquetario medio en comparacion con
los valores obtenidos de los donantes del banco de sangre de la ciudad de Santiago de
Chile, los valores tanto de hombres como mujeres sobrepasan el limite inferior de los
valores de referencia, hecho que llama la atencion ya que es el Unico analito que no se
verifica para la variable sexo en esta comparacion, dicha discrepancia puede estar
justificada porque en ambos estudios (Chile y el presente) se empleé el anticoagulante

EDTA K3 para la toma de muestras.

La verificacion de los valores reportados por el laboratorio clinico no fue satisfactoria, ya
que se encontré mas del 15% de analitos fuera del intervalo de referencia, con mas
valores fuera del rango establecido en el grupo de hombres que en el grupo de mujeres,
situacion originada porque los valores de referencia que se emplean en el laboratorio
clinico privado son valores obtenidos de la literatura internacional y de varios estudios
recopilados, en los que no se toma en cuenta al sexo como criterio de particién en

parametros hematoldgicos.
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CONCLUSIONES

La fase pre analitica, es un factor de suma importancia en la determinacion de
intervalos de referencia, constituye la fase en la que se originan la mayoria de
errores (64%). En este estudio se siguid el protocolo y recomendaciones del
laboratorio clinico privado para disminuir el error durante esta fase, se establecio
horas de tomas de muestras sanguinea, tiempos de transporte maximo y
condiciones de refrigeracion similares a las del laboratorio clinico para su

procesamiento.

Los individuos de referencia seleccionados para la participacion del estudio
fueron ‘“aparentemente sanos”, todos ellos cumplieron con los requisitos
establecidos para la investigacion, con el fin de garantizar una muestra
representativa y homogénea de la poblacion que acude al laboratorio clinico

privado.

El reemplazo de individuos de referencia en la muestra de referencia es necesario
cuando estos presentan valores atipicos y los individuos sustitutos deben cumplir
con las mismas condiciones y caracteristicas establecidas para la investigacion de

Intervalos de Referencia.

Uno de los aspectos criticos para el estudio de valores de referencia por cualquiera
de los procedimientos descritos en la guia de la CLSI, es el control de calidad que
debe estar implementado en el laboratorio donde deseen verificar, transferir u
obtener los intervalos de referencia. En el presente estudio esto fue garantizado a
través de los controles interno y externo, y la calibracion del equipo en el que se

realiz6 el analisis.

Los criterios de inclusion y exclusion permitieron en esta investigacion delimitar
de manera adecuada la poblacién y disminuir la aparicion de valores atipicos; en
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el grupo de hombres se encontraron 5 valores atipicos correspondientes a 2
individuos de la muestra y en el grupo de mujeres no se encontraron valores

atipicos.

Los criterios de particién analizados en el estudio con la finalidad de disminuir la
variabilidad bioldgica interindividual fueron el sexo y la edad, el primero de los
cuales de acuerdo a las pruebas estadisticas realizadas es un criterio de particion
para los valores de referencia de la biometria hematica, difieren entre hombres y
mujeres, no asi para los dos grupos de edad en los que se ensayd, menor o igual a
30 arios y superior a 30 afios de edad.

Con respecto a la comparacion de los valores que usualmente reporta el
laboratorio clinico privado con los obtenidos en este laboratorio en el presente
estudio, se evidencio claramente que el laboratorio al utilizar IR iguales para
hombres y mujeres, y sin distincion por edad, la verificacion fue no satisfactoria
en algunos parametros, por lo tanto los IR que esta utilizando actualmente el
laboratorio no puede seguir siendo reportados y el laboratorio debe obtener sus

propios intervalos.

El laboratorio de referencia nacional fundamenta sus valores de referencia en una
investigacion realizada sobre de determinacion de intervalos de referencia con
metodologia a posteriori para una poblacion alto-andina, es decir una poblacion
acorde a la que este laboratorio atiende. En la comparacion realizada entre ambos
estudios la mayoria de analitos de la biometria hematica tienen una verificacion
satisfactoria excepto la formula leucocitaria, esto puede ser atribuible a que el
rango propuesto por el laboratorio de referencia es muy angosto; de acuerdo a

estos resultados no se pueden transferir estos IR al laboratorio privado.

Al enfrentar los valores de referencia de esta investigacién con los de un estudio
de referencia internacional se puede concluir que existen cambios de altitud
geografica significativos por lo cual los analitos no verificados son principalmente

pertenecientes a la serie eritrocitaria.
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La verificacion y la transferencia de intervalos de referencia son métodos de
obtencion de valores referenciales simple, econdémica y facil de aplicar en

cualquier laboratorio.

Finalmente, la verificacion y transferencia de intervalos de referencia
hematoldgicos utilizados por el laboratorio clinico privado objeto de este estudio
no fue posible, se encontrd del 15 al 55% de datos fuera del rango establecido
como criterio de verificacion o transferencia, situacion que de acuerdo al
protocolo propuesto por CLSI, amerita la determinacion de intervalos de

referencia propios de acuerdo a la poblacion que al laboratorio clinico acude.
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RECOMENDACIONES

Es necesario que en el Ecuador se sigan realizando este tipo de estudios para que
otros docentes, estudiantes y profesionales del area tengan conocimiento sobre
nuevas técnicas al momento de obtener valores de referencia de una manera méas

simple, facil y econdémica que la determinacién propia de valores de referencia.

Se debe tomar en cuenta el tiempo de transporte y el almacenamiento de las

muestras no supere el tiempo 6ptimo recomendado.

El anticoagulante recomendado para evitar variaciones en la determinacion de

biometria hematica es el EDTA Kas.

Se debe realizar una encuesta completa, la cual posteriormente ayude a
discriminar los sujetos que no cumplan con los criterios de inclusion propuestos

en el estudio.
Los criterios de particion deben ser evaluados mediante andlisis estadistico.

Dado que la verificacion no fue satisfactoria para ninguna de las comparaciones
realizadas en el presente estudio, se recomienda realizar un estudio macro sobre

determinacién de valores de referencia.

Existen metodologias a posteriori para la determinacion de valores de referencia
las cuales mediante calculos estadisticos adecuados pueden llegar a ser una opcion

factible para la obtencion de intervalos de referencia.

Para futuras verificaciones se debe analizar minuciosamente que el equipo este en
Optimas condiciones, principalmente evaluar el comportamiento del control de

calidad interno.
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Anexo 1 Estudios realizados sobre valores de referencia en el pais

TIPO DE

AUTORES PUBLICACION

Klever Saenz, Santiago
Gonzalon, Luis Narvaez,
Marcelo Cruz & Cristina Checa

Articulo de revision

Klever Saenz Flor, Luis Narvaez

Atrticulo de revision
G, Marcelo Cruz

Yaqueline Chamba, Johanna del Disertacién de
Rocio Guerrero pregrado

Johanna Rodas, Jenny Yungay Disertacion de
Ana Maria Zambrano pregrado

Maria Maldonado, Cumanda
Merchan, Edgar Becerra, Fray
Martinez.

Disertacion de
pregrado

ANO

2012

2008

2008

2011

2013

ANALITOS ESTUDIADOS

Biometria Hematica

Leucocitos, glébulos rojos,
hemoglobina, hematocrito, volumen
corpuscular medio, hemoglobina
corpuscular media, concentracién
media de hemoglobina corpuscular,
volumen plaquetario medio.

Hematocrito y Hemoglobina

Urea, creatinina, acido drico

Hemoglobina y Hematocrito

CRITERIO PARA OBTENER
LOS VALORES DE
REFERENCIA

TAMANO MUESTREAL

294 sujetos afroecuatorianos de
ambos géneros con edades entre
los 18 y 45 afios, residentes en la
ciudad de Esmeraldas.

Intervalos de confianza para la
media al 95%

Percentiles 2,5y 97,5

Se considerd el 95% central de la
distribucion, usando como
limites inferior y superior del
valor de referencia los
percentiles 2.5y 97.5,
respectivamente.

120 biometrias hematicas (a
posteriori) de pacientes de ambos
sexos de edades entre 18 y 45 afios
del laboratorio Netlab de la ciudad
de Quito.

292 escolares de sexo femenino de Nivel de confianza de 99% y

entre 5-12 afios, de la ciudad de

) un error estandar de 10% y una
Loja

prevalencia del 50%

1050 personas entre 23 y 42 afos Indice de confianza del 95 %,

de la ciudad de Cuenca. error del 10 %

415 biometrias de trabajadores del
parque industrial en edades entre
18-65 afios que acuden a un
programa de salud preventiva en la
ciudad de Cuenca — Ecuador.

95 % de confiabilidad y un 5%
de margen de error.
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Ana Delgado, Yolanda Valdés,
Juan Carlos Polo & Enrique
Abraham

Leticia Bequer Mendoza, Tahiry
Gbmez Hernandez, Lutgarda

Acrticulo de revision

Pérez de Alejo, Angel Mollineda Articulo de revision

Trujillo, Lay Salazar Torres,
Vicente Hernandez Moreno

Mirella Addm

Atrticulo de revision

2014

2014

2015

Colesterol

Urea, Creatinina, TGP, TGP,
Bilirrubina total, Fosfatasa alcalina,
GGT, Colesterol, Triglicéridos,

VLDL.

Colinesterasa plasmaética y

eritrocitica

192 estudiantes de la Universidad Intervalos de confianza para la
de Guayaquil media al 95%

Intervalo interpercentil
correspondiente al intervalo
central 95%, delimitado por los
percentiles 2,5y 97,5

Sangre del cordén umbilical de 80
recién nacidos sanos ,40 de sexo
femenino y 40 de sexo masculino,

100 adultos entre 20 y 64 afios Intervalos de confianza para la
habitantes Manabi. media al 95%
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Anexo 2 Consentimiento informado

DECLARACION DE CONSENTIMIENTO INFORMADO

PONTIFICIA UNIVERSIDAD CATOLICA DEL ECUADOR

FACULTAD DE MEDICINA
CARRERA DE BIOQUIMICA CLINICA

Fecha:

TITULO: “Verificacion de intervalos de referencia en parametros hematolégicos en poblacion
adulta mestiza, en un laboratorio privado de la ciudad de Quito, 2016”

OBJETIVO DE LA
INVESTIGACION:

El objetivo fundamental de este estudio es determinar valores de referencia de
la biometria hemaética, para que los médicos tengan un valor para comparar y

determinar el estado de salud o de enfermedad de los pacientes.

De forma voluntaria y desinteresada acepto participar en este proyecto de investigacion.

Me comprometo a proporcionar datos sobre mi estado de vida y salud, respondiendo de forma
clara y honesta, obligado a responder aquellas preguntas que me hagan sentir incomodo o no
las crea necesarias.

Acepto que mi sangre: a mas de ser recolectada para donacién voluntaria en banco de sangre,
una minima parte de ella sera destinada para la investigacion, a mas de ser recolectada para los
examenes de ingreso a la carrera sea utilizada para este estudio.

Estoy dispuesto a que me realicen algunas medidas antropométricas.

Fui informado que el resultado de esta determinacion no sera Gtil para mi en ese momento, pero
si en el futuro para la comunidad que se atiende en el laboratorio.

Mi identidad seré resguardada, manteniéndose en forma confidencial en el caso de que los datos
sean publicados o utilizados en futuros estudios.

En caso de que se me encontrara alguna alteracion, recibiré una llamada para acceder a revision
médica.

Nombre del paciente: Firma: Cl
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Anexo 3 Carta de autorizacion para el procesamiento de muestras

OAD Cary
& Uy,
&y 3

‘3}:) *. Pontificia Universidad Catoélica del Ecuador

Facultad de Medicina carrera de Bioquimica Clinica

NI,
2
Y,

ANIVERSARIO

R N—
FUNDADA EN 1945

Av. 12 de Octubre 1076 y Roca | Apartado postal 17-01-2184 | Fax: (593)299 1646 | Telf.: (593) 22991645 | Quito - Ecuador
Quito, 30 de noviembre del 2016
Oficio DB-485-16

Doctor

Camilo Zurita Salinas

Director Zurita & Zurita laboratorios
Laboratorio Clinico Zurita &Zurita
Presente

De mis consideraciones:

Por medio de la presente solicito a usted muy comedidamente la autorizacién respectiva para
que las Srtas. Maria Isabel Castillo Davila y Karen Estefania Montenegro Pantoja, estudiantes
de noveno nivel de la carrera de Bioquimica Clinica de la Pontificia Universidad Catélica del
Ecuador, puedan desarrollar el trabajo de titulacion en el laboratorio que usted dirige.

El tema propuesto por las estudiantes se enfoca en la verificacion de intervalos de referencia en
pardmetros hematolégicos en poblacion adulta mestiza, en un laboratorio privado de la ciudad
de Quito, 2016. Conociendo la calidad de trabajo que se realiza en Zurita&Zurita Laboratorios,
que cuenta con un sélido control de calidad interno y externo en el drea de Hematologia de
rutina y la verificacion del método y procedimiento para la realizacion de la biometria hematica,
nos permitimos realizar esta solicitud.

Las estudiantes requieren los resultados de las biométricas hematicas trabajadas en un
autoanalizador hematoldgico que cuente con la verificacion de los pardametros de desempefio
analitico, por lo tanto se solicita de ser posible se permita a las estudiantes realizar estas
determinaciones en la matriz o sucursal que usted determine. Las muestras sanguineas para esta
investigacion seran obtenidas desde los donantes, “aparentemente sanos” que acuden al Banco
de Sangre del Hospital Carlos Andrade Marin y trasladadas en 6ptimas condiciones hasta el
laboratorio que usted determine.

El estudio toma en cuenta el componente ético, el consentimiento informado, la bioseguridad y
la confidencialidad del laboratorio donde se realizard la investigacion. El tema del trabajo de
titulacion se encuentra aprobado. De ser afirmativa su respuesta, ruego indicarnos si el nombre
del Laboratorio que usted tan dignamente dirige puede ser incluido en el estudio y en los
documentos que se generen del mismo. .

Agradezco de antemano la atencion a la presente y su disposicion permanente por colaborar con

esta unidad académica.
Atentamente, Q,OW
% b/ )
I b

Mtr, Sana;é /{r{drade H. i )
COORDINADORA BIOQUIMICA CLINICA q/@‘/b
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Anexo 4 Carta de autorizacion para la recoleccion de muestras

.
SOAD CAxg,
K %

Pontificia Universidad Catdlica del Ecuador

Facultad de Medicina carrera de Bioquimica Clinica ANIVERSARIO

FUNDADA EN 19456

Av. 12 de Octubre 1076 y Roca | Apartado postal 17-01-2184 | Fax: (593) 299 1646 | Telf.: (593) 2 299 1645 | Quito - Ecuador

Quito, 24 de octubre de 2016

Licenciada

Martha Gabela

Jefa de la Unidad Banco de Sangre
Hospital Carlos Andrade Marin
Presente

De mis consideraciones:

Por medio de la presente solicito a usted muy comedidamente la autorizacion respectiva
para que las Srtas. Maria Isabel Castillo Davila y Karen Estefania Montenegro Pantoja,
estudiantes de noveno nivel de la Carrera Bioquimica Clinica de la Pontificia
Universidad Catolica del Ecuador, puedan realizar parte del estudio de su trabajo de
titulacion en el laboratorio que usted dirige.

El tema del trabajo de titulacion es “Verificacion de intervalos de referencia en
parametros hematologicos en poblacion adulta mestiza, DiserLab-PUCE, 2016, que
demanda la obtenciéon de muestras sanguineas de individuos aparentemente sanos,
siendo los donantes de sangre una de las poblaciones utilizadas de manera preferencial
en este tipo de estudios.

El plan del trabajo de titulacion esta aprobado por las autoridades respectivas y el
estudio toma en cuenta la autorizacion libre y voluntaria de los individuos que deseen
participar (consentimiento informado) y las precauciones de bioseguridad.

Agradezco de antemano la atencion a la presente y su disposicion permanente por
colaborar con esta unidad académica

- S
Atentamente, & it \ 3> \ b
g \ 20
i
I Ratas ¢
s \ £\
9.2
Mtr. Sandra Andrade s
COORDINADORA BIOQUIMCIA CLINICA

Adj.: copia de Aprobacion plan.
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Anexo 5 Encuesta del donante del Banco de sangre del HCAM

SISTEMA NACIONAL DE SANGRE QripoABO Y Fy CODIGO DE LA DONACION
! PROGRAMA NACIONAL DE SANGRE (Uso exclusivo para el Servicio de Sangre)
ﬁ*& Banco de Sangre
=) Hospital Carlos Andrade Marin >
ess
Hospital Carlos Zona: Provincla: Ciudad: N
Andrade Marin
Distrito: Circuito: Uni cédigo: D ona
sangre
Fecha de Colecta: Colecta: E] El Lugar de la Colecta: .. .

1. FORMULARIO DE SELECCION DEL DONANTE DE SANGRE (FSDS)

Estimado donante de sangre,

Blenvemdo y gracias por acudir y por el gesto solidario de donar su sangre que ayudara a salvar la vida de cualquier persona que necesite sangre. Nuestro
p ger su salud y bién la salud de las personas que reciban su sangre. Por favor conteste con sinceridad el siguiente cuestionario y las
praguntas que durante |a entrevista se le van a realizar. La informacion que nos brinde es confidencial.

2. DATOS PERSONALES DEL DONANTE: Por favor, complete y marque con X.

Apellidos (2): Nombres (2):

Sexo: HombreD Mujer D Fecha de nacimiento: Dia :} Mes[ ] Afiol ] | = 7o DO
Documento de identid Cédula D Licencia de conducirD Pasaporte D

Estado civil: Unién de hecho\:l Souero/aD Casado/a D Divorciado/a D Viudo/a D

Ocupacion: Lugar de trabajo:

Ciudad y direccion de domicilio:
Teléfono fijo: Celular:

E-mail:
En caso de emergencia llamar a: Parentesco: Teléfono:

3. CUESTIONARIO PARA EL DONANTE. Estimado Donante, por favor lea las preguntas y marque con una X su respuesta,

1. ¢Usted ha donado sangre o plaquetas alguna vez? SI NO 1
2. Cuando usted dond sangre o plaquetas ¢presenté alguna reaccién adversa? Sl NO 2
3. ¢Usted ha sido impedido de donar sangre alguna vez? Indique el por qué: S| NO 3
4. (Ha ingerido alimentos en las ltimas 4 horas? S NO ]
5. ¢(Ha descansado por lo menos 6 horas? S| NO 5
6. ¢ Se ha sentido enfermo, ha presentado fiebre, malestar al orinar, dolor de la garganta, congestién nasal u otro tipo de sintomas en los (ltimos 8 dias? Si NO 6
7. ¢Usted ha observado la presencia de nddulos, tumores, ganglios inflamados (secas) o lesiones (llagas) en alguna parte de su cuerpo? S| NO 7
8. ¢ Al momento presenta o ha tenido alergias, problemas de tiroides, pulmonares, intestinales, de corazén, higado, rifiones, diabetes, hipertension,

enfermedades de la sangre, u otros? 8l e B
9. ¢Usted tiene o ha tenido algun tipo de céncer? Si NO 9
10. ¢Le han realizado a usted alguna cirugia, endoscopia, colonoscopia, cateterismo o biopsias en los ultimos 12 meses? S| NO 10
11. (Sufre de convulsiones, mareos o pérdida del conocimiento? SI i NO 1
12. ¢Ha recibido alguna vez sangre, componentes sanguineos, trasplante de tejidos, rganos, o tratamientos con hormona del crecimiento? S| NO 12
13. ¢Ha sido vacunado en los ultimos 12 meses? S| NO 13
14. ;Ha estado en tratamiento dental en los ultimos 3 dias? SI NO 14
15. ¢ Ha recibido algun tipo de tratamiento médico, o ha tomado algin medicamento como ASPIRINA en el tltimo mes? SI NO 15
16. ¢Ha tenido Hepatitis después de los 11 afios de edad, o ha estado en contacto con pacientes con Hepatitis A, B 0 C? Si NO 16
17. ¢Usted ha tenido o ha visitado zonas donde hay dengue, paludismo, enfermedad de Chagas u otra enfermedad tropical en el Gltimo mes? Si NO 17
18. ¢(Ha Vdeo o ha estado fuera del pais en los Gltimos 6 meses? Si NO 18
19. ¢ ha sufrido algun pi 0 corte con objetos cor o alguna i con sangre de otra persona, en los ultimos 12 meses? Si NO 19
20. ;Se ha hecho tatuajes, orificios corporales, pearcings, acupuntura, mesoterapia o maquillaje permanente en los Gltimos 12 meses? S| NO 20
21. jHa recibido o recibe usted dinero o alguin tipo de compensacién para donar sangre? S| NO 21
22. ;Tiene usted relaciones sexuales? Sl NO 22
23. (En los Ultimos 12 meses, ha tenido mas de una pareja sexual? Sl NO 23
24, ;Con su o sus pareja/s sexuales ha utilizado siempre el condon como forma de proteccion? Sl NO 2
25. 4En los Ultimos 12 meses, ha tenido relaciones sexuales con trabajadoras/res ? S| NO 25
26. ¢En los Ultimas 12 meses, ha recibido dinero o drogas por tener relaciones sexuales? S| NO 26
27. ¢En los ultimos 12 meses, ha mantenido relaciones sexuales bajo el efecto de alcohol, u otra droga o estupefaciente (inyectable o no)? S| NO 2
28. ;Ha tenido usted o su pareja alguna enfermedad/infeccion de transmisién sexual (Sifilis, Gonorrea u otra) detectada en los Ultimos 12 meses? S| NO 28
29. ;Dona usted sangre solo para que se le haga el analisis de VIH/SIDA, Sifilis, Hepatitis u otros exdmenes? Sl NO 29
30. ¢Usted o su pareja sexual han estado detenidos en un centro de reclusién/cércel en los Ultimos 12 meses? SI NO 30
31. z,Layé y comprenché todas las pv ? ¢Fueron cor todas sus dudas al respecto?
[Excllisivo, para mujeress s i e ; PSR A
32. ¢Usted tuvo parto, cesarea o aborto en los ummos 12 meses? Mes NO
33. ¢Esta usted embarazada o dando de lactar? NO a
34. Indique la fecha de su ultima menstruacion. Dia: Mes:

. DECLARACION Y CONSENTIMIENTO INFORMADO DEL DONANTE. Apreciado Donante, lea con atencién antes de firmar.

Yo, con CC;,
Por mi propio derecho y de manera libre, voluntaria e informada, declaro que la informacién confidencial proporcionada en éste yenla es y que, en caso

contrario asumo toda la responsabilidad. Que, he sido informado sobre el procedimiento de la donacién de sangre y/o componentes sanguineos, de las posibles reacciones adversas
que puedo sufrir durante o después de la extraccion de sangre propias de éstos procedimientos, y que todas mis dudas y preguntas me fueron aclaradas. Consiento para que mi sangre,
a titulo gratuito, sea utilizada exclusivamente para fines transfusionales y, que se realice en mi sangre las pruebas necesarias para identificar el VIH, Hepatitis B, Hepatitis C, Sifilis y
Chagas que pueden causar dafio en el receptor. Si alguna de las pruebas es reactiva, éste Servicio debe citarme para la toma de nuevas muestras para confirmar dichos resultados.
Los resultados reactivos confirmados se me informaran de manera personal y confidencial. Si este Servicio luego de 3 intentos por comunicarse conmigo a las direcciones y teléfonos
registrados por mi en éste documento o, si se contactaron y yo no me acerqué al mismo, se notificara los resultados a la autoridad de salud que corresponda.

Firmo en la ciudad de: Fecha: Firma o huella digital

Estimado/a donante, usted va a donar o ya don¢ sangre. Si sus respuestas no fueron verdaderas durante la entrevista o en el formulario porque slnuo temor, vergiienza, fue obligado o
presionado por alguna circunstancia, y piensa que su sangre no es segura para ser transfundida, todavia esta a tiempo para evitar 6n al pacit que la reciba.

Por ello, acudimos a su sensibilidad, valores y principios, para que nos responda con la verdad y de manera confidencial la siguiente pregunta:

CODIGO DE LA DONACION
¢Considera que su sangre es segura para trasfundirse a otra persona? NO [:, S D (Us0 exclusivo para e Servicio de Sangee) '}M

Deposite éste cupdn en el buzén antes de retirarse. Cualquier duda con nosotros i i ite.

Dofa
Vanyra
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6.1. VALORACION FISICA DEL DONANTE - Uso exclusivo del seleccionador -

[dentificaciomaaiaao LOT(MACCargconix]

i AI;g'énlca

| Autéloga

Primera vez Repetitivo (#) Ocasional

6.2. OBSERVACIONES / ACLARACIONES (cuestionario, entrevista, valoracién fisica y extraccion):

6.3. DECISION DE LA ENTREVISTA Y VALORACION FiSICA DEL DONANTE -Seleccionador-
{Marcar con XJ: Aceptado :’ Diferido temporal I:, Diferido permanente :]
Causa: Causa:
Tiemp
Seleccionador (nombre/apellido): Firma:

7. DATOS DE LA EXTRACCION DE SANGRE / COMPONENTES SANGUINEOS -Para uso exclusivo del Flebotomista-

(Marcar con Xy llenar los campos solicitados|

& 1{

8. REACCIONES ADVERSAS A LA DONACION DE SANGRE (RAD) -Flebotomista-
(Marcar con X y llenar los campos solicitados):
¢El Donante presenté RAD? NO D SI D
Describa los signos y sintomas de la RAD, e identifiquela (marque X): ¢Qué tratamiento se aplicé en el Donante con RAD?

Puncién Nerviosa
Flebitis

Hematoma LEl Donante se recuper6? SID NO D (Por qué? .

Sangrado post puncién

Puncién arterial Otros: ..

¢El Donante requirié ser referido? SI D NO D Lugar .

Sincope E Calambre

Néusea Convulsién
Vémito Hipotensién LEl Donante req control y post tr ? SI D NO D
Espasmo muscular Toxicidad por citrato*: ¢Por qué?
*En caso de aféresis
Fleb ista (i bre / apellido) Firma:
9. AUTORIZACION PARA EL LLENADO DEL FORMULARIO DE SELECCION DEL DONANTE PARA PERSONAS CON DISCAPAGIDAD Y ANA ABETOS
Yo, con CC: ’ como testigo del/la donante:
(2 apellidos) (2 nombres) , declaro que he

participado de la informacion que se le ha proporcionado sobre el procedimiento de la donacién de sangre, beneficios, riesgos, deberes y derechos de los
donantes; que le he leido las preguntas del cuestionario del formulario, y que con su autorizacion he registrado los datos personales solicitados y las respuestas
a cada pregunta.

Firma Testigo Firma o huella digital Donante

CC.:

Para donar su sangre, le invitamos a reflexionar sobre su estado de salud y sus habitos o practicas incluso en su vida sexual.
Tenga en cuenta que hay enfermedades infecciosas que se pueden transmitir a otra persona a través de la sangre.

Por su salud y por la de quien recibird su sangre
iAgradecemos su sinceridad! i
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Anexo 6 Encuesta especifica del estudio

ENCUESTA

Por favor lea cuidadosamente estas preguntas y sefiale su respuesta con una de las 2 opciones

SI/NO.

Cuestionario:

Sl

NO

8. Se considera mestizo?

0. Ha vivido los ultimos 5 afios en Quito?

10.  Tiene algun familiar directo (padres, tios, abuelos, hermanos) que
padescan de enfermedades autoinmunes?

11. Esta tomando medicamentos?

Cuales?

12. Cumple con aproximadamente 6 horas de suefio?

13. Usted fuma?

Cuantos cigarrilos al dia

14.

Ha ingerido alcohol las 48 horas previas a la toma de muestra?

15.

Realiza algun tipo de actividad fisica?

Cuantos horas al dia
Cuantos dias a la semana

16.

Toma agua regularmente ?

Cuantos vasos al dia?

17.  Sies mujer se encuentra embarazada?

18.  Sies mujer se encuentra en su periodo de menstruacion?

19.  Sies mujer sufre de sangrados fuertes durante el periodo
menstrual?

20.  Trabaja?

Lugar de trabajo
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Anexo 7 Hoja de calificacion del donante

HOJA DE RECOLECCION DE DATOS

Paciente#: Fecha de recoleccion: Codigo:
Apellido Paterno: Apellido Materno: Nombres:
Fecha de nacimiento: Sexo: [Edad:
Teléfonos: Direccion domicilio:
CRITERIOS DE SELECCION DEL PACIENTE
CUMPLE
Criterios de inclusion: Sl NO

21. Individuos mayores de 18 afios y menores de 64 afios.

22. Individuos que hayan vivido al menos los 5 ultimos afios en Quito.
23. Individuos que se consideren mestizos.

24. Individuos que hayan firmado el consentimiento informado.

Individuos que hayan respondido correctamente todas las preguntas del
cuestionario.

25.

Individuos y estudiantes que hayan sido aceptados como donantes de
sangre.

Criterios de exclusion:

26. Mujeres embarazadas y en periodo de lactancia.

27. Individuos que presenten enfermedades agudas, cronicas, autoimunes,
hereditarias o estados de salud que alteran los parametros de la biometria
hematica.

28. Individuos que al momento realicen quimioterapias.

29. Individuos cuyo trabajo impligue exposicién a contaminantes

30. Individuos de raza negra.

31. Mujeres que hayan presentado su periodo de menstrual en la semana
anterior o al momento de la toma de muestra y con sangrado abundante.

32. Individuos que consuman drogas de uso o abuso.

33. Individuos que ingieran anticonceptivos orales, antibioticos, vitaminas,
corticosteroides, esteroides anabdlicos o aspirina.

34. Fumadores.

35. Individuos con sobrepeso.

36. Pacientes que no hayan dormido al menos 6 horas antes de la toma de la

muestra sanguinea.
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Anexo 8 Control de calidad interno del equipo Sysmex XT-2000i

NIVEL BAJO

,'.y, Prepared for ¢-CHECK™
sysmex _ This is a Lot-o-Date report

Peer Group Size Insi ht™ This is not a final report
LK 8 Lot 030, Lokto-Date, Ry
BN 10 Analyzer: XT-20001  Seria#: 13834 Closed Mode Page 7

Raw Data Report

Llevel #  SampleDate&Tme RBC HGB HCT  MCV  MCH  NCHC PLT  ROWSD ROWLY WBC  NEUT% LYMPH% MONO% EO%  BASO% NEUT: LYMPHE MONOZ EO#

L1 0 0242016112706 230 57 176 765 248 324 64 449 165 309 427 343 139 91 608 132 106 4 28
L1 1 02262016085304 230 56 176 765 243 38 62 457 167 319 423 367 125 85 611 135 1471 40 2
L1 2 0226P01609:4459 234 56 177 756 29 316 64 455 168 326 408 368 135 89 B9 1B 10 #4 B
L3 Q2016092133 231 56 176 762 242 318 67 456 167 318 453 362 104 91 626 14 112 3B X
L1 4 Q22016105420 226 56 172 761 248 326 66 455 167 323 427 328 146 99 601 138 106 47 R
L1 § 3012016101802 232 56 3 A1 36 63 467 166 31 431 U7 135 87 617 14 108 L U
L1 6 0302201610435 231 &7 177 766 247 322 67 452 167 308 432 M7 130 91 617 133 100 40 B
L1 7 0300016094222 221 57 7. 251 39 65 454 167 308 422 360 130 88 614 130 141 40 A
L1 8 0042016093802 220 56 175 764 245 320 68 456 167 320 437 334 141 88 638 140 107 45 2B
L1 9 0306201610:4042 231 &7 7. AT R4 T 451 167 37 419 360 120 101 615 133 114 B %
L1 10 03072016100598 230 &7 176 765 248 324 66 458 168 326 437 361 117 95 634 14 114 3B 3
L1 11 0308201610006 231 &7 17 U7 R4 T3 455 168 309 417 366 139 78 605 129 113 43 A

12 03092016 100540 231 57 17 A7 R4 69 454 167 320 418 8 116 88 87 14 1A I B

BmmmMMiigiﬁﬁﬁgii S%ﬁ@iﬁ%ﬁﬁdﬁiﬁﬁdﬁlmiii
L1 A7 052016104459 230 56 177 770 243 316 64 459 165 305 452 328 131 89 607 138 100 40 2
L1 18 0362016102321 231 86 178 771 242 35 60 460 167 309 424 369 120 97 625 130 1M1 F N

4
NIVEL NORMAL

,'.Q Prepared for ¢-CHECK™

sysmex - Luitad Zura aboelos Thisis a Lotdo-Date repor
E:ee;érou;‘)I 8Srize Ins1ghl This is not a final report
B Analzer X200 Sere 36%  CosedNode Page 8
Raw Data Report

lewl# SampeDsedTme  RBC HGB HCT MOV NOH  MCHC PLT  ROWSD ROWCY WEC  NEUTS LYWPH MONOY EO%  BASOS NEUTE LYMPH MONO: EOZ
2 6 0022016101309 438 121 363 829 276 33
2 7 032016094309 441 120 363 823 272 31
2 8 WO42016093719 437 121 362 828 217 34
2 9 0016100958 440 121 362 823 215 34

20 489 150 718 43 N9 131 97 632 318 2% Y N0
AT 437 150 14 461 40 108 91 642 34 246 7 66
4 M5 151 T2 452 B9 12 97 @8 30 241 @ M
25 435 150 746 453 35 114 98 638 3B 20 H N
10 (3072016100545 438 121 363 829 26 33 256 40 161 730 46 388 19 97 632 3% 241 & N
11 (3082016102822 439 121 363 827 216 33 28 44 161 120 466 301 19 84 621 340 241 & 6
12 B09016100456 442 121 365 826 274 32 28 40 150 10 44 3B1 19 106 639 320 2% &
13 031100016104511) 44 121 310 B3 73 U gm 150 72 414 B0 112 B84 636 342 28 B

{ § 150 1% 45 R
}s QBIGI6102238 429 121 %5 ®1 26 B2 N0 M0 U9 1X M9 gg.
%

703!15/2016104415 28 121 %5 B3 06 B2 M9 &

9 0611737 435 120 361 80 26 32 A7 46 161 13 436
N (V182016092724 431 120 360 835 218 33 200 444 150 715 468

SBBSWSGBBS



NIVEL ALTO

'3’" Prepared for 0- CHECKTM

SYSmex Insicht™ _ This is a Lot-to-Date report
Peer Group Size ~ LH1S1 This is not a final renort
LNl § Lot 6030, Loto-Date, Sl notainaliepo
L3 N= 190 Analyzer: XT-2000i ~ Serial: 13834 Closed Mode Page 9
Raw Data Report

Level #  SampleDate&Time  RBC HGB HCT  MCV  MCH MCHC PLT  ROWSD ROWCV WBC ~ NEUTH LYNPH'% NONO% EO%  BASO% NEUTE LYMPHE MONGF EOR
4 35 120 91 626 329 255 89

2 44 041872016105605 440 122 368 836 277 332 226 439 149 740 444 ) 67
L3 0 0222016005920 518 158 468 903 305 338 489 434 140 1808 493 281 120 106 721 892 508 217 192
L3 1 0222016100352 515 158 465 903 307 340 488 431 141 1792 484 284 118 114 721 868 500 211 205
L3 2 2242016105845 521 160 472 906 307 339 492 434 40 1807 513 272 14 101 M5 927 491 206 183
L3 3 0224201612537 520 159 470 904 306 338 492 436 141 1796 498 289 104 109 M3 885 519 186 19
L3 4 02252016085136 519 159 468 902 306 340 493 433 140 1819 502 293 101 104 730 914 533 184 190
L3 5 0226016091331 520 159 467 898 306 340 492 435 141 1801 513 275 M3 99 724 924 495 204 178
L3 6 0221016092005 517 158 466 901 306 339 504 432 141 1784 487 275 124 114 N7 869 490 22 204
L3 7 0227016105251 52 159 471 902 305 338 602 41 141 1774 507 274 16 103 M4 900 486 205 183
L3 8 030172016101634 520 160 470 904 308 340 5§16 41 142 1850 484 200 1M1 115 78 896 536 205 212
L3 9 0302201610:1224 518 159 468 903 307 340 500 433 141 1804 497 283 119 101 713 897 510 215 182
L3 10 0302016004354 520 159 469 902 306 339 498 434 141 1801 498 293 109 100 722 897 527 197 18
L3 11 0042016093634 517 159 468 905 308 340 502 443 142 1858 507 282 109 102 706 942 54 202 190
L3 12 0306201610.0913 514 159 464 903 309 343 510 432 141 1864 502 205 109 94 74 936 550 203 176
L3 13 03077201610:0430 517 160 468 905 309 342 6§11 434 142 1780 508 2861 110 101 73 904 500 19 179
L3 14 0308016102738 514 159 465 905 309 342 505 432 142 1812 490 209 114 97 706 888 541 206 176
L3 15 0309201610:0412 518 160 469 905 309 341 510 439 141 1767 501 202 105 102 706 895 52 187 182
L3 16 0310201610445 520 159 472 908 306 337 492 441 141 1769 486 286 114 114 727 860 506 201 202
Lo L LLLLLELELITEREELLL
L3 20 0315016104330 520 159 474 912 306 335 49 437 140 1801 521 278 107 94 76 930 500 192 170
L3 21 0316201610153 517 158 471 911 306 335 504 443 141 1811 505 287 109 99 M6 915 520 198 179
L3 22 0317201611653 512 158 466 910 309 339 498 443 142 1799 506 288 105 101 718 910 518 189 181
L3 23 03182016092640 518 159 472 911 307 337 494 41 141 1861 504 207 98 101 M6 938 55 183 188
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Anexo 9 Control de calidad externo del equipo Sysmex XT-2000i

Cureat Current 15t Frevioas Exent 2od Previons Exent (mmalafive
Score Performance Performance Performance Performance
Speciatty: Hematology
Hematology oR% Satistactory Unsatisfactory Unsaticfaciory Unsuccessul
Analyte Seores
CellIgentieation or WEC Differential 6% Satsfactory Unsatisfactory Safisfactory Suecasshd [
Erythrmcyte Count 100% Satsfactary Sdiclactary Safsfactory Stpecassiul
Hematocrit 100% Satisfactory Saticfactary Safisfactory Suecessiul
Hemoglebin 100% Satsfactory Saicfactary Safisfactory Suecassiul
Leukoeyte Count 100% Satsfactory Saticfactary Safsfactory Suecessiul
Platelet Count 100% Satsfactory Saticfactary Safsfactory Suecessiul

Nota: El trabajo experimental se realizd en diciembre 2016, corresponde a la segunda performance evaluada por MLE,
el resultado es satisfactorio, sin embargo para que la performance acumulada sea satisfactoria, se debe contar con las
3 perfomances realizadas en el afio, es la razén para que aparezca unsatisfactory e unsuccessful en el dato general.
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Anexo 10 Verificacion de desempefio de biometria hematica

Medical R s A
Laboratory ) /"—E@ (&‘
Evaluation P

2016 Certificado de Desempeno Satisfactorio

Este certificado reconoce que durante el periodo de evaluacion para el ano 2016, ¢l desempeno de

es aceptable

Categorias de pruebas de aptitud gue se consideran aceptables

Hematwologia Recuwento de glabulos lancos, Recuento de globulos
Coagulacion INR

ropos, Hemoglolbwna, Hematocrniwo, Recuemo de plaguctas

Andlisis de orina - Gravedad sspecifica, Proacinag, Glucosa, Cetonas, Bilirrubina, Urobilindgono, Sangre/Hlemoglobn |
Noivrno, Macroalbuamin ldentrfhicacyiom de sedimentos
Microbiologia - Cultive de sangre, Cultiva de higuido cefalorraguiden, ¢

wiovo de henda, Cultivo de orma, Cultivo gemital, 1 inoon de gr
Morfologia de nunoadm Je

gram, Procba de susceptibilidad antimicrobsana
Parasitologia -~ Suspensidn fecal

Quimica sanguinea Bilirrulbana directs, Caloo, Creatinina, Glucosa, Hierro, Acdo lictico, Magnesio, Fasforo, Proteina total, Aado danco

Cloraro, Potasio, Sodo, ALT/7SGPT, Fostatasa alcalina, AST/SGOT, Creauna cinasa, GGT, Anslasa, LD ] ipasa, AFP, Corusol
dotiraonina, 13 libye, Tiroxina lilwe, TSH, Colesterol total, Colesteraol LDL., Colesteral HDL., | nghoéndos, Estradiol, Fermiuna, FSHL LI,
terona, Prolactn | estosterona, Vitamn B12.1

' Pipeve NxﬁU\ an--’\- B

Firmma dol Deres ereoe de ML Niun S, Dasnlde, M, MS, MACH

Fresidente, ACHP

90



Frecuencia

Anexo 11

GRAFICOS DE NORMALIDAD PARA BASOFILOS

*1,00: Sexo masculino
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Anexo 12 Diferencias por sexo de los distintos parametros analizados en la biometria hematica en tres estudios internacionales

CONTAJES
CELULARES

Glébulos blancos

Gldbulos rojos

Plaquetas
Hematocrito
Hemoglobina

VCM
HB corpuscular

Concentracién Hb

Amplitud hematies

FORMULA LEUCOCITARIA

Segmentados
Basofilos
Eosindfilos
Monocitos

Linfocitos

PARAGUAY

(Echagle, G. y col., 2003)

No hay diferencias

Diferencias significativas

No hay diferencias
Diferencias significativas
Diferencias significativas

No hay diferencias
No hay diferencias

Diferencias significativas

Diferencias significativas

NO HAY DIFERENCIAS

SIGNIFICATIVAS

LIMA
(Gomez, J., Bustinza, E. & Huarachi, A., 2001)

Diferencias significativas

Diferencias altamente significativas

Diferencias altamente significativas
Diferencias altamente significativas

Diferencias altamente significativas

NO HAY DIFERENCIAS
SIGNIFICATIVAS

MALASYA
(Roshan, T. y col., 2013)

Diferencias
Significativas
Diferencias
Significativas
Diferencias altamente

Diferencias altamente
Diferencias altamente

No existe diferencia
Diferencias
Significativas

No existe diferencia

NO HAY
DIFERENCIAS
SIGNIFICATIVAS

MEXICO
(Diaz, P. y col, 2012)

EXISTEN
DIFERENCIAS
SIGNIFICATIVAS
ENTRE SEXOS
PARA ESTOS
PARAMETROS.

EXISTEN
DIFERENCIAS
SIGNIFICATIVAS

NO EXISTEN
DIFERENCIAS
SIGNIFICATIVAS




Anexo 13 Valores de referencia hematol6gicos reportados por literatura internacional

BASCOMPTE LEVIN WINTROBE
Contajes Celulares Hombres Mujeres Hombres Mujeres Hombres Mujeres
Gldbulos blancos
(10°3/L) 45-115 3.7-9.7 3.9-11.7 3.8-10.6 3.6-11.0
Globulos rojos (1076/pL) 55+1,0 4.54-5.78 4.54-5.78 3.85-5.16 4.4-5.9 3.8-5.2
Plaquetas (10"3/uL) 150-450 179-373 172-440 150-440
Hematocrito (%) 43.0-53.0 38.9-50.9 38.9-50.9 34.8-45.0 40-52 35-47
Hemoglobina (g/dL) 16.0+2.0 14.0+2.0 13.3-17.2 12.0-15.0 13-18 12-16
VCM (fl) 90+7 81.2-94.0 78.5-96.4 80-100
HB corpuscular (pg) 292 27.1-32.5 26.4-33.2 26-34
Concentracion Hb (g/dL) 340+ 2 32.5-36.7 31.8-35.9 32-36
Amplitud hematies (fL) 13+2 12+2 11.5-14.1 11.3-14.7
Vol plaquetario (fl) 6.1-8.9 6.3-9.1
Formula leucocitaria
Segmentados (%) 55-70 42.9-78.4 39.6-74.7
Basofilos (%) 0,2-1,2 0.3-1.3 0.2-1.0
Eosindfilos (%) 1,0-4,0 0.3-6.2 0.5-7.2
Monacitos (%) 2-8,0 3.3-9.2 2.7-6.6

Linfocitos (%) 17-45 24.1-45.8 21.1-52.8




