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RESUMEN

Estudio piloto para establecer la utilidad del tripolifosfato de sodio (TPF) como
anticoagulante de eleccion en la realizacion de pruebas hematoldgicas en un laboratorio

de la ciudad de Quito, septiembre a noviembre del 2016.

El objetivo de este estudio fue establecer la utilidad del tripolifosfato de sodio (TPF) como
anticoagulante en determinaciones hematolégicas en seres humanos. Se analizaron
muestras de sangre venosa, procedentes de 272 participantes entre donantes de sangre,
pacientes diagnosticados con diabetes mellitus tipo 2 y pacientes provenientes del
servicio de hematologia del Hospital “Carlos Andrade Marin” (HCAM). Dichas muestras
fueron anticoaguladas con TPF al 5% p/v, sales tripotasicas de EDTA vy citrato de sodio al
3.2%. Las muestras anticoaguladas con EDTA fueron utilizadas como controles para el
contaje de eritrocitos, contaje de leucocitos, hemoglobina y hematocrito, mientras que,
las muestras anticoaguladas con citrato de sodio fueron utilizadas como controles para el
contaje de plaquetas. Al comparar los valores obtenidos en todas las pruebas realizadas
se encontr6 que la sangre anticoagulada con TPF ofrecié resultados similares a las
tratadas con EDTA en 4 de los 5 pardmetros estudiados, sin embargo se encontraron
diferencias significativas en el contaje de plaquetas entre los 3 anticoagulantes en
comparacion, el TPF arrojé la media méas baja (243 x 10%’mm?®) en comparacién con el
EDTA (266 x 10°/mm?®) y el citrato de sodio (290 x 10°/mm?®), lo que limita el uso del TPF
como anticoagulante en el area de Hematologia. No obstante, a nivel morfolodgico no se
evidenciaron diferencias o alteraciones relevantes. Se concluye que, en efecto, el TPF
tiene propiedades anticoagulantes importantes y puede ser empleado en la
determinacion manual de parametros como RBC, WBC, Hemoglobina y Hematocrito, asi
también la valoracion microscépica de la morfologia celular; sin embargo de acuerdo a
los resultados obtenidos en este estudio, no se recomienda el uso de TPF para la
determinacion del nimero de plaquetas, por lo que se sugiere la realizacién de nuevos
estudios para confirmar este resultado. Por lo tanto la utilidad del TPF radica en
laboratorios de primer nivel, siempre que las muestras se mantengan a temperatura

ambiente y el tiempo de procesamiento sea menor a 4 horas.

Palabras clave: anticoagulante, tripolifosfato de sodio, determinaciones hematolégicas,

morfologia sanguinea.
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ABSTRACT

A pilot study to establish the usefulness of sodium tripolyphosphate (TPF) as an
anticoagulant of choice in the performance of hematological tests in a laboratory in Quito,

September to November, 2016.

The aim of this study was to establish the usefulness of sodium tripolyphosphate (TPF) as
an anticoagulant in hematological determinations in humans. Venous blood samples from
272 participants among blood donors, patients diagnosed with type 2 diabetes mellitus
and patients from the hematology department of the Carlos Andrade Marin Hospital
(HCAM) were analyzed. These samples were anticoagulated with 5% w/v TPF,
tripotassium salts of EDTA and 3.2% sodium citrate. EDTA anticoagulated samples were
used as controls for erythrocyte counts, leukocyte counts, hemoglobin and hematocrit,
while anticoagulated samples with sodium citrate were used as controls for platelet
counts. When comparing the values obtained in all tests performed, there was found that
TPF anticoagulated blood presented results similar to those treated with EDTA in 4 of the
5 parameters studied. However, significant differences were found in the platelet count
among the 3 anticoagulants in comparison, TPF showed the lowest mean (243 x 109 /
mm3) compared to EDTA (266 x 109 / mm3) and sodium citrate (290 x 109 / mm3), which
limits the use of TPF as anticoagulant In the area of Hematology. However, at the
morphological level no relevant differences or alterations were found. It is concluded that,
in fact, TPF has important anticoagulant properties and it can be used in the manual
determination of parameters such as RBC, WBC, Hemoglobin and Hematocrit, as well as
the microscopic evaluation of cellular morphology. However, according to the results
obtained in this study, the use of TPF is not recommended for the determination of the
number of platelets, so it is suggested to carry out new studies to confirm this result.
Therefore, the usefulness of the TPF lies in first level laboratories, provided that the

samples are kept at room temperature and the processing time is less than 4 hours.

Key words: anticoagulant, sodium tripolyphosphate, hematological determinations, blood

morphology.
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INTRODUCCION

La biometria hematica sin lugar a dudas constituye uno de los perfiles de exdmenes de
laboratorio mas solicitados por los médicos, esto debido a que aporta gran cantidad de
informacién sobre el estado de salud del paciente, puede orientar al diagnéstico de
diversas patologias hematoldgicas, asi como contribuir en el control de tratamientos

previamente instaurados. (Campuzano-Maya, 2013).

En la actualidad en el &rea de hematologia existen diferentes tipos de anticoagulantes,
dentro de los mas usados estan el 4cido etilendiaminotetracético (EDTA), empleado para
realizar biometria hemética y el citrato de sodio para el estudio de tiempos de
coagulacion (Estudillo, 2014) (Bowen y Remaley, 2014). Sin embargo, es bien conocido
que tanto el EDTA dipotéasico (K,) como tripotasico (Kz) que constituyen las formas mas
usadas de este anticoagulante, generan alteraciones tanto en morfologia como en los
contajes celulares, es asi que un resultado errado obtenido en un examen tan importante,
ademas de no generar ninguna utilidad clinica, conlleva a la realizacion de estudios
diagnosticos y otros procedimientos mas profundos de forma innecesaria. (Neunert et al,
2011)

En el caso particular de los recuentos plaquetarios, se conoce que el EDTA puede
causar, entre otras alteraciones, pseudotrombocitopenia EDTA-dependiente por lo que
una falsa trombocitopenia puede ocasionar la realizaciébn de procedimientos como
esplenectomia, instauracion de tratamientos con inmunoglobulina intravenosa,
transfusién de diversos hemocomponentes, biopsia de médula 6sea e incluso ha
conllevado a la postergacion de intervenciones quirtrgicas. Sin embargo, también puede
causar alteraciones cualitativas y cuantitativas en eritrocitos y leucocitos.

(Senthilkumaran, Menezes, Jena, y Thirumalaikolundusubramanian, 2013) (Patel, 2009)

Por estas razones, durante los Ultimos afios se han realizado varios estudios cuya
finalidad fue encontrar un nuevo anticoagulante que permita reemplazar al EDTA. Es asi
gue en este estudio se planteé al tripolifosfato de sodio como opcion alternativa, el mismo
gue podria sustituir también al citrato de sodio, permitiendo realizar con una misma
muestra biometrias heméticas, asi como tiempos de coagulaciobn para valorar la
hemostasia de un individuo, lo que permitiria reducir de forma considerable el volumen

de sangre extraida por paciente. (Rangel Matos et al, 2009).



La finalidad de realizar este estudio, fue probar si el TPF puede reemplazar al EDTA
como anticoagulante de eleccion en el area de hematologia. Se analizaron muestras
conservadas a temperatura ambiente en dos tiempos diferentes, valorando contajes
celulares y morfologia celular. Se obtuvo que las medias obtenidas en muestras tratadas
con EDTA y TPF son similares para RBC, WBC, HB y HCT, siempre que las muestras
hayan sido procesadas dentro de la primera hora después de haber sido recolectadas.
Los contajes plaquetarios presentaron diferencias estadisticamente significativas, las
medias con TPF fueron mas bajas que las medias obtenidas con EDTA y citrato de sodio.
Con respecto al procesamiento de las muestras en dos tiempos diferentes, se determiné
que los valores obtenidos para todos los pardmetros en estudio fueron mas bajos al
procesar las muestras en un tiempo posterior a las 4 horas de haber sido recolectadas,
tanto con EDTA como con TPF. Con relacién a la morfologia celular, se comprobé que el
TPF se compara con el EDTA, ya que no se evidenciaron cambios en la tincién ni en la
morfologia celular a nivel de coloraciébn y estructuras celulares. No obstante, se
presentaron alteraciones morfolégicas como equinocitos y macrocitos en RBC,
vacuolizacion del citoplasma, multilobulacion y linfocitos atipicos en células leucocitarias
y en plaguetas se observaron agregados plaquetarios, macroplaquetas e
hipogranularidad en frotis de muestras con EDTAy TPF.



CAPITULO |

1.1 Planteamiento del problema

Los problemas que genera el EDTA, tanto dipotasico (K,) como tripotasico (Ks), a nivel
morfolégico, principalmente, han sido ampliamente estudiados. Es asi, que la norma
H26-A2 en su segunda edicion publicada por el CLSI en el 2010, explica que las células
sanguineas son susceptibles a algunos efectos de los anticoagulantes, como la
agregacion  plaquetaria dependiente de EDTA, Ilo que puede generar
pseudotrombocitopenia en  equipos automatizados con una  consecuente
pseudoleucocitosis. De la misma forma se ve afectado el contaje de glébulos blancos,
pudiendo darse casos de pseudoleucopenia, el volumen corpuscular medio de los
eritrocitos puede aumentar, generando pseudomacrocitosis. (Rabonovitch et al, 2010).

También se ha demostrado que, el pardmetro mas susceptible de variacién al usar
sangre con EDTA es el contaje de plaquetas. (Shrestha y Karki, 2014). Como ya se
menciond antes, una falsa disminucion del niamero de plaquetas, puede implicar la
realizacion de estudios invasivos e innecesarios, ocasionando gastos adicionales y
malestar en los pacientes. Cabe recalcar que la pseudotrombocitopenia dependiente de
EDTA no se ha relacionado de forma significativa con ninguna patologia en particular,
pero se ha reportado en pacientes con dafio hepatico, trastornos autoinmunes,
enfermedad cardiaca, neoplasias, entre otras. (Carrillo-Esper y Contreras-Dominguez,
2004).

Todas estas alteraciones a nivel cualitativo como cuantitativo son apreciables al realizar
la valoracion microscopica del frotis de sangre periférica, lo que puede ocasionar
confusiébn en el analista debido a que puede resultar complicado determinar si la
presencia de una o varias alteraciones se deba a una posible patologia propia del
paciente o a un fenébmeno in vitro ocasionado por el uso de EDTA como anticoagulante.
(Bahadir et al, 2012) (Xiao y Xu, 2015).

La biometria hematica es un perfil que evalla de forma cuantitativa y cualitativa las
células sanguineas, contribuyendo con el diagnéstico de diversas patologias y brindando
apoyo al seguimiento de tratamientos prescritos. Esto hace que, la biometria sea una de
las principales y mas demandadas pruebas de laboratorio, por lo tanto, es importante

garantizar resultados veraces y oportunos; los mismos que se logran al trabajar con un



anticoagulante 6ptimo, un equipo bien controlado y personal capacitado. (Diaz Piedra,
Olay Fuentes, Hernandez Gomez et al, 2012).

Actualmente en distintos laboratorios del pais se emplean tubos de extraccion de sangre
de 2 marcas principales: BD Vacutainer y Vacuette. La adquisicion de tubos de una u otra
marca se basa en factores como costos y/o disponibilidad inmediata de los productos.
Particularmente, en el area de hematologia y coagulacion se encuentran disponibles
tubos de BD vacutainer que contienen EDTA K2 mientras que, los tubos tapa lila de
Vacuette contienen EDTA K3. Asi mismo, en el &rea de coagulacion se manejan tubos de
las 2 marcas mencionadas previamente, donde la concentracién del citrato de sodio en
ambos casos es 3.2% y la variable entre éstos radica en el volumen de muestra a

recolectar.

Pregunta del problema: ¢Qué beneficios traera para la determinacion de biometrias
hematicas y la valoracion de morfologia celular en sangre periférica la introduccién de un

nuevo anticoagulante?



1.2 Justificacioén

Los resultados errados obtenidos en biometrias heméaticas ademas de no ofrecer ninguna
utilidad clinica, ocasionan la realizacion de estudios y procedimientos especificos y mas
profundos de forma innecesaria. En el caso especifico de las plaquetas, una falsa
trombocitopenia puede ocasionar la realizacién de procedimientos como esplenectomia,
instauracion de tratamientos con inmunoglobulina intravenosa (IG1V, del inglés inmune
globulin intravenous); pudiendo llegar a ejecutar procedimientos mas peligrosos e
invasivos como la transfusion de diversos hemocomponentes, biopsia de médula 6sea e
incluso se han llegado a postergar intervenciones quirargicas. (Neunert et al, 2011)
(Senthilkumaran, Menezes, Jena, y Thirumalaikolundusubramanian, 2013).

En el estudio realizado por Rangel, se obtuvieron resultados orientativos hacia una clara
alternativa que puede suplir al EDTA ya que ademas de ser Util para determinar
parametros cuantitativos también demostro tener la capacidad de conservar la morfologia
celular, misma que fue valorada mediante microscopia Optica a partir de frotis de sangre
periférica. La accion anticoagulante del TPF se basa en inhibir la agregacién plaquetaria
e intervenir en la cascada de la hemostasia ya que tiene la capacidad de quelar los iones
de calcio libres (Ca®"); es por ello que ha sido ampliamente utilizado para la obtencién de

plasma animal. (Maczy et al, 2007) (Rangel et al, 2009).

También hay constancia de otro estudio realizado en pacientes con leucemia mieloide
cronica (LMC) dbénde se analizaron parametros hematol6gicos en sangre tratada con
EDTA y TPF. Los resultados microscépicos no evidenciaron diferencias morfolGgicas
relevantes intrabservador ni interobservador en ninguna serie celular estudiada.
Adicionalmente, los parametros hematolégicos analizados en sangre tratada con TPF
fueron similares a los obtenidos con las muestras tratadas con EDTA. Con esto se
concluyé que el TPF tiene una eficacia similar a la que ofrece el EDTA, por lo que se
puede considerar al TPF como un anticoagulante alternativo a ser empleado en los
laboratorios clinicos para la realizacion de pruebas hematolégicas en pacientes con LMC.

(Rangel, Avendano, Guanipa, Ruiz, Quintero, Bricefio, Nava y Herrera, s.f.).

En los estudios realizados, se utilizaron equipos automatizados como el Cell Dyn 1700 y
Cell Master 750 Hematology Analizer. En ninguno de los casos se report6 algun tipo de
incompatibilidad de la muestra con el analizador, lo que representa una ventaja
importante tomando en cuenta que hoy en dia un gran porcentaje de laboratorios clinicos

trabajan con equipos automatizados. (Rangel et al, 2009) (Rangel, s.f.).



Por estas razones, es necesario realizar estudios que permitan encontrar un componente
capaz de reemplazar al clasico anticoagulante EDTA por otra opcion como el TPF, el cual
podria sustituir también al citrato de sodio, permitiendo realizar con una misma muestra
biometrias hematicas y ensayos para valorar hemostasia como tiempos de coagulacion,
lo que permitiria reducir de forma considerable el volumen de sangre extraida por

paciente. (Rangel Matos et al, 2009).

Con el afdn de encontrar un anticoagulante que cumpla con los requisitos para ser usado
en hematologia y que no produzca los efectos que se han demostrado ser causados por
el uso de EDTA, se plantea el estudio del TPF como anticoagulante alternativo a ser

empleado para realizar pruebas hematolégicas en seres humanos.



1.3 Objetivos

1.3.1 Objetivo General

o Establecer la utilidad del TPF al ser usado como anticoagulante para realizar
determinaciones hematoldgicas en pacientes diagnosticados con diabetes
mellitus tipo Il, pacientes con trastornos hematol6gicos y personas sanas aptas
para donar sangre, en un laboratorio de la ciudad de Quito en el periodo de
septiembre a noviembre del 2016.

1.3.2 Objetivos Especificos

e Obtener a partir de las muestras recolectadas, los valores de hemoglobina,
hematocrito, contaje de eritrocitos, contaje de leucocitos en sangre total
anticoagulada con EDTA Ksy TPF.

o Determinar los valores del contaje de plaquetas en muestras de sangre total

anticoaguladas con EDTA Kjs, citrato de sodio al 3,2% y TPF.

e Relacionar estadisticamente si existen diferencias significativas en los resultados
obtenidos a partir de las muestras recolectadas con EDTA Kj, citrato de sodio al
3,2% y TPF, en los 5 parametros estudiados.

e Evaluar diferencias morfolégicas en eritrocitos, leucocitos y plaquetas a partir de
los frotis de sangre periférica realizados de sangre con EDTA K; y TPF, tefiidos
con Wright.

1.4 Limitaciones del Estudio

Una de las principales limitaciones del estudio es la poca informacion acerca del
anticoagulante en estudio, pese a que existen estudios previos, éstos no proporcionan
informacion relevante para nuestro estudio. Asi como el hecho de no contar con
informacion actualizada que contribuya a la realizacion de este estudio. Otra limitacion es
la poblacion, debido a que la prevalencia de personas con trastornos hematoldgicos que
afecten a las 3 lineas celulares es muy baja, por lo tanto, se trabajar4 con pacientes

diagnosticados con cualquier trastorno hematolégico.



CAPITULO Il
MARCO TEORICO Y CONCEPTUAL

2.1 Antecedentes

El citrato de sodio al 3,2% y 3,8% asi como el EDTA K, y K; son anticoagulantes
esenciales para inhibir la coagulacién sanguinea, descubiertos en 1914 y 1941,
respectivamente. (Bain, 2012). Su accién radica en la capacidad de precipitar el calcio
formando cristales insolubles. EI EDTA es usado para determinar pardmetros
hematoldgicos y el citrato de sodio se emplea para realizar pruebas de coagulaciéon
sanguinea. (Estudillo, 2014).

Sin embargo, en el 2009 Patel publico que el EDTA causa dafios irreversibles a nivel
estructural, bioquimico y funcional tanto de plaquetas como de eritrocitos y leucocitos. La
alteracion dependiente de EDTA mas importante y clinicamente significativa, descrita
desde 1973, es la pseudotrombocitopenia por agregacién plaquetaria y en menor
proporcion por satelitismo plaguetario. (Fang, 2015). Estos fendmenos se han descrito en
pacientes sanos y con diversas patologias, sin embargo, no se ha demostrado que exista
una relacion significativa con ninguna patologia especifica; asi como tampoco se ha

encontrado relacion con el género o la edad de los pacientes. (Tomicic, 2015).

Debido a que la incidencia de estos fenbmenos es relativamente baja, el personal de
laboratorio clinico se encuentra poco familiarizado con estas alteraciones, por lo que
puede cometer errores en el reporte del resultado y el paciente puede ser sometido a
procesos injustificados y muchas veces riesgosos para su salud. Casos descritos
previamente mencionan transfusiones de concentrados plaguetarios, biopsia de médula
0sea, esplenectomia, postergacion de procedimientos quirdrgicos, asi como tratamientos
con inmunoglobulina intravenosa, corticoesteroides, trombopoyetina y factores de
crecimiento como formas de diagnosticar y tratar una disminucién de plaquetas. (Kim,
2012).

En el 2013, se publica el caso de un paciente preoperatorio con pseudotrombocitopenia
qgue no fue detectada y por ende la cirugia fue cancelada. Posteriormente, se repiti6 el
andlisis a partir de una muestra con citrato de sodio donde el valor de plaquetas era
normal. (Senthilkumaran, 2013). En otro caso reportado en el 2014, se menciona a una

mujer cuyo numero de plaquetas era de 49500/uL. Se logré evitar la transfusion de



concentrados plaquetarios gracias al oportuno diagnostico realizado a partir de la
visualizacién del frotis de sangre periférica. (Fang, 2015).

Otros estudios que hacen referencia a alteraciones de serie eritroide y leucocitaria
incluyen el caso reportado por Vagace en el 2013, quien investigo la pseudomacrocitosis
dependiente de EDTA en una nifia de 14 afios. Este es un fenémeno muy raro y aunque
el mecanismo exacto es desconocido, se atribuye a la presencia de autoanticuerpos de
tipo IgM capaces de inducir macrocitosis cuando la muestra tiene contacto con EDTA.
También en el 2013, se reporté el caso de un paciente de 50 afios, quien presento
presuntamente leucopenia, sin embargo, en la revisibn microscépica del frotis se
aparentaba un ndmero normal de leucocitos y se evidencié la presencia de agregados

neutrofilicos debido a la presencia del EDTA. (Nayak, 2013).

Con los fen6menos descritos previamente y su poca significancia clinica, el EDTA sigue
siendo considerado un anticoagulante éptimo para contajes celulares y el diferencial
leucocitario. No obstante, como ya se evidencio existe una gran cantidad de estudios que
indican que este compuesto estd muy lejos de lograr una preservacion adecuada de las

células sanguineas. (Olteanu, 2015).

Como se menciond anteriormente, una de las técnicas para confirmar cualquier resultado
andémalo es el estudio microscopico del frotis de sangre periférica ya que aun constituye
una piedra angular dentro del &rea de hematologia. Si bien es cierto que la
automatizacion del laboratorio clinico tiene importante relevancia en estos dias, el estudio
de un frotis de sangre periférica cumple un rol importante ya que nos permite realizar un
control de las muestras patolégicas que en muchas ocasiones resulta indispensable para

poder confirmar el resultado y que éste le sea util clinicamente al médico.

Tomando en cuenta la presencia de los fendmenos antes mencionados y con el fin de
gue se realicen los examenes hematoldgicos de manera 6ptima, es importante tomar en
cuenta y aplicar ciertas recomendaciones dadas por organismos internacionales. El
International Council for Standarization in Haematology (ICSH) establece que se debe
considerar como “fresca” y util a una muestra anticoagulada con EDTA, si ésta tiene
menos de 4 horas de haber sido recolectada, transcurrido este tiempo es posible
evidenciar cambios tanto cualitativos como cuantitativos en las células debido a factores

como la temperatura de conservacion de la muestra. (Rabonovitch, 2010)

Actualmente, muchos laboratorios, por su carga de trabajo, no realizan frotis sanguineos

inmediatamente después de haber recolectado la muestra sino hasta que el equipo
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automatizado arroja una alarma que necesita ser revisada. Hasta ese momento, es
probable que hayan pasado entre 4 y 6 horas y que esa muestra, ya no sea Optima para
realizar un nuevo estudio sanguineo ya que es probable que aparezcan alteraciones de

tipo cualitativo, principalmente. (Rabonovitch, 2010)

Se destacan los estudios realizados por Kumura en el 2000, en los cuales se prob¢ la
actividad anticoagulante de compuestos como la hirudina, DX-9065a y el argatroban
mediante la realizacion de biometrias hematicas, tiempos de coagulacion y quimica
sanguinea. Los resultados obtenidos no fueron los esperados, ya que se encontraron

diferencias significativas en algunos de los pardmetros estudiados. (Kumura, 2000)

En un estudio publicado sobre el TPF, como anticoagulante, en el afio 2009, se
realizaron biometrias hematicas y tiempos de coagulacién utilizando como controles
muestras con EDTA vy citrato de sodio. Los resultados indicaron que no existen
diferencias en los pardmetros evaluados; excepto en el valor de plaquetas que fue
evidentemente superior en las muestras tratadas con TPF. También se valor6 morfologia
celular, la misma que no arrojé diferencias entre un frotis y otro, lo que sugiere que el
anticoagulante en estudio conserva, al igual que el EDTA, la morfologia celular. (Rangel,
2009).

Por lo tanto, se concluyd que es posible utilizar el TPF para realizar biometrias y tiempos
de coagulacioén, lo que implicaria una disminucion en la cantidad de sangre extraida al
paciente, asi como reducir el uso de insumos en los laboratorios. (Rangel, 2009). Sin
embargo, este estudio deja interrogantes sobre la recoleccion y procesamiento de
muestras, concordancia en la valoracion del frotis sanguineo, asi como tampoco se
puede concluir que la estimacién de plaquetas con TPF fue la correcta, ya que no se
menciona comparacién con muestras tratadas con citrato de sodio, que son consideradas

como muestras gold estandar para cuantificar plaquetas.

Consideramos relevante aportar nuevos datos sobre el uso de anticoagulantes
alternativos en el area de hematologia dado que, desde el 2009 hasta la fecha, no se han
publicado estudios sobre los anticoagulantes previamente analizados y tampoco se han

estudiado nuevos compuestos con dicho fin.
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2.2 Marco Teérico

2.2.1 Anticoagulantes
Anticoagulantes usados en hematologia

En hematologia existen diferentes tipos de anticoagulantes, mismos que se emplean
dependiendo de la investigacion que se esté llevando a cabo o de la prueba que se
desee realizar. Dentro de los anticoagulantes mas usados en el area de hematologia
estan el EDTA y el citrato de sodio. (Estudillo, 2014)

Acido Etilendiaminotetraacético (EDTA)

El EDTA por medio de la quelacion de los iones de calcio ejerce un efecto
anticoagulante, debido a que impide que éstos se ionicen. El ICSH recomienda este
anticoagulante para el recuento de células sanguineas, andlisis diferencial de globulos
blancos y de la morfologia de células sanguineas. (Rabonovitch et al, 2010).

Asimismo, el ICSH exhorta al uso de la sal dipotasica de EDTA como anticoagulante ya
que, la sal tripotasica al ser dispensada en forma liquida causa una ligera hemodilucién
en la muestra; también se ha demostrado que afecta el tamafio de los eritrocitos. Es asi
que el EDTA causa cambios morfolégicos en las células sanguineas, ya sea por
encontrarse en altas concentraciones o por la relacién entre este anticoagulante con la

temperatura de almacenamiento de la muestra y el tiempo. (Patel, 2009).

Entre las alteraciones que causa este anticoagulante se incluye pseudotrombocitopenia,
pseudoleucocitosis, pseudoneutropenia, pseudomacrocitosis y otras alteraciones

cualitativas de las 3 lineas celulares. (Antwi, 2013)
Citrato de sodio

Actualmente, al citrato de sodio se le considera el anticoagulante de eleccién para
realizar pruebas de hemostasia y eritrosedimentacion. Se emplea este anticoagulante
para realizar la valoracion de plaquetas, debido a que mejora su secrecion e impide la
formacion de microagregados plaquetarios, sin embargo, presenta poca eficacia para
preservar células sanguineas ademas de causar dilucion de la muestra, razones por las
que no puede ser empleado para realizar biometrias hematicas. Es por todo lo antes

mencionado que se considera a este anticoagulante como el estandar de oro para
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realizar la confirmaciébn de los valores de plaquetas disminuidos (casos de
pseudotrombocitopenia). (Bain, Lewis, y Dacie, 2012) (Turgeon, 2012)

Tripolifosfato de sodio (TPF)

EL TPF es una sustancia inodora, de color blanco, tiene un pH alcalino, no es volatil y
posee gran solubilidad en agua pese a tener un alto peso molecular (367.87 g/mol). Es
considerado un compuesto no téxico, no inflamable, ni irritante ademés no genera dafios
ambientales ya que, en contacto con suelos o aguas, el TPF puede ser absorbido por las

plantas y emplearlo como un nutriente esencial. (Palmeira de Oliveira et al., 2011)

Se considera una sustancia no toxica, empleada previamente como conservante
alimenticio, también se han fabricado detergentes industriales por su poder de secuestrar
y dispersar la suciedad, ablandadores de agua y en los Ultimos afios se ha descubierto
que este compuesto es un potente anticoagulante, por lo que ha sido utilizado en la

obtencion de plasma animal. (Mayer, Bertoluzzo, y Bertoluzzo, 2012)

Su poder anticoagulante proviene de su capacidad de unirse a los iones de calcio e
impedir que éstos intervengan en el proceso de coagulacion sanguinea. En los Ultimos
afios se han investigado las propiedades anticoagulantes de esta sustancia y se
considera que puede usarse como una alternativa a los anticoagulantes que se emplean

en el area de hematologia (EDTA vy citrato de sodio). (Rangel, 2009) (Maczy et al, 2007)

Rangel concluyé en sus dos estudios que este anticoagulante puede ser empleado para
realizar biometrias hematicas y tiempos de coagulacién, sin encontrar diferencias de
ningun tipo en los analisis cualitativos y cuantitativos de las muestras analizadas con
EDTA, TPF y Citrato de Sodio. Esto sumado a su bajo perfil toxico y menor costo con
respecto a otros anticoagulantes, esta sustancia se podria recomendar como un
anticoagulante alternativo, para ser utilizado en andlisis de pardmetros hematolégicos en

el laboratorio clinico. (Rangel, 2009)
2.2.2 Alteraciones dependientes de EDTA
2.2.2.1 Alteraciones plaquetarias

Pseudotrombocitopenia por agregacion plaquetaria (EDTA-PTCP)
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Este es un fendémeno in vitro observado en los laboratorios con una incidencia de entre
0.09 y 0.21%. Esta alteracion puede presentarse tanto en pacientes hospitalizados como
en pacientes de consulta externa. (Marco-Schulkea, et al., 2012).

El mecanismo implicado segun varios autores, se debe a la presencia de autoanticuerpos
presentes en el plasma dirigidos contra la glucoproteina llb. EI complejo glucoproteico
lIb/llla se encuentra en la membrana de la plagueta y necesita la presencia de calcio
para mantener su estructura funcional. EI EDTA al quelar el calcio produce la disociacion
del complejo, dejando asi expuestos los epitopes de la glucoproteina llb, los cuales se
unirdn con sus respectivos autoanticuerpos, produciendo asi la aglutinacién plaquetaria.

(Oza, Ingole, y Gangane, 2014) (Fang, Chien, Yang, Lu, y Lin, 2015).

Para confirmar que un paciente tiene pseudotrombocitopenia dependiente de EDTA es
importante valorar el nimero de plaguetas a partir de una muestra anticoagulada con
citrato de sodio y mediante la revision microscépica del frotis, se puede apreciar la
presencia de agregados plaquetarios. Una situacion que suele acompafiar a este cuadro
es la pseudoleucocitosis, al existir un mimetismo en el volumen celular que el equipo
generalmente contabiliza como linfocitos. (Bahadir, Erduran, Dilber, y Ucuncu, 2012)
(Xiao, Yu, y Xu, 2015).

Pseudotrombocitopenia por satelitismo plaquetario

Es una alteracion poco frecuente, descrita por primera vez en 1964 por Field y Macleod,
se caracteriza por la distribucion que toman las plaquetas alrededor de los leucocitos,
esto se puede apreciar en frotis de sangre periférica anticoagulada con EDTA, que al
parecer, es el inductor de este fendmeno. (Milevoj Kopcinovic y Pavic, 2012). Su
presencia no se asocia con ningun proceso patoldgico, pero ha sido encontrado de forma
incidental en mujeres embarazadas o0 pacientes que cursen procesos autoinmunes,
tromboembolismo, etc.; tampoco se ha demostrado una asociacién con la edad del

paciente. (Kishore, Nayak, y Manohar, 2014).

El mecanismo implicado no ha sido entendido por completo, pero evidencia previa
sugiere la presencia de autoanticuerpos dirigidos contra el receptor Fc del neutrdfilo y
contra el complejo glucoproteico llb/llla que se localiza en la membrana plaquetaria
(Sudha y Koshy, 2013). Kishore en el 2014 menciona otra posible teoria que fue
postulada por Vondem Borne en 1986 y hace referencia a la presencia de antigenos

ocultos en el complejo glucoproteico llb/llla, mecanismo que aparentemente es el mismo
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que ocasiona la pseudotrombocitopenia por agregacion plaquetaria, descrito

previamente.

Un mecanismo no inmunoldgico descrito por Chakrabarti (2014), involucra a los granulos
alfa de las plaguetas, mismos que se expresan de forma inmediata ante un estimulo
activador, que puede ser la presencia de EDTA, favoreciendo asi la adhesion de las
plaquetas a los neutrofilos. (Kishore, Nayak, y Manohar, 2014).

2.2.2.2 FEritrocitos: cambios cuantitativos y cualitativos

Uno de los fendmenos que causa el EDTA sobre la linea eritroide, es la
pseudomacrocitosis, que se produce por la presencia de una aglutinina fria dependiente
de EDTA, misma que tiene la capacidad de unirse a los antigenos ocultos que se
encuentran en la membrana del eritrocito ocasionando que los mismos aglutinen, esto
genera que el equipo automatizado reconozca varios eritrocitos como una sola célula,
disminuyendo asi el contaje de glébulos rojos con un consecuente aumento del VCM, su
presencia puede evidenciarse mediante la correcta interpretacion del histograma.
(Vagace et al, 2013)

Como consecuencia del uso de EDTA, las células rojas llegan a encogerse debido a la
hipertonicidad del plasma, esto pueden crear artefactos que no permiten realizar una
correcta interpretacion de la morfologia de los eritrocitos, ademas afecta a la membrana
de las células, por lo cual se puede evidenciar en el frotis sanguineo esferocitos y

equinocitos. (Patel, 2009)
2.2.2.3 Alteraciones leucocitarias
Alteraciones cualitativas

Patel hace referencia en el 2009 a la presencia de vacuolizacién en los monocitos y
neutréfilos después de una hora de recolectada la muestra; esta alteraciobn es mas

notoria conforme el tiempo de almacenamiento se prolonga. (Patel, 2009).

Un estudio realizado en el 2014 donde se estableci6é que alteraciones como la
fragmentacion citoplasmética y la degranulacién celular se generan de forma mas
temprana independientemente de la temperatura de almacenamiento. También se
reportaron otras alteraciones como agregaciones de cromatina, vacuolizacion

citoplasmética o linfocitos atipicos; todos estos cambios fueron mas evidentes conforme
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el periodo de almacenamiento aumentaba, sin importar la temperatura de

almacenamiento. (Vives-Corrons et al, 2014)

Alteraciones cuantitativas: Pseudoleucopenia

El valor de leucocitos puede verse erroneamente disminuido por agregacion leucocitaria,
en la mayoria de casos involucra a neutrdfilos, aunque también puede haber agregacion
de linfocitos, monocitos e incluso granulocitos inmaduros. La explicacion del porque el
analizador hematolégico puede arrojar un valor disminuido de leucocitos se basa en el
tamafio de los agregados ya que, si el nimero de células agregadas supera el limite de
deteccién del equipo, éste no contabilizard ninguna célula. Si el agregado es pequefio y
no supera el limite de deteccién del analizador, se contabilizara como una sola célula.
(Gupta, Nayak, Manohar, y Belurkar, 2014).

La mayoria de este tipo de casos se da en pacientes con neoplasias, infecciones o
trastornos hepaticos, no obstante, se han descrito casos en personas sanas y se cree
que el mecanismo involucrado, al igual que en la aglutinacién eritrocitaria, es por
autoanticuerpos dependientes de EDTA. Sin embargo, también se ha presentado en
muestras tratadas con citrato de sodio y heparina. (Kottke-Marchant y Davis, 2012)
(Nayak, Patil, y Dhakal, 2013).

2.2.3 Biometria hematica: utilidad clinica

El analisis automatizado de células sanguineas es considerado la piedra angular del
laboratorio moderno de hematologia, lo que permite un rapido, rentable y preciso andlisis

de las células constituyentes de la sangre. (Kaushansky, y otros, 2016).

Constituye uno de los examenes mas solicitados en el laboratorio por la gran informacion
que aporta al médico sobre la homeostasis de un individuo. Si el estudio se interpreta
adecuadamente puede orientar al diagndstico de patologias como anemias, leucemias,
policitemias, etc.; ademas de ayudar en el control de tratamientos previamente

instaurados. (Torrens, 2015)
2.2.3.1 Parametros de evaluacion de la biometria hematica

Serie eritroide
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La serie roja compone la determinacién de los indices eritrocitarios primarios y

secundarios:

indices primarios: Estos se determinan a partir de una muestra de sangre total e incluyen
pardmetros como hemoglobina, hematocrito y el contaje total de globulos rojos. (Aranda
Torrelio, 2011)

indices secundarios: Dentro de éstos se encuentran el volumen corpuscular medio
(VCM), hemoglobina corpuscular media (HCM) y la concentracion media de hemoglobina
corpuscular (CMHC), los mismos que se calculan a partir de los indices primarios.
(Aranda Torrelio, 2011)

Serie leucocitaria

Con relacién a la serie blanca, se realizan dos determinaciones principales: el contaje
total de leucocitos y el contaje diferencial, mismo que es separado en sus cinco grupos
principales basdfilos, eosindfilos, linfocitos, monocitos y neutréfilos; este contaje

diferencial es expresado de forma relativa y absoluta. (Aranda Torrelio, 2011).
Serie plaquetaria

Los parametros que se analizan con respecto a las plaquetas son el contaje, volumen
plaquetario medio (VPM), la amplitud de distribucién plaquetaria (PDW) y en algunos
casos, el plaquetocrito (PCT); éstos reflejan principalmente la cantidad de plaquetas, su
volumen, forma y porcentaje en una pequefia cantidad de sangre total (Salto, Fontana,

Marquesoni, y Casale, 2012).
2.2.4 Metodologia
2.2.4.1 Principio de medicion
Eritrocitos y plaquetas

El método utilizado es el de variacibn de impedancia combinada con un enfoque
hidrodinamico. Como se puede observar en el grafico 1, en el interior del detector, la
boquilla se coloca alineada con el centro de la abertura y las células pasan a través de
una microabertura calibrada. La muestra es previamente diluida y se coloca una cantidad
en la microabertura, posteriormente la muestra es enviada al tubo de recogida. Con este
método se elimina la coincidencia o recirculacion de células que son causa de errores

potenciales. (Sysmex Corporation, 2005)
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Gréfico 1. Principio de medicién de eritrocitos y plaguetas

RBCs and PLTs are analyzed by a Hydrodynamic Focusing System
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RBCs and PLTs are analyzed by a hydrodynamic focusing system. This
eliminates potential errors in cell counters such as coincidence,
recirculation and stress changes associated with traditional methods of
analysis. This feature provides accurate RBC/PLT counts and cell sizing
even in high or low cell counts.

Fuente: (Sysmex Corporation, 2005)

Hemoglobina y hematocrito

La hemoglobina es liberada de los eritrocitos cuando éstos son lisados al combinarse con
agentes tensoactivos, se libera la hemoglobina y el grupo globina se combina con SLS
(Lauril sulfato de sodio) y forma una molécula de hemicromo SLS-Hb. El hematocrito es
determinado mediante la altura del impulso generado por el paso de una célula a través
de la microabertura que es directamente proporcional al volumen de eritrocitos

analizados. (Sysmex Corporation, 2005)
Diferenciacion y contaje de leucocitos

El contaje celular se lleva a cabo a través de citometria de flujo utilizando un laser
semiconductor. La muestra de sangre es aspirada por el equipo y después es diluida.
Posteriormente el laser semiconductor va enfocando a cada una de las células que
pasan a su vez por una celda de flujo, es asi que la luz dispersada frontal y lateral
(tamafio de células y propiedades) es recibida por los fotodiodos y la luz fluorescente
(grado de tincién de la célula sanguinea) es recibida por el fotomultiplicador como se
observa en el gréfico 2; esta luz se convierte en estimulos eléctricos y asi se obtiene la
informacion de cada una de las células. Se obtiene como resultado la diferenciacién de
leucocitos expresados en su valor absoluto y porcentual, asi como el escatergrama

correspondiente. (Sysmex Corporation, 2005)
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Gréfico 2. Principio de medicién y diferenciacion de leucocitos
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Fuente: (Sysmex Corporation, 2005)

2.2.5 Variacionesy limitaciones de la biometria hematica

2.2.5.1 Variaciones fisiolégicas
Edad

Todos los parametros evaluados en una biometria sufren cambios considerables segun
la etapa de vida que esté atravesando el paciente. En los recién nacidos, por ejemplo, los
valores de hemoglobina, hematocrito, contaje de eritrocitos, nimero de leucocitos y de
plaguetas estan incrementados en diferentes porcentajes. La hemoglobina y el nimero
de eritrocitos incrementan de forma gradual en la nifiez hasta alcanzar los valores
referenciales de una persona adulta cuando alcanza la pubertad. En una poblacién adulta
sana, los valores de hemoglobina, hematocrito, contaje de eritrocitos, asi como los
indices eritrocitarios permanecen constantes hasta los 60 afios de edad. (Bain, Lewis, y
Dacie, 2012).

Ejercicio

El rendimiento deportivo adecuado depende de la funcién 6ptima de muchos 6rganos,
incluyendo la sangre. Sin embargo, varios parametros pueden verse afectados por la
actividad fisica, un ejemplo claro de esto es la famosa anemia deportiva, la cual se cree
es el resultado de un incremento en el volumen plasmético. (Bain, Lewis, y Dacie, 2012).

Por otro lado, los velocistas por realizar una actividad muscular muy intensa, suelen
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presentar un aumento transitorio en el niumero de eritrocitos, hemoglobina, valor de
leucocitos y niumero de plaquetas, esto se debe en gran parte a la reduccion en el
volumen del plasma. (Bain, Lewis, y Dacie, 2012).

Postura

Existe una pequefia variacion en el volumen de plasma, con un incremento en el valor de
Hct y Hb cuando el paciente pasa de estar acostado a estar sentado. Mientras que, si el
paciente en un inicio estaba realizando algun tipo de actividad y procede a acostarse, se
presentara una disminucién de entre el 5-10% del valor de hemoglobina y hematocrito.
Por lo que, se recomienda que el paciente descanse por un periodo de entre 5y 10

minutos antes de la venopuncién. (Bain, Lewis, y Dacie, 2012).
Altitud geografica

El efecto compensatorio ante este factor es la reduccién del volumen plasméatico con un
incremento de hemoglobina, hematocrito y el nUmero de eritrocitos circulantes con un
VCM disminuido. El grado de policitemia que se presente dependera de forma directa del

grado de hipoxia que presente la persona. (Bain, Lewis, y Dacie, 2012).
2.2.5.2 Limitaciones metodoldgicas

Cada equipo presenta limitaciones con respecto a su metodologia, lo que hace referencia
a la incapacidad de este método para realizar la correcta medicion del parametro. La
mayor parte de los analizadores hematoldgicos presentan limitaciones con respecto al
recuento de las células, debido a sustancias que interfieren en la medicién de sustancias,
lo que conlleva a que se presenten valores falsamente bajos o elevados dependiendo del

parametro. (Sysmex Corporation, 2005)

Las limitaciones metodoldgicas del hematolégico Sysmex XT-1800i se describen en la
tablal:
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Tabla 1: Limitaciones Metodolégicas del equipo Sysmex XT-1800i

Leucopenia por agregacion leucocitaria
Leucocitosis: por agregacion  plaquetaria,
LEUCOCITOS eritrocitos resistentes a lisis, eritroblastos,

agregacion eritrocitaria por aglutininas frias,
crioproteinas, crioglobulinas, fibrina y plaquetas
gigantes.

Eritrocitopenia:  agregacion eritrocitaria  por

aglutininas  frias, microcitosis y eritrocitos
ERITROCITOS fragmentados.

Eritrocitosis:  por linfocitosis y plaquetas

gigantes.

Valor falsamente elevado por: linfocitosis, lipemia

HEMOGLOBINA p
y proteinas anormales.

Valor falsamente disminuido por: agregacion
eritrocitaria por aglutininas frias, microcitosis y
HEMATOCRITO eritrocitos fragmentados.

Valor falsamente aumentado por: linfocitosis,
diabetes severa, uremia y esfeorcitosis.

Trombocitopenia por: agregacion plaquetaria,
pseudotrombocitopenia y plaquetas gigantes.

PLAQUETAS Trombocitosis por: microcitosis, eritrocitos 'y
leucocitos  fragmentados,  crioproteinas y
crioglobulinas.

Fuente: Manual del Operador. Equipo Sysmex XT-1800i
Autor: Sysmex Corporation, 2005

2.2.6 Frotis sanguineo

El extendido de sangre periférica se destaca por ser una herramienta rapida y de bajo
costo que contribuye al diagndstico de trastornos de la serie roja, como la presencia de
fragmentos de células (purpura trombocitopénica trombética) o en el caso de la serie
blanca, la presencia de blastos circulantes en sangre periférica, entre otras alteraciones.
Esto le permite al clinico centrarse en buscar un diagnéstico especifico, con lo cual se
reduce el tiempo, y se evita realizar otras pruebas complementarias lo que le genera un
gasto extra al paciente, se considera factible realizar la evaluacién de la morfologia de las
tres lineas celulares con el fin de confirmar lo reportado previamente por el equipo
automatizado. Por lo tanto, un extendido correctamente tefiido es de vital importancia

para que se realice una correcta interpretacion del mismo. (Barth, 2012)
Interpretacion

El examen a partir de un frotis sanguineo bien hecho y tefiido, junto con la informacién
del hemograma completo, la capacidad y la habilidad del analista, son una parte esencial

del trabajo diagnostico en el laboratorio. (Palmer et al, 2014).
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En un frotis de sangre periférica se evallan las caracteristicas morfolégicas de las
células dependiendo de la linea a la que pertenecen. Para la linea eritroide se evalla el
tamafio, forma, cromia, estadio de diferenciacion, existencia de inclusiones y otras
alteraciones como agrupaciones celulares, parasitos sanguineos o bacterias. (Barth,
2012). A las alteraciones del tamafio se las conoce como anisocitosis, las alteraciones de
forma se denominan poiquilocitosis, con respecto a la cantidad de hemoglobina o cromia
se pueden presentar células con hemoglobina normal (normocromia), disminuida

(hipocromia) o aumentada (hipercromia). (Retamales Castelletto, 2015).

Se pueden presentar inclusiones en el eritrocito como restos de hierro, parasitos y
hemoglobina precipitada. Tomando en cuenta todos estos pardmetros, podemos
considerar que un glébulo rojo normal es aquella célula que presenta un tamafo de entre
7 y 8 um, con un color rosado y una zona central mas palida; no presenta nucleo ni

inclusiones de ningun tipo. (Adewoyin, 2014).

Para poder evaluar la morfologia leucocitaria, se debe considerar el tipo de cromatina,
tipo y posicion del ndcleo, tipo de nucledlo, relaciébn ndcleo-citoplasma y tipo de
citoplasma, como se detalla en la tabla 2. (Barth, 2012). En las alteraciones nucleares se
pueden encontrar formas irregulares, en el nucledlo pueden existir alteraciones de
tamafio y de visualizacion, en el citoplasma se pueden encontrar, patolégicamente,
inclusiones como granulacién toxica, cuerpos de Dohle, granulos azurdfilos, bastones de

Auer y vacuolizacion citoplasmatica. (Retamales Castelletto, 2015) (Adewoyin, 2014).

Tabla 2: Caracteristicas morfologicas de los leucocitos

POLIMORFONUCLEARES
Célula Tamarfio Nucleo Citoplasma Relacion N/C

2 - 5 l6bulos basofilos.
Neutréfilo | 10 - 15 pm | Cromatina compacta
No se observan nucledlos

Azul pélido a rosa Predomina el
Granulos azurdfilos abundantes citoplasma

2 - 3 l6bulos basofilos. Color acidéfilo Puede
Eosinéfilo | 12 - 17 um | Cromatina compacta tener bordes irregulares
No se observan nucledlos | Abundantes granulos acidoéfilos

Predomina el
citoplasma

2 |6bulos basdfilos. Color lavanda a incoloro .
g . . e Predomina el
Basofilo | 10 - 14 um | Cromatina compacta Granulos basdfilos gruesos que .
. p citoplasma
No se observan nucledlos pueden ocultar el nicleo
MONONUCLEARES
Escaso o moderado de color
Un solo nucleo basofilo celeste que puede epresentar
Linfocito | 7 -18 pm |redondo u ovalado con vacuolas. 3-5:1
cromatina condensada Tiene escasos granulos
azurofilos
Basdfilo con forma variable:
cerebriforme, hendido o Azul grisaceo con granulos
Monocito | 12 - 20 ym | arrifionado. Cromatina finos, puede presentar Variable

compacta que no deja ver | pseudoépodos y vacuolas
nucledlos

Fuente: Blood Cells: A practical Guide Fifth Edition
Autor: (Bain, 2014) 21



Para evaluar la morfologia de las plaquetas se debe observar su tamafio (normal, micro o
macroplaquetas), la cantidad (aumentadas o disminuidas), cromia (plaquetas grises por
hipogranularidad) y su distribucion en el frotis que puede ser regular, formando
agregados o rosetas. (Barth, 2012). Normalmente, las plaguetas tienen un tamafio de 2 -
5um, presentan un color ligeramente baséfilo (violeta), su nimero por campo en 100x
puede variar entre 7 y 20 plaquetas, y éstas deben estar regularmente distribuidas.
(Retamales Castelletto, 2015) (Adewoyin, 2014)

Por todo lo antes mecionado, el ICSH se plante6 como objetivo proporcionar una guia
para la nomenclatura y clasificacion para las anormalidades de los globulos rojos,
glébulos blancos y plaguetas. Es asi que, en el 2015, el Ministerio de Salud Publica de
Chile presenté una serie de recomendaciones para realizar una correcta, objetiva y
estandarizada valoracién de las lineas celulares por medio del frotis sanguineo. (Palmer,
y otros, 2014) (Retamales Castelletto, 2015). La recomendacién es en base a la

equivalencia entre la simbologia de cruces y adverbios de cantidad, como se muestra en

la tabla 3.
Tabla 3: Relacion de la interpretacion cualitativa y cuantitativa
+ 0-5x campo  Escaso, leve, discreto, presente, algunos, uno que otro
++ 6-10x campo  regular cantidad, moderada, frecuente
+++ 11y +xcampo abundante, relevante, muy abundante, mayoria

Fuente: Recomendaciones para la interpretaciéon del hemograma: serie roja, blanca y
plaquetaria
Autor: (Retamales Eduardo, 2015)

22



2.3 Marco Conceptual

Anticoagulante: Sustancia con capacidad de prevenir la coagulacion sanguinea ya sea

in vivo o in vitro. (Ughachukwu, Ezenyeaku, Ogamba et al, 2012)

Agente Quelante: Es una molécula capaz de asociarse a un ion y permitir que éste
permanezca estable, evitando las posibles reacciones del mismo con otros elementos del

medio en el que se encuentre. (Baeza, 2010).

Alcalino: Sustancia con la capacidad de segregar iones hidroxilos (OH-) cuando se
encuentra disuelta en agua, otorgando un pH mayor a 7. (Gallego, Garcinufio, Morcillo, &
Vasquez, 2013)

Anemia: Trastorno que se caracteriza por un numero insuficiente de eritrocitos
necesarios para satisfacer las necesidades del organismo. Es causada principalmente
por carencias nutricionales como folato, vitamina B12, hierro y vitamina A. (Organizacion
Mundial de la Salud, 2011)

Anticuerpos: Son moléculas de naturaleza glucoproteica especializadas. Forman parte
de la respuesta humoral del organismo. Tienen la capacidad de combinarse

especificamente con antigenos o inmundgenos. (Saldafia, 2013)

Antigeno: Toda sustancia sea propia o extrafia para el organismo que tiene la capacidad
de generar una respuesta inmunitaria en un individuo, estimulando la producciéon de

anticuerpos. (Saldafia, 2013)

Biometria hematica: Proviene de las palabras griegas citos = célula; metros = medida;
haema = sangre, por lo tanto, es el estudio cualitativo (tamafio, forma y volumen celular)

y cuantitativo de las células que constituyen la sangre. (Campuzano-Maya, 2013).

Bilirrubina: Principal pigmento biliar, se forma a partir de la hemoglobina (producto de
degradacion). (Lopez, 2012)

Biopsia: Constituye la extraccion de un fragmento de tejido o tumor de una parte del

cuerpo humano, lo que permite examinarlo al microscopio. (Saldafia, 2013)

Corticoesteroides: Son medicamentos de naturaleza esteroide, empleados para reducir

la inflamacién en una gran variedad de trastornos. (Wiley, 2015).
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Dacriocitos: Eritrocito con forma de lagrima o de pera, pueden presentar una proyeccion
contundente. (Rodak y Carr, 2017)

Dianocitos - Codocitos: Eritrocitos delgados con un area superficial aumentada que
tienen un &rea de tincidbn aumentada que aparece en el centro del area, es decir existe
una concentracion central de hemoglobina rodeada por area incolora, formando un anillo

periférico de hemoglobina. (Palmer, y otros, 2014) (Rodak y Carr, 2017)

Eliptocitos: Los eliptocitos son células con una forma eliptica (el eje largo es mas del
doble del eje corto), también denominadas como células en forma de cirgarro. (Palmer, y
otros, 2014) (Rodak y Carr, 2017)

Epitope: Sitio o porcion inmunodominante de un antigeno, mediante el cual se une ya
sea con un anticuerpo o con un receptor del linfocito T. Se le suele denominar también

determinante antigénico. (Vega Robledo, 2009).

Equinocitos o células crenadas: Glébulos rojos que han perdido su forma discoidal y
estan cubiertos por proyecciones romas cortos o espiculas de forma bastante regular.

(Palmer, y otros, 2014).

Eritrocito: Célula sanguinea con forma de disco bicéncavo que mide aproximadamente
7 um de diametro. Su principal funcién es aportar oxigeno a todo el organismo. (Rodak,
2010).

Esferocitos: Eritrocitos de diametro pequefio (<6,5 pum), con MCV normal o disminuido y

sin palidez central. (Palmer, y otros, 2014).
Esplenectomia: Extirpacion total del bazo. (Correa, Morales y Sanabria, 2016).

Estomatocito: Eritrocitos con area de palidez central similar a una boca o estoma.
(Rodak y Carr, 2017)

Hemograma: Esta palabra estd formada por raices griegas hema (sangre) y grama
(grabado, escrito); por lo tanto, significa la descripcion del numero, proporciones y

caracteristicas morfolégicas de los elementos celulares de la sangre. (Saldafa, 2013).

Hemostasia: Constituye un proceso vital que ocurre de forma continua en el organismo
que tiene como finalidad mantener la integridad del sistema circulatorio, evitando asi las
hemorragias o pérdidas de sangre. (Gémez Baute, Guerra Alfonso, Dita Salabert et al,
2011)
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Hipoxia: Disminucién de la presién de oxigeno en los capilares sanguineos, lo que

conlleva a una disminucion en el aporte de oxigeno hacia los tejidos. (Saldafa, 2013).

Leucemia: Significa sangre blanca. Se le denomina cancer de los glébulos blancos,
debido al aumento incontrolable en el numero de leucocitos, impidiendo que se
produzcan glébulos rojos, plaquetas y otros de leucocitos saludables. (American Cancer
Society, 2015)

Leucocitos: Células sanguineas que constituyen el principal mecanismo de defensa del

organismo contra agentes extrafios. (Rodak, 2010)
Macrocito: Eritrocitos que presentan un diametro mayor a 9 um. (Rodak y Carr, 2017)

Mononucleares: Leucocitos que poseen un unico nucleo redondo, como los linfocitos y
los monocitos. (Rodak, 2010)

Neoplasia: Es una masa anormal de tejido cuyo crecimiento excede y no esta
coordinado con el de los tejidos normales, y persiste al cesar el estimulo que

desencadeno el cambio. (Zicre, 2012)

Plaguetas: Fragmentos citoplasméticos provenientes de una célula conocida como
megacariocito y su principal funcion esta relacionada con la coagulacion sanguinea.
(Rodak, 2010).

Policitemia: Patologia donde se presenta un aumento en el nimero de hematies en
sangre. La policitemia primaria se debe a una hiperproduccion de la médula ésea, y la
secundaria se genera como resultado de la disminucion del oxigeno en la sangre.
(Verstovsek, 2012)

Polimorfonucleares: Leucocitos que presentan un nucleo multilobulado. Dentro de esta

categoria se encuentran los neutrdéfilos, eosindfilos y basofilos. (Rodak, 2010).

Pseudoleucocitosis: Falso aumento del recuento de leucocitos. (Campuzano-Maya,
2013).

Pseudoleucopenia: Constituye una falsa disminucion del contaje total de leucocitos o

glébulos blancos. (Campuzano-Maya, 2013).

Pseudomacrocitosis: Es una falsa elevacion del volumen corpuscular medio (VCM).

(Campuzano-Maya, 2013).
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Pseudotrombocitopenia: Fendmeno en el que el recuento de plaguetas es falsamente
disminuido. (Xiao, Yu, y Xu, 2015) (Marco-Schulkea, y otros, 2012)

Tromboembolismo: Es una entidad clinico-patolégica que se desencadena como
consecuencia de la obstruccion arterial pulmonar por causa de un trombo desarrollado in
situ. (Juretschke y Barbosa, 2013)

Trombopoyetina: Es una proteina de fase aguda que estimula la produccion de

plaquetas. (Contreras, 2013)
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CAPITULO 1lI
MARCO METODOLOGICO

3.1 Disefio del estudio

El presente trabajo es un estudio exploratorio y descriptivo de corte longitudinal, en el
cual se realizé un estudio inicial de los pardmetros hematolégicos y de morfologia celular,
con una evaluacion adicional 4 horas posteriores a la recoleccion de la muestra, con la

finalidad de determinar si existen o no alteraciones cualitativas y/o cuantitativas.
3.2 Poblaciéon

Nuestra poblacion se enfoca en las personas que acuden al banco de sangre del HCAM
y son aceptados como donantes de sangre, asi como aquellas personas que acuden, por

consulta externa, a realizarse examenes del laboratorio en la misma institucion.
3.3 Muestra, tamafio muestral y seleccién

3.3.1 Muestra

Se conoce que para el grupo control que son personas sanas, el HCAM recibe 12000
donaciones anuales (Mosquera y Rivera, 2016) y que atendié en el 2015 a 555888
pacientes por consulta externa, presentando una prevalencia del 4.1% de pacientes
diabéticos y del 6.6% para pacientes hematoldgicos. Con estos antecedentes, se
determin6é una muestra de 272 pacientes divididos en 3 estratos: 193 personas sanas, 31

pacientes diabéticos y 48 pacientes hematol6gicos.
3.3.2 Tamafio muestral

En base a los datos mencionados previamente y tomando en cuenta un nivel de
confianza del 95% y un error de muestreo del 7%, se utilizé la siguiente formula de

poblacion finita por cada estrato a estudiar.
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e Estrato 1: Pacientes sanos

3 Nxz’xpxq
n= d?x(N—-1)+ z2xpxq

12000 x 1.96% x 0.5 x 0.5
"~ 0.072 x (12000 — 1) + 1.962 x 0.5 x 0.5

12000 x 3.84 x 0.25
~0.0049 x 11999 + 3.84 x 0.25

n = 193 personas sanas

e [Estrato 2: Pacientes diabéticos

Donde:

n= Tamafio de la poblacion
N= Poblacion conocida

p= Porcion esperada
0g=1-p

d= Precision del estudio

B Nxz?xpxq
n= d?x(N—1)+ z2xpxq
_ 555888 x 1.962% x 0.041 x 0.959
"= 0.072x (555888 — 1) + 1.962 x 0.041 x 0.959
555888 x 3.84 x 0.039
n=

~0.0049 x 555887 + 3.84 x 0.039

n = 31 pacientes diabéticos

e Estrato 3: Pacientes hematolégicos

3 Nxz’xpxq
n= d?x(N—-1)+ z2xpxq
_ 555888 x 1.962 x 0.066 x 0.934
"= 0.072x (555888 — 1) + 1.962 x 0.066 x 0.934
555888 x 3.84 x 0.061
n

~ 0.0049 x 555887 + 3.84 x 0.061

n = 48 pacientes hematologicos

Tamarfio muestra total: 272 pacientes
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3.3.3

Seleccién de muestra

3.3.3.1 Criterios de Inclusion

Pacientes y personas sanas en edades comprendidas entre 18 y 65 afios
Personas consideradas sanas, aceptadas para donar sangre

Pacientes diabéticos controlados que no presenten patologias subyacentes
como insuficiencia renal, pie diabético y/o problemas oculares

Pacientes diagnosticados con cualquier trastorno hematolégico con aumento o
disminucion de la serie roja, serie blanca y/o plaquetas.

Pacientes y personas sana que hayan firmado el consentimiento informado.
Anexo 1

3.3.3.2 Criterios de Exclusion

3.4

3.4.1

Pacientes y personas sanas menores de 18 afos
Pacientes y personas sanas mayores de 65 afios

Pacientes y personas sanas que no hayan sido aceptados como donantes de
sangre

Pacientes que presenten patologias diferentes a las requeridas

Datos incompletos en la historia clinica del paciente

Pacientes que no hayan firmado el consentimiento informado

Pacientes diabéticos no controlados o que presenten patologias subyacentes
como insuficiencia renal, pie diabético y/o problemas oculares

Operacionalizacion de variables

Variables dependientes

Valores de eritrocitos, leucocitos, plaguetas, hemoglobina, hematocrito.

3.4.2

Variables independientes

Anticoagulante empleado y tiempo de procesamiento
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Operacionalizacion de variables

VARIABLES ) ) INSTRUMENTO
DEFINICION CONCEPTUAL DIMENSION INDICADOR ESCALA
DEPENDIENTES DE MEDIDA
o Numero de glébulos rojos por uL de
Valor de eritrocitos
sangre
. Numero de glébulos blancos por uL Media del valor de eritrocitos
Valor de leucocitos
de sangre
Media del valor de leucocitos
Numero de plaquetas por uL de i
Valor de plaguetas pad P Equipo
sangre Cuantitativa Media del valor de plaquetas ordinal hematolégico
Proteina que transporta oxigeno y da
Hemoglobina el color rojo a la sangre. (Carr y Media del valor de hemoglobina
Rodak, 2010)
- i Media del valor de hematocrito
Volumen de gl6ébulos rojos con
Hematocrito respecto al volumen de sangre total.
(Carr y Rodak, 2010)
VARIABLES ) ) INSTRUMENTO
DEFINICION CONCEPTUAL DIMENSION INDICADOR ESCALA
INDEPENDIENTES DE MEDIDA
) Sustancia que evita la coagulacion o % de alteraciones encontradas con un anticoagulante/total de ) ) .
Anticoagulante ; Cualitativa . Nominal Hoja de registro
sanguinea alteraciones encontradas
) Duracién de las cosas sujetas a Cuantitativa | % de alteraciones encontradas con respecto al tiempo/total de ) ) .
Tiempo . o . Ordinal Hoja de registro
cambio Cualitativa alteraciones encontradas
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3.5 Obtencién de informacion y toma de muestra bioldgica

3.5.1 Recoleccién de muestras sanguineas

A cada participante se le pregunté su nombre completo, edad, nimero de cédula y
correo electronico para elaborar una base de datos. Posteriormente, se extrajo un total
de 11.5 mL de sangre en tubos plasticos VACUETTE: 3.5 mL en un tubo con citrato de
sodio al 3.2%, 4 mL en un tubo con EDTA K3 y 3.5 mL en un tubo con TPF al 5% p/v.

La muestra sanguinea fue extraida segun el manual brasilefio de toma de muestras de

la Sociedad Brasilefia de Patologia.

El procedimiento que se siguid para la extraccion de muestras en donantes de sangre

fue el siguiente:

e Comprobar los datos del paciente participante

e Revisar los dos brazos y elegir la zona de puncion

e Colocar el torniquete, 10 cm por encima del lugar a puncionar
¢ Higienizar la zona de puncién y esperar un correcto secado

e Una vez realizada la asepsia, se realiza la puncién en una vena de buen
calibre siguiendo los lineamientos para donacién de sangre establecidos
por el banco de sangre del hospital

e Al finalizar la donacion y posterior al llenado de tubos requeridos por el
banco de sangre, se llenan los tubos para el estudio en el siguiente orden:
citrato, EDTAy TPF.

e Los tubos con citrato y TPF se homogenizan por inversion suave 5 veces y
los tubos con EDTA se invierten en 8 ocasiones.

e Previo al llenado del siguiente tubo, se corta una pequefia porcion de la
manguera para evitar posible contaminacion con otros aditivos.

o Extraer la aguja y descartar el material en el lugar respectivo.

e Finalmente, los tubos se rotulan segun el cédigo establecido para cada
paciente

El procedimiento a seguir para la extraccion de muestras en pacientes de consulta
externa fue el siguiente:

1. Comprobar los datos del paciente participante
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2. Revisar los dos brazos y elegir la zona de puncion

3. Colocar el torniquete por no mas de 1 minutos, 10 cm por encima del lugar a
puncionar

4. Higienizar la zona de puncién y esperar un correcto secado

5. Puncionar el area y extraer 3 muestras en tubos con citrato de sodio al 3.2%,
EDTA K3y TPF al 5% plv.

6. Homogeneizar los tubos mediante inversién delicada
7. Retirar el torniquete

8. Retirar la aguja y cubrir el area con un algodén. (Sociedad Brasilefia de
Patologia Clinica Medicina Laboratorial, 2010).

3.5.2 Conservacion de las muestras

Las muestras fueron almacenadas a temperatura ambiente (22-24°C) por un lapso de
entre 4 y 5 horas para un segundo y ultimo procesamiento y ademas preparar el

segundo frotis sanguineo.
3.6 Procedimiento de laboratorio

Las muestras fueron procesadas en el area de hematologia del laboratorio central del
HCAM.

3.6.1 Andlisis de muestras de sangre total
3.6.1.1 Materiales, reactivos y equipos utilizados
Equipos

» Equipo hematoldgico Sysmex XT 1800i
Insumos

> Puntas plasticas de pipeta estériles de 5 — 100 Ul

Reactivos
» Cell pack (EPK)

Lote P6022 con fecha de caducidad 27/07/2017
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>

>

>

>

Lote P6063 con fecha de caducidad 08/09/2017
Lote P6090 con fecha de caducidad 01/12/2017
Lote P6002 con fecha de caducidad 11/03/2017
Sulfolyser (SLS)

Lote P5009 con fecha de caducidad 28/10/2016
Lote P6002 con fecha de caducidad 11/03/2017
Stromatolyser-FB (FBA)

Lote P5010 con fecha de caducidad 18/11/2016
Lote P6002 con fecha de caducidad 28/01/2017
Stromatolyser-4DL (FFD)

Lote P6004 con fecha de caducidad 16/02/2017
Lote P6003 con fecha de caducidad 12/02/2017
Lote P6005 con fecha de caducidad 22/03/2017
Lote P6002 con fecha de caducidad 22/01/2017
Stromatolyzer- 4DS (FFS)

Lote P6004 con fecha de caducidad 24/02/2017

Lote P6002 con fecha de caducidad 18/01/2017

3.6.1.2 Procedimiento para el examen automatizado

a) Preparar el equipo hematoldgico: limpieza y mantenimiento diario, correr

b)

c)

d)

controles normal, alto y bajo.

Colocar las muestras extraidas en los racks e inicializar el equipo

Realizar el examen de cada tubo por triplicado

Realizar nueva lectura por triplicado después de 4 horas,

homogeneizacion de las muestras por 2 minutos.

previa
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3.6.1.3 Resultados, interpretacion y reporte

Los resultados obtenidos fueron almacenados en una base de datos para su analisis e
interpretacion posterior. Se elabor6é un reporte de resultados que fue enviado a cada
paciente con los resultados obtenidos.

3.6.2 Andlisis morfoldgico de los frotis sanguineos
3.6.2.1 Materiales, reactivos y equipos utilizados
Instrumentos

> Pipeta automética de volumen fijo de 5 pL

» Microscopio 6ptico Olympus y Leica

Insumos
> Puntas plasticas de pipeta estériles de 5 — 100 uL
> Placas portaobjetos desengrasadas
» Rejillay soporte para tinciéon
> Aceite de inmersion

Lote ACEINMJUN17/16 con fecha de caducidad 06/2018
» Frasco &mbar de vidrio de 500 mL
> Papel filtro
» Embudo de vidrio

Reactivos

» Colorante Wright
Lote WRIJUN21/16 con fecha de caducidad 06/2018
»  Solucién tamponada pH 7,2

Lote 16228301 con fecha de caducidad 03/2018
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3.6.2.2 Procedimiento para la preparacion, tincion y valoracion del frotis sanguineo

Los frotis de sangre periférica se realizaron con las muestras tratadas con EDTA Kz y
TPF al 5% p/v en 2 diferentes tiempos; inmediatamente después de la recoleccion y 4
horas después.

Sobre un portaobjetos perfectamente limpio, se colocé en un extremo una gota
pequefia de sangre (5 pL) y por medio de otro portaobjetos de borde pulido y al cual
se le ha quitado los angulos (extensor), se realizd la extension de la gota de sangre
conservando un angulo menor a 45° respecto al portaobjetos horizontal, el extensor se
apoya delante de la gota de sangre y retrocediendo hasta tocarla, una vez que la
misma se extiende a lo largo del borde de contacto por capilaridad, se avanza con
firmeza y no muy ripidamente. Los frotis sanguineos se dejaron secar a temperatura

ambiente. (Duarte Romero, 2013).

Para la tinciébn se empled colorante Wright y solucién tamponada con un pH de 7.2, se
colocaron los frotis secos en una rejilla de tincion y se cubrieron completamente con
Wright por 3 minutos; posteriormente se coloc6 igual cantidad de solucion tamponada
hasta formar una capa verde metalico. Finalmente, se quit6 el exceso de colorante con

agua corriente, se limpio la parte posterior de cada placa y se dej6 secar al ambiente.

La valoracién morfologica fue realizada por un médico hematdlogo y las 2 estudiantes
que realizaron el estudio. Para esta etapa se utilizaron microscopios o6pticos y la
observacion se realizé en lente de 100x con aceite de inmersion, el reporte fue

realizado considerando los criterios descritos en el Anexo 15.
3.6.2.3 Resultados, interpretacion y reporte

Cada uno de los observadores registrd, en un formato establecido, las caracteristicas

de las células y anormalidades observadas en cada placa. (Anexo 15)

Al finalizar la observacion, se realiz6 una base de datos para su analisis e
interpretacion posterior. También se tomaron fotografias de lo mas relevante de cada

placa para afiadirla en el informe que se envi6 a cada participante.

3.7 Control de calidad

Para garantizar la confiabilidad de las mediciones, se llevé a cabo el control de los

instrumentos a emplear desde la reconstitucién del anticoagulante, los tubos para la
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recoleccidén de muestras y finalmente, el equipo hematolégico en el cual se procesaron

cada una de las muestras recolectadas.
3.7.1 Control de calidad de balanza

Se utiliz6 una balanza electrénica analitica BOECO BAS 31 PLUS en el proceso de
preparacion del anticoagulante TPF y en la verificacion de las pipetas a utilizarse en el
estudio. Esta balanza fue calibrada por una institucion acreditada por el Servicio de

Acreditacion Ecuatoriano (SAE). (Anexo 4).
3.7.2 Control de calidad de pipetas

Se trabaj6 con pipetas de pistén por desplazamiento de aire y de volumen fijode 5y
100 L, ésta ultima fue calibrada, (Anexo 5), y después se realiz6 la respectiva
verificacién, (Anexo 6), se trabajé con un error maximo permitido (EMP) + 0,8% que es
el valor establecido por la norma NTE INEN — ISO 8655 — 2 (International Organization
for Standarization, 2002). La pipeta de 5 pL no fue calibrada debido a que no existe en
el pais un laboratorio acreditado por el SAE para realizar dicho procedimiento en
pipetas con volumenes inferiores a 10 pL. Sin embargo, se realizd la verificacion

respectiva manejando un EMP de * 2.5%. (Anexo 7)
3.7.3 Control de calidad del equipo hematolégico Sysmex XT 1800i

En la etapa inicial, se realiz6 una calificacion del equipo hematolégico que fue
empleado en el estudio. (Anexo 8). Las etapas de calificacion valoradas se basaron en

la instalacidn, operacién y desempefio del equipo empleado. (Aguay, 2013).

El equipo fue previamente calibrado por la casa comercial como parte del
mantenimiento preventivo programado. Adicionalmente, previo al inicio del
procesamiento de las muestras se corrieron controles normales, patolégico bajo y
patolégico alto. Se emplearon los criterios proporcionados por el fabricante para la

definicion de los limites de control e incluir los valores de los controles. (Anexos 9y 10)
3.7.4 Control de Temperatura

La temperatura fue medida con un termémetro calibrado previamente y que fue
facilitado por el laboratorio donde se llevo a cabo el estudio. Se realizaron controles de
la temperatura ambiente, la misma que en el periodo de realizacion del estudio se
mantuvo en un rango entre 20 y 25°C; se control6 la temperatura de la refrigeradora

donde se almacenan los controles y calibradores del equipo, la temperatura promedio
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registrada fue de 4.5°C que se considera dentro del rango 6ptimo para la conservacion

adecuada de los insumos. (Anexos 11y 12).
3.7.5 Control de calidad del anticoagulante preparado
3.7.5.1 Preparacion del Anticoagulante TPF.

Se preparé TPF al 5%, pesando 5 gramos, en la balanza calibrada, y se disolvié en
agua destilada tipo lll, de acuerdo con la norma ISO 3696 (Water for analytical
laboratory use) y se afor6 en un balén de 100 mL. (International Organization for
Standarization, 2004).

El anticoagulante una vez preparado, fue almacenado a temperatura ambiente en un
frasco estéril hasta el momento de su dispensacion. Estas condiciones de preparacion

y almacenamiento fueron descritas por Rangel en el 2009.

Después de transcurrido un mes desde la preparacion del anticoagulante, se realiz6 el

mismo procedimiento para evitar que el TPF pierda actividad o se contamine.
3.7.5.2 Dispensacion del Anticoagulante TPF.

La dispensacién del anticoagulante en los tubos fue realizada por las 2 estudiantes, ya
gue, en la verificacion de la calibracion de la pipeta de 100 mL, ninguna tuvo un error

de pipeteo superior al limite establecido. (Anexo 6)
3.7.5.3 Control de Esterilidad del Anticoagulante TPF.

Tomando en cuenta la manipulaciébn que se realiz6 desde el pesaje hasta la
dispensacion del anticoagulante en los tubos, se realizd un control de esterilidad
tomando pequefias alicuotas del anticoagulante preparado y sembrando en agar

sangre por 24 horas a 37°C.

Este procedimiento fue realizado en 3 ocasiones, al momento en que se preparé el

anticoagulante y cada 15 dias a lo largo de un mes.
3.7.5.4 Determinacion relacion Sangre: Anticoagulante

De acuerdo con lo establecido en los protocolos de validacion de métodos, se
selecciond a 20 pacientes aparentemente sanos (muestra minima), a los cuales se les
tomo6 muestras de sangre con TPF, 3 tubos en volimenes de 3, 4 y 5 mL, (Westgard,
2015) (Naidis y Turpeinen, 2010)
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Las muestras fueron procesadas por triplicado en el equipo escogido y se determiné
que la mejor relacion sangre: anticoagulante para realizar el estudio fue de 4 mL de
sangre con 100 uL de anticoagulante al 5% p/v. Esta relacion se establecié después
de realizar una comparacion de los resultados obtenidos con TPF y EDTA, ya que al
usar un volumen de 3 mL el equipo arrojo alarmas de agregados plaquetarios mientras

que, al usar un volumen de 5 mL habia un efecto de dilucién notable en la muestra.
3.7.5.5 Control de calidad de los tubos para recolecciéon de muestras

Para la realizacion de este estudio, se utilizaron tubos Vacuette® con EDTA K; de 4
mL y citrato de sodio al 3,2% de 3,5 mL. Para el anticoagulante a probar en el estudio,
éste fue dispensado en tubos sin anticoagulante de 6 mL con jeringas estériles de
ImL.

Para realizar un control se procedié a tomar de cada lote de 100 tubos 20, para asi
cumplir con la muestra minima para realizar la validacion de los tubos, con la finalidad
de asegurar que todos los tubos tuvieran el mismo vacio y por ende recolecten el
mismo volumen de sangre. (Naidis y Turpeinen, 2010) Cada tubo fue analizado por
triplicado en el equipo hematoldgico y con los valores obtenidos se calcul6 medidas de
estadistica descriptiva como media, varianza, desviacién estandar y coeficiente de
variacion por cada parametro a estudiar, usando como criterio de aceptacion lo

expresado por el fabricante segun el Anexo 14.
3.7.5.6 Control de calidad de la preparacion y tincion del frotis de sangre periférica
Preparacion del Frotis Sanguineo.

Los frotis se realizaron en placas nuevas, previamente desengrasadas con alcohol al

70% y secadas al ambiente.

Se determind que la cantidad de sangre a emplearse para realizar el frotis de sangre
periférica, fue de 5 uL; en base a ensayos de prueba y error realizados previamente.
Con respecto al angulo y la fuerza empleados, aunque hay pardmetros establecidos,
no se puede garantizar que se hayan cumplido al 100% ya que los frotis fueron
realizados manualmente. Sin embargo, se trat6 de mantener un angulo de 45° y la

misma fuerza para todas las preparaciones. (Duarte Romero, 2013).
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Coloracion del Frotis Sanguineo.

El colorante Wright para la tincion fue filtrado previo a su uso y colocado en un frasco
de vidrio color &mbar, para almacenarlo a temperatura ambiente en un lugar protegido
de la luz. Los tiempos de tincion fueron establecidos mediante ensayo y error, en base
al tipo de colorante arrojando tinciones Optimas al colocar el colorante Wright por 3

minutos y la solucién tamponada por 5 minutos.
Control de la Variabilidad Interobservador e Intraobservador.

Se realizé un control de variabilidad inter e Intraobservador a través de la
determinacion del indice de kappa de Cohen o de concordancia. Cada uno de los 3
observadores analizé un total de 20 placas (frotis sanguineos), se realizé la matriz
respectiva y se calculé el indice de concordancia Interobservador. Posteriormente, un
set de 20 frotis sanguineos fue entregado a cada observador, quienes hicieron la
valoracién de estas placas en dos diferentes tiempos y asi se obtuvo el indice de

concordancia Intraobservador, de cada uno de ellos. (Anexo 16).
3.8 Manejo de lainformacién y andlisis de datos

Se cred una base de datos en una hoja electronica Excel version 2010 para los datos
cualitativos y cuantitativos recolectados en el estudio, donde consta la siguiente
informacién: Cédigo, hora de toma de muestra, hora de andlisis, edad, sexo, patologia,
resultados hematolégicos cualitativos y cuantitativos; codificado para el andlisis

estadistico posterior.

Para el célculo del indice de concordancia se emple6 el programa estadistico IMB
SPSS Statistics version 23.

Se realiz6 un andlisis estadistico de los datos cuantitativos recolectados con el uso del
programa R para analisis descriptivos, se compararon las medias de cada pardmetro
estudiado mediante la prueba estadistica t-student pareada, para determinar si hay o

no diferencias significativas.

Para el manejo de los datos cualitativos se elabor6 una tabla resumida en Excel
version 2010 con los cambios encontrados en funcién del tiempo y del anticoagulante

empleado.

Finalmente, se procedieron a realizar tablas y graficos, para la posterior exposicion de

los datos obtenidos.
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CAPITULO IV
RESULTADOS

4.1 Descripciéon de la muestra

En el presente estudio se analizaron un total de 816 muestras correspondientes a 272
personas, 193 individuos que acudieron a donar sangre al banco de sangre del HCAM
y 79 pacientes que utilizaron el servicio de laboratorio clinico por consulta externa.
Para este fin, se tomaron en cuenta tres variables: el tipo de anticoagulante empleado,
el tiempo de procesamiento de las muestras y tipo de patologia que presentaba cada
paciente.

4.1.1 Distribucion de la muestra por género, edad y patologia

Nuestra poblacién estuvo conformada por 272 participantes, y como se observa en el
gréafico 3, hay un aumento ligero de participantes masculinos; esta diferencia proviene

del grupo de donantes de sangre, que fueron en su mayoria, donantes masculinos.

Gréfico 3. Total de individuos que acudieron al banco de sangre y al laboratorio clinico del
HCAM segun el género.
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Con respecto a la edad de los participantes, en el gréfico 4 se puede evidenciar que
existe una distribucion bastante homogénea entre los participantes cuya edad esta
comprendida entre los 18 y 53 afios, que representan el 81% de nuestra poblacion,
mientras que, apenas el 19% de los participantes tenian entre 54 y 65 afios de edad.
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Esto es atribuible a que los donantes de sangre, que constituyen nuestro grupo
control, en su mayoria, no sobrepasaban los 50 afios de edad.

Gréfico 4. Total de participantes que acudieron al banco de sangre y al laboratorio clinico del
HCAM segun la edad.
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4.2 Correlacion de los parametros estudiados con el tipo de

anticoagulante y el tiempo

En el grafico 5, mediante diagrama de cajas, se muestra la distribucién de las medias
de cada parametro estudiado en funcion del anticoagulante, en 2 tiempos diferentes de

procesamiento t0 y t4.

Gréfico 5. Medias de cada parametro en funcidn del tiempo y anticoagulante.
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A priori podemos decir que para cada variable no existe una diferencia
estadisticamente significativa entre los tiempos t0 y t4 en ningun tipo de anticoagulante

estudiado.

Para corroborar esto realizamos la prueba t-student pareada para cada variable y para

cada tipo de anticoagulante empleado.

En la tabla 4 se encuentran las medias obtenidas de cada pardmetro con cada
anticoagulante en el primer procesamiento o t0. Se encontraron diferencias
significativas en el valor de plaquetas, el resto de pardmetros mostraron medias
similares.

Se puede evidenciar que los resultados obtenidos con el TPF, anticoagulante en
estudio, son iguales a los resultados arrojados por el EDTA en 4 de los 5 parametros
estudiados. Sin embargo, se obtuvieron diferencias significativas en el resultado de
plaguetas al comparar el citrato de sodio, EDTA y TPF, siendo este ultimo el que arroja

la media mas baja.

Adicionalmente, se encontraron 4 pacientes que presentaron trombocitopenia y fueron
los Unicos casos en los que las muestras con TPF dieron valores mas altos,
comparables con los valores obtenidos en las muestras anticoaguladas con citrato de
sodio.

Tabla 4. Prueba t-student pareada comparando el valor de los parametros estudiados contra

los anticoagulantes empleados en el primer procesamiento

Parametro Unidades Tipo de anticoagulante P
EDTAK3  TPF  CITRATO*
Hematies 10°%/mm?® 5,53 5,5 NA 0,412
Leucocitos 10°/mm? 6,19 6,18 NA 0,134
Hemoglobina g/ dL 16,09 15,98 NA 0,21
Hematocrito % 47,8 47,65 NA 0,065
Plaquetas 10°/mm? 266 NA 290 0,031
Plaguetas 10°/mm’* NA 243 290 0,028
Plaguetas 10°/mm? 266 243 NA 0,018

*El Citrato fue empleado Unicamente para evaluar la cuantificacion de plaquetas

En la tabla 5 se encuentran las medias obtenidas de cada parametro con cada
anticoagulante en el segundo procesamiento o t4. Se encontraron diferencias
significativas en todos los parametros estudiados, siendo las muestras con TPF las
gue presentan las medias mas bajas.
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Tabla 5. Prueba t-student pareada comparando el valor de los parametros estudiados contra

los anticoagulantes empleados en el segundo procesamiento.

Parametro Unidades Tipo de anticoagulante P
EDTAK3  TPF  CITRATO*
Hematies 10°/mm? 5,52 5,46 NA 0,015
Leucocitos 10*/mm’ 5,99 5,66 NA 0,032
Hemoglobina g/ dL 16,11 15,9 NA 0,02
Hematocrito % 48,14 47,18 NA 0,019
Plaguetas 10°/mm? 257 230 NA 0,016
Plaguetas 10°/mm? 257 NA 291 0,034
Plaquetas 10°/mm? NA 230 291 0,027

*El Citrato fue empleado Unicamente para evaluar la cuantificacion de plaquetas

En la tabla 6 se hace una comparacion a diferentes tiempos de procesamiento con el
mismo anticoagulante, EDTA, con la finalidad de determinar la estabilidad de los

parametros estudiados en un lapso de 4 horas.

Se evaluaron los resultados obtenidos con el EDTA y se puede apreciar que
solamente el valor de hematies y hemoglobina se conservan con el paso del tiempo. El
resto de parametros varia de forma significativa entre el primer y segundo

procesamiento.

Tabla 6. Prueba t-student pareada comparando el valor de los parametros estudiados en 2

diferentes tiempos de procesamiento con EDTA como anticoagulante

Pardmetro  Unidades Tipo de P
anticoagulante
EDTAK3t0 EDTAK3t4
Hematies 10°%/mm? 5,53 5,52 0,713
Leucocitos 10*/mm’ 6,19 5,99 0,02
Hemoglobina g/ dL 16,09 16,11 0,587
Hematocrito % 47,8 48,14 0,03
Plaquetas 10°/mm? 266 257 0,034

En la tabla 7 se hace una comparacién a diferentes tiempos de procesamiento con el
mismo anticoagulante, TPF, con la finalidad de determinar la estabilidad de los

parametros estudiados en un lapso de 4 horas.
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En este caso se puede observar que el Gnico parametro que permanece estable con el

paso del tiempo es el valor de hematies, ya que el resto de pardmetros varia de forma

significativa entre el primer y segundo procesamiento.

Tabla 7. Prueba t-student pareada comparando el valor de los parametros estudiados en 2

diferentes tiempos de procesamiento con TPF como anticoagulante.

Pardametro

Hematies
Leucocitos
Hemoglobina
Hematocrito
Plaquetas

Unidades Tipo de P
anticoagulante
TPF tO TPF t4

10°/mm? 5,5 5,46 0,431
10*/mm? 6,18 5,66 0,037
g/ dL 15,98 15,9 0,024
% 47,65 47,18 0,009
10°/mm? 243 230 0,016

4.3 Valoracion de morfologia celular

4.3.1. Observaciones Generales

Se evaluaron un total de 1088 placas, de las cuales un 47.43% resultaron normales en

todos los parametros evaluados, mientras que el 52,57% restante mostré al menos

una alteracion celular, como se muestra en el grafico 6.

Gréfico 6. Distribucién de los frotis observados segun la existencia de alteracion.
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En el gréafico 7 se evidencia la frecuencia de alteraciones morfologicas segun el tipo de

anticoagulante empleado. Se obtuvo que las muestras tratadas con EDTA mostraron

mayores diferencias, independientemente del tiempo transcurrido.
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De un total de 572 muestras que presentaron algun tipo de cambio morfoldgico, 312
fueron observadas en muestras con EDTA y 260 en muestras con TPF; esto
corresponde a un 55% y 45% de alteraciones, respectivamente.

A nivel general se puede ver que la mayoria de cambios se dan en muestras tratadas
con EDTA y que el nimero de alteraciones se ve incrementado después de 4 horas de
conservacion de las muestras. Las muestras tratadas con TPF, aunque mostraron

menos alteraciones morfoldgicas, éstas se fueron incrementando con el paso del

tiempo.
Grafico 7. Cambios morfolégicos segun el anticoagulante empleado
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En la tabla 11 se resumen los cambios morfolégicos hallados en funcion del tiempo y
del anticoagulante. A nivel de eritrocitos, se evidencid una presencia importante de
equinocitos, a nivel de neutrofilos y monocitos fue notoria la vacualizacion
citoplasmatica, en el caso de linfocitos se observd linfocitos atipicos o reactivos y
vacualizacion del citoplasma, en plaquetas se pudo observar una presencia importante

de macroplaguetas y en menor proporcion de agregados plaquetarios.
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Tabla 11. Anormalidades morfoldgicas encontradas en funcién del tiempo y del anticoagulante empleado

Células Hallazgos Morfolégicos EDTA TPF
Sanguineas <1 hora 4-5 horas <1 hora 4-5 horas
Cualitativo Porcentaje Cualitativo Porcentaje Cualitativo Porcentaje Cualitativo Porcentaje

Eritrocitos Macrocitos ++ 0,36 ++ 0,82 ++ 0,28 ++ 0,32
Equinocitos ++ 1,83 ++ 2,2 ++ 1,01 ++ 1,93
Eliptocitos + 0,18 + 0,18 + 0,09 + 0,18
Dacriocitos + 0,09 + 0,09 0 0
Estomatocitos + 0,09 + 0.12 0 0
Dianocitos + 0,09 + 0,09 0 0

Neutréfilos Vacuolizacién del citoplasma + 0,82 + 0,18 0 0,09
Multilobulacion ++ 0,27 0.54 + 0,18 0,18
Nucleo picnético 0 + 0,09 0 0
Blastos/ células inmaduras 0 ++ 0,18 0 0

Linfocitos Linfocitos reactivos S 1,29 + 1,74 L 0,83 ++ 1,01
Vacuolizacién del citoplasma ++ 1,47 ++ 1,75 ++ 0,46 ++ 0,64
Nucleo picnético + 0,09 + 0,09 0 0

Monocitos Vacuolizacion del citoplasma ++ 1,01 ++ 2,02 ++ 0,92 ++ 1,27

Plaguetas Macroplaquetas ++ 6,7 ++ 9,93 ++ 5,05 ++ 8,09
Agregados plaquetarios ++ 1,01 ++ 1,56 ++ 2,48 ++ 2,21
Degranulacién + 0,83 ++ 1,75 ++ 0,83 ++ 1,47
Satelitismo Plaquetario ++ 0,09 ++ 0.09 0 ++ 0,18

+ Cambios observados por menos del 50% de los observadores ++ Cambios observados por mas del 50% de los observadores
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4.3.2. Hallazgos Relevantes

A continuacién, se muestran algunas de las imagenes obtenidas durante la

observacién morfolégica realizada a las muestras tratadas con EDTA y TPF.

La imagen 12 corresponde a una muestra tratada con EDTA, se puede apreciar un
linfocito, hematies y plaquetas que conservan su morfologia. Mientras que, en la

imagen 1° que también corresponde a una muestra tratada con EDTA, se puede

observar un linfocito con una vacuola citoplasmatica.

En las imagenes mostradas se evidencia el efecto del tiempo sobre diversas células
sanguineas en muestras tratadas con EDTA. La imagen 12 es de una muestra recién
recolectada y la imagen 1° de una muestra después de 4 horas de haber extraido la

sangre.

La imagen 22, por otro lado, corresponde a una muestra tratada con TPF, se puede
apreciar un neutrdfilo, linfocito, monocito, eosindfilo, hematies y plaguetas que
conservan su morfologia. La imagen 2° corresponde a una muestra tratada con TPF
después de 4 horas de recoleccion de la muestra, pero no se logra apreciar ningan
cambio morfoldgico importante.

Los frotis observados con TPF no mostraron diferencias a nivel de tincién ni de
morfologia en comparacién con el EDTA.
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Las siguientes imagenes son de diversos cambios morfolégicos encontrados en

muestras con EDTA.

En la imagen 32 se puede ver una macroplaqueta, la imagen 3° es de una
macroplaqueta degranulada, la imagen 3° es de agregados plaquetarios y la imagen 3¢

corresponde a un linfocito con nucleo picnotico.

Las imagenes que se presentan a continuacion, corresponden a las alteraciones

morfoldgicas encontradas en muestras tratadas con TPF.

En la imagen 42 se observa un neutréfilo con ndcleo picnético y en la imagen 4° se

evidencia la presencia de pequefios agregados plaquetarios.
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DISCUSION

Previamente Rangel, en 2 estudios, probd la utilidad del TPF como anticoagulante
para ser usado en hematologia, obteniendo resultados favorables y orientativos a su
uso en reemplazo del EDTA. No obstante, nuestros resultados indican que, aunque el
TPF se compara con el EDTA en la determinacién de 4 parametros estudiados e
incluso conserva de mejor manera la morfologia celular, la cuantificacion de plaquetas
es significativamente inferior con TPF lo que nos lleva a dudar de una utilidad plena
del anticoagulante en estudio.

Un aspecto importante que debe ser considerado es el desempefio del equipo
empleado. Un estudio realizado por Leers y sus colaboradores, el cual compararon el
desempefio de los equipos Cell Dynn y Sysmex XT-2000i, a través de indices de
concordancia y BIAS. Se encontré que, en comparacion con el Cell Dynn, el equipo
fabricado por Roche tiene un menor desempefio con respecto al contaje plaquetario,
ya que la media para el BIAS fue de 39.8 (restando valores obtenidos del Cell Dynn
menos Sysmex), es asi que posiblemente este aspecto contribuya con la diferencia
encontrada en el recuento plaquetario en nuestro estudio. (Leers, Goertz, Feller, y
Hoffmann, 2011)

Con respecto a la composicion y pureza del anticoagulante empleado; en el estudio de
referencia se menciona que se utilizé TPF técnico, pero no hay mayor informacion del
producto por lo que puede que existan variaciones importantes que estén relacionadas
con el efecto del anticoagulante. Asi también, el hecho de que se hayan encontrado
plaguetas agregadas en ciertas placas con TPF, es sugerente de que existe un factor
gue induce la activacién plaquetaria. La bibliografia indica que el TPF disuelto en agua
deja libres ciertos cationes y aniones, siendo estos ultimos los que pueden generar
que las plaguetas se activen y se agreguen. (Serrano et al, 1993) (Monteiro et al,
2011).

Existe la posibilidad de que el TPF cause el mismo fenémeno plaquetario que el EDTA
dado que, los dos anticoagulantes tienen como mecanismo de accion la quelacién del
calcio, el mismo que es indispensable para conservar la estructura funcional del
complejo glucoproteico lIb/llla localizado en la membrana plaquetaria. En ausencia de
calcio, este complejo se disocia favoreciendo asi la uniéon de autoanticuerpos, con una

posterior aglutinacién plaquetaria. (Fang, Chien, Yang, Lu, y Lin, 2015).

49



CONCLUSIONES

A partir de las muestras tratadas con EDTA y TPF se obtuvieron las medias para
los siguientes parametros: RBC, WBC, HB y HCT. Los valores obtenidos se
encuentran en la tabla 4, mismos que no evidencias variaciones significativas
estadisticamente, por lo tanto, se puede concluir que los valores obtenidos con el
nuevo anticoagulante son comparables con los valores de EDTA y puede ser

empleado en laboratorios de hematologia que utilicen técnicas manuales.

Con respecto a los recuentos plaquetarios, se obtuvieron las medias de las
muestras que fueron tratadas con citrato de sodio, EDTA y TPF. En este caso, Si
se encontraron variaciones significativas, ya que el TPF arrojé valores inferiores a
los obtenidos con EDTA y citrato de sodio. Consecuentemente, se concluye que,
contrario a lo encontrado en estudios previos, los valores de plaguetas obtenidos
con el nuevo anticoagulante no son semejantes a los valores obtenidos con los
anticoagulantes tradicionales, por lo tanto, el TPF no se recomienda para el

contaje de plaguetas.

En base a lo antes mencionado, se concluye que, aunque el TPF es util en la
determinacion de eritrocitos, leucocitos, hemoglobina y hematocrito, no tiene la
misma utilidad para la cuantificacion de plaquetas y esto limita su uso en
laboratorios con equipos automatizados bajo las condiciones en las cuales se
realizé el estudio. Sin embargo, en laboratorios de un nivel de complejidad basico,
donde el procesamiento es manual y los pardmetros a reportar incluyen RBC,
WBC, HB y HCT el TPF podria ser empleado como un anticoagulante alternativo.

Una variable adicional y nueva que se manejé en el estudio fue el efecto del
tiempo en la conservacion de la muestra, y se pudo observar un evidente cambio a
nivel cualitativo y cuantitativo de los parametros en estudio. En las muestras
tratadas con EDTA, los Unicos parametros que se mantuvieron estables después
de 4 horas fueron el contaje de eritrocitos y el valor de hemoglobina. Mientras que,
con TPF, el tnico parametro que se mantuvo estable en el mismo lapso de tiempo
fue el contaje de eritrocitos. Con estos resultados se concluye que, como establece
el CLSI en su norma H26-A2 y el ICSH, una muestra debe ser procesada en un
tiempo no mayor a las 2 horas después de la recoleccién; y si el andlisis se
posterga, se debe refrigerar (2-8°C) la muestra hasta por maximo 6 horas para

poder ser analizada.
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El estudio morfolégico con respecto al tipo de anticoagulante, revela que del total
de placas observadas, la mayor cantidad de alteraciones morfologicas se hallaron
en aquellos frotis de muestras tratadas con EDTA. Sin embargo, también se
observaron ciertas alteraciones en muestras tratadas con TPF y es posible concluir
gue el TPF conserva la morfologia celular de una forma similar o incluso mejor que
el EDTA.

Con todo lo mencionado previamente, podemos concluir que, en efecto, el TPF
tiene propiedades anticoagulantes importantes, las mismas que pueden llegar a
ser comparables a las que posee el EDTA, sin embargo, en este estudio se
encontraron resultados que se contraponen a los reportados previamente donde se
dice que el TPF es un mejor estimador de plaguetas con respecto al EDTA. Es
importante acotar y esclarecer que, en este estudio se manejaron otras
condiciones de trabajo como el tipo de tubo para la recoleccién de las muestras, el
volumen de sangre extraido, el equipo hematolégico empleado; todas estas

condiciones pudieron influir para que se genere este resultado.

No obstante, consideramos que el TPF puede ser una opcién a ser tomada en
cuenta en laboratorios que manejan técnicas de procesamiento manual donde se
puede determinar el valor de eritrocitos, leucocitos, hemoglobina y hematocrito, asi
como datos de morfologia celular, obteniendo resultados confiables y de utilidad
clinica. Esto sumado a que el TPF es un componente de bajo costo con relacién al
EDTA y al citrato de sodio, lo convierte en una alternativa potencial para su uso en

el laboratorio clinico.
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RECOMENDACIONES

Se recomienda realizar un nuevo estudio tomando como poblacion a pacientes que
presenten trombocitopenia, para determinar si en estos casos el TPF puede ser

utilizado para realizar una mejor valoracién del contaje plaquetario.

Se sugiere realizar un estudio similar al realizado y en el que la variable a
considerar sea la temperatura (ambiente y refrigeracién) de conservacion de la
muestra para determinar si existen diferencias en contajes celulares y en la
valoracion de la morfologia; y esto se pueda relacionar con la estabilidad del
anticoagulante. Dicha variable no fue considerada dentro de este estudio ya que se

consideraron mas variables con respecto a los estudios previamente realizados.

Para estudios posteriores se deberia tomar en cuenta los estudios de desempefio
entre un equipo y otro, en determinados parametros; por lo cual se recomienda
considerar estas variaciones intrinsecas de los equipos al momento de realizar la

calificacion del mismo para posterior uso dentro de un estudio.
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ANEXOS

ANEXO 1. Consentimiento Informado

CONSENTIMIENTO INFORMADO PARA PARTICIPAR EN UN ESTUDIO DE
INVESTIGACION

Titulo de la investigacion: “Estudio piloto para establecer la utilidad del Tripolifosfato
de sodio (TPF) como anticoagulante de eleccibn en la realizacibn de pruebas
hematolégicas en un laboratorio de la ciudad de Quito”

Investigadores principales

1. Sandra Carolina Lopez Jiménez, estudiante de la Facultad de Medicina carrera
de Bioquimica Clinica de la Pontificia Universidad Catdlica del Ecuador.
Teléfono de contacto: 0995082729

Correo electronico: caritolopezi@gmail.com, slopez271@puce.edu.ec

2. Evelyn Sofia Vivanco Vélez, estudiante de la Facultad de Medicina carrera de
Bioquimica Clinica de la Pontificia Universidad Catdlica del Ecuador
Teléfono de contacto: 0969267505

Correo electrénico: soflvivanco93@gmail.com, evivanco239@puce.edu.ec

Este formulario de consentimiento es sélo una parte del proceso de consentimiento
informado. La intencién es darle una idea basica sobre la investigacion y lo que su
participacion implica. Por favor, tbmese su tiempo para leer este formulario
atentamente y si usted siente que le gustaria obtener mas informacién acerca de la
investigacion, por favor haga sus preguntas. Usted recibira una copia de este
formulario.

Antecedentes

Actualmente, la biometria hematica es un perfil que evalia de forma cuantitativa y
cualitativa las células sanguineas, contribuyendo con el diagnéstico y seguimiento de
diversas patologias. Esto hace que hoy por hoy, la biometria sea una de las
principales y mas demandadas pruebas de laboratorio, es de ahi que radica la
importancia de garantizar resultados veraces y oportunos; los mismos gue se logran al
trabajar con un anticoagulante Optimo, un equipo bien controlado y personal
capacitado.

Segun normas internacionales, el EDTA es el anticoagulante de eleccion para realizar
este tipo de exadmenes, pero en varios estudios se ha demostrado que este
anticoagulante causa alteraciones importantes que pueden derivar en la realizacion de
procesos injustificados y muchas veces riesgosos para la salud del paciente como
transfusiones de concentrados plaquetarios, biopsia de médula 6sea, esplenectomia,
postergacion de procedimientos quirdrgicos, asi como tratamientos con
inmunoglobulina intravenosa, corticoesteroides, trombopoyetina y factores de
crecimiento.

Procedimiento

El estudio a realizar consiste en la extraccion de sangre venosa mediante puncion al
vacio para obtener un total de 11.5 mL de sangre, la misma que sera recolectada en
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un tubo con EDTA, citrato de sodio y TPF. Las muestras recolectadas seran
analizadas inmediatamente y después de 4 horas de haberlas recolectado. El analisis
sera de forma automatizada y manual y los resultados obtenidos seran enviados a su
mail o los puede retirar personalmente en el laboratorio clinico del hospital.

Propdsito

Con los resultados obtenidos sera posible determinar si el TPF cumple con los
requisitos establecidos para considerar su uso en determinaciones hematoldgicas y
que, a diferencia del EDTA, no produzca alteraciones cualitativas y/o cuantitativas. De
esta forma, se puede proponer la realizacion de estudios mas profundos que permitan
concluir la utilidad del TPF para considerarlo, mas adelante, como el anticoagulante de
eleccién en determinaciones hematoldgicas y sustituir al EDTA.

Tiempo de duracién y tipo de participacion

Se estima que el estudio durara en total 3 meses, desde la recoleccidn, procesamiento
de datos e interpretacion de los mismos. Sin embargo, su participacién en el estudio
se limitard a la extraccion de sangre venosa mediante puncion, por una sola ocasion.

Para proceder con la extraccion y recoleccién de sangre venosa es necesario que
usted firme este consentimiento informado, que acuda al laboratorio entre las 06:30 y
10:00 para la toma de muestras y aunque no es necesario que esté en ayunas, se
recomienda tener una dieta baja en grasas por lo menos un dia antes a la realizacién
del examen.

Riesgos

No se presentan riesgos durante su participacion. Sin embargo, puede que presente
una sensacion de ansiedad y dolor (momentaneo) cuando se realice la extraccién de
sangre. En el caso de que usted sufra lesiones como resultado de su participacion en
esta investigacion, se respaldara su atencion si se confirma que las lesiones son
secundarias a nuestra intervencion.

Participacién voluntaria

Su participacion en esta investigacion es completamente voluntaria. Usted puede
elegir participar o no, sin gue los servicios que usted recibe en esta unidad de salud se
vean afectados bajo ningln concepto. Usted puede cambiar de idea mas tarde y dejar
de participar aun cuando haya aceptado antes sin renunciar a ningun reclamo,
derecho o recurso. Adicionalmente, usted no tendrd que pagar nada por participar en
el estudio y tampoco recibird ningun tipo de beneficio econémico directo.

Confidencialidad

Se mantendra la confidencialidad de cualquier informacion personal que se obtenga en
relacion con este estudio y solo ante recurso legal se facilitarq a los entes oficiales si
asi se solicita. Los datos se introduciran en una base de datos segura, a la que sélo
los investigadores con clave, tendran acceso. Usted seréa identificado por un nimero
en la base de datos. La base de datos no contiene informacion que puede ser usada
para identificarlo directamente. La informacion personal que se puede utilizar para
identificarlo sera grabada en una carpeta y guardada en un lugar seguro. Todos los
datos de identificacion y documentos fisicos seran destruidos después de 5 afios,
segun las directrices locales.
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FIRMAS

Su firma en este formulario indica que usted ha entendido satisfactoriamente la
informacion sobre su participacion en el proyecto de investigacién y est4 de acuerdo
en participar. De ninguna manera renuncia a sus derechos legales, ni libera a los
investigadores de sus responsabilidades legales y profesionales. Usted es libre de
retirarse del estudio en cualquier momento sin poner en riesgo su atencion médica.

Si tiene mas preguntas sobre los asuntos relacionados con esta investigacion, por
favor pdngase en contacto con:

Carolina Lopez — Sofia Vivanco
Teléfono: 0995082729 — 0969267505
E-mail: caritolopezj@gmail.com — sofivivanco93@gmail.com

a) Nombre del/la participante Firma

b) Nombre del representante Firma

(En caso de personas discapacitadas)

¢) Nombre del Investigador (1) Firma

d) Nombre del Investigador (2) Firma

Una copia firmada de este formulario de consentimiento queda en manos del
participante para que la guarde y la conserve.

RETRACCION DEL PACIENTE:
Titulo del estudio:

Motivo de la retraccion (opcional):

Nombre del/la participante o representante Firma

Fecha:
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ANEXO 2. Solicitud de autorizaciéon al Hospital “Carlos Andrade Marin”

Quito, 15 de Agosto del 2016

Dr. Patricio Yanez
Jefe de la Unidad de la Unidad de Patologia Clinica HCAM

Presente.-

Sandra Carolina Lépez Jiménez con C.I. 1723290654 y Evelyn Sofia Vivanco Vélez con C.I.
1724718372, en calidad de estudiantes de la carrera de Bioquimica Clinica de la Facultad de
Medicina de la Pontificia Universidad Catélica del Ecuador, solicitamos a usted muy
comedidamente nos autorice la recoleccion de muestras sanguineas, asi como el
procesamiento de las mismas en el equipo Sysmex XT-1800i ubicado en el laboratorio de
Hematologia de la unidad que Ud. tan acertadamente dirige. Esto corresponde a la parte
practica de la disertacion titulada “Estudio piloto para establecer la utilidad del Tripolifosfato de
sodio (TPF) como anticoagulante de eleccién en la realizacién de pruebas hematolégicas en
un laboratorio de la ciudad de Quito, septiembre a noviembre del 2016".

Por la atencién que se digne dar a la presente le reiteramos nuestro agradecimiento y
consideracion.

Atentamente, ? f\
Y %5\
A IS NARE

,&w@t@ JZ»
3 7

c’/

R

> Y
4 e = ne?’
Sandra Carolina Lépez Jiménez - gﬁf? NICO
pRIOLOCE Jg e 54
C.l. 1723290654 < iy f

<

Wi

Evélyfﬁ Sofia

ivanco Vélez

1724718372
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ANEXO 3: Solicitud de autorizacién de recoleccién de muestras Banco Sangre

¥ sess

INSTITUTO ECUATORIANO DE SEGURIDAD SOCIAL
HOSPITAL “CARLOS ANDRADE MARIN”

Quito, D.M., 19 de octubre de 2016

Sefiores:
FACULTAD DE MEDICINA .
PONTIFICIA UNIVERSIDAD CATOLICA DEL ECUADOR

Presente.-

De mi consideracion:

Mediante la presente me permito hacer llegar la aceptacion por parte de la
Unidad de Banco de Sangre del Hospital Carlos Andrade Marin, quien
colaborara con el desarrollo investigativo de las Srta. Evelyn Sofia Vivanco
Vélez con C.l. 1724718372 y Sandra Carolina Lopez Jiménez con C.I.
1723290654, cuyo tema es “Estudio piloto para establecer la utilidad del
Tripolifosfato de sodio (TPF) como anticoagulante de eleccién en la
realizacion de pruebas hematolégicas en un laboratorio de la ciudad de
Quito, septiembre a noviembre del 2016", previa la autorizacién de la

* Institucién, tramite que esta en proceso. i
oM o0

Con sentimientos de distinguida consideracion.

i

-
[
|

Atentamente, ‘ el J

C} j ) |

Martha Gabela

JEFE DE LA UNIDAD DE BANCO DE SANGRE
HOSPITAL CARLOS ANDRADE MARIN

Av. 18 de Septiembre S/N y Ayacucho Teléf. 2944200/300
Quito — Ecuador

A L
actucur para servir
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Quito, 15 de Septiembre del 2016

Lcda. Martha Gabela
Unidad de Banco de Sangre HCAM

Presente.-

Sandra Carolina Lépez Jiménez con C.l. 1723290654 y Evelyn Sofia Vivanco Vélez con C.I.
1724718372, en calidad de estudiantes de la carrera de Bioquimica Clinica de la Facultad de
Medicina de la Pontificia Universidad Catélica del Ecuador, solicitamos a usted muy
comedidamente nos autorice la recoleccién de muestras sanguineas para la realizacion de la
disertacion titulada “Estudio piloto para establecer la utilidad del Tripolifosfato de sodio (TPF)
como anticoagulante de eleccion en la realizacion de pruebas hematolégicas en un laboratorio
de la ciudad de Quito, septiembre a noviembre del 2016".

Por la atencién que se digne dar a la presente le reiteramos nuestro agradecimiento y
consideracion.

Atentamente,

Sandra Carolina Lép_éz Jiménez

C.1. 1723290654

1724718372
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ANEXO 4. Certificado de calibracién Balanza Analitica BOECO

Senicio de

: | T
W | Aomimen
| Fougtoniano

SECalMet SOLUCIONES ESPECIALIZADAS EN CALIDAD Y METROLOGIA i N AR Lk ek

LABORATORIO DE CALIBRACION

Adhesivo No. 000145

Pedido No. 2016-CA-171 Certificado No. SECM-B-2016-092

Fecha de calibracién 2016-09-14 Este certificado de calibracién documenta la
trazabilidad hacia el Patrén Nacional del

Objeto Balanza masa del Laboratorio Nacional de Metrologia
del Ecuador, el cual es trazable a la

Marca BOECO realizacion de la unidad de medida de
acuerdo al Sistema Internacional de

Modelo: BAS 31 PLUS Unidades (St).

La incertidumbre de medida se obtuvo

"o el multiplicando la incertidumbre estdndar
combinada por un factor de cobertura k=2,

Identificacion 2127425 el cual corresponde a un nivel de confianza
de aproximadamente 95% bajo la suposicién

Capacidad 220g de que la funcién de densidad de
probabilidad del mensurando es normal. La

Div. Escala 0,0001 g incertidumbre de la medicién fue estimada
de acuerdo al documento "Evaluation of

Div. Escala de Verificacién 0,001 g measurement data - Guide to the expression
of uncertainty in measurement". BIPM. First

Slote e auactitu I; Especial edition - September 2008.

Tipo de indicacién Digital Es responsabilidad del usuario.establecer la
fecha de wuna nueva calibracién del
instrumento. Este documento no es un

Ubicacién Laboratorio de Biologia Molecular

certificado de calidad, relaciona los
resultados con los items calibrados en el
Cliente DiSertab - PUCE momento de la calibracién. El tiempo de
validez de los resultados depende tanto de
las caracteristicas del instrumento calibrado

Direccién Avenida 12 de Octubre 1076 y Vicente como de las précticas para su manejo y uso.

Ramon Roca (PUCE)
No es recomendable la reproduccién parcial

de este certificado ya que puede dar lugar a
Observaciones o interpretaciones equivocadas de sus
resultados.

SECalMet no se responsabiliza del uso indebido de este certificado

Calibrado por: Autorizado por: Fecha de emisién:
/) / 2016-09-14
MGZ@ZZ | SECalMet
SECALMET SOLUCIONES
Dra. Ménica Gualotufia ESPECIALIZADAS EN CALIDAD ¥
Técnico de laboratorio Directora de Calidad METROLOGIA CIA.LTDA.

Nayén: Segundo Corella N1-37 y calle Quito; Quito-Ecuador; Tel: 02-2884418 / 0990687624 / 0995230691;
e-mail: secalmet.cia.ltda@gmail.com; web: http://secalmet.jimdo.com

..
-

67



DiSerlab - PUCE

Cert. No.: SECM-B-2016-092

Fecha de calibracién: 2016-09-14

Pedido No.:

2016-CA-171

Procedimiento: Procedimiento PC 01, Procedimiento para la calibracién de balanzas, basado en la Guia SIM para la calibracién
de instrumentos para pesar de funcionamiento no automatico y la Recomendacién Internacional OIML R76-1.
Lugar de la calib.: La calibracion se realizé en las instalaciones de la empresa, bajo condiciones en las cuales opera normalmente el

equipo.
To Tf Po Pf Ho Hf Dens. del aire
25,0 °oC 24,7 °C BxEE oo ®e2x Lo 45 % a5 g |rrrx g/em?
Patrones y equipos utilizados:
Juego de pesas clase F1; Codigo SSF 1028, Certificado SECALMET No.: SECMI-M-2016-001
Resultados de la calibracion
Excentricidad
L1 L2 L3 L4 L5 Exc. Max. e.m.p.
g g g g g g g
100,0008 100,0010 100,0006 100,0004 100,0004 0,0004 0,0020
Linealidad
Masa Patrén Lectura ASC. Lectura DESC. Error ASC. Error DESC. e.m.p U; k=2
g g g g g g 8
0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0010 0,0006
0,1000 0,1000 0,1000 0,0000 0,0000 0,0010 0,0006
0,3000 0,3000 0,3000 0,0000 0,0000 0,0010 0,0006
0,5001 0,5000 0,5001 -0,0001 0,0000 0,0010 0,0006
1,0001 1,0000 1,0001 -0,0001 0,0000 0,0010 0,0006
3,0002 3,0002 3,0002 0,0000 0,0000 0,0010 0,0006
5,0002 5,0002 5,0003 0,0000 0,0001 0,0010 0,0006
10,0002 10,0003 10,0005 0,0001 0,0003 0,0010 0,0006
30,0003 30,0004 30,0005 0,0001 0,0002 0,0010 0,0006
50,0003 50,0008 50,0007 0,0005 0,0004 0,0010 0,0007
100,0005 100,0010 100,0011 0,0005 0,0006 0,0020 0,0008
200,0008 200,0016 200,0016 0,0008 0,0008 0,0020 0,0011
Repetibilidad
L1 L2 L3 L4 L5 Diferencia Max. e.m.p.
B g g g g 8 g
100,0007 100,0007 100,0009 100,0002 100,0004 0,0007 0,0020
Resumen de resultados
Excentricidad Los de errores de la balanza para la prueba de excentricidad son menores a los permitidos en la norma NTE INEN
OIML R76-1, numeral 3.5.1,3.4.2 y 3.6.2.
Linealidad Los de errores de la balanza para la prueba de linealidad son menores a los permitidos en la norma NTE INEN
OIML R76-1, numeral 3.5.1,3.5.2y3.5.3.3.
Repetibilidad Los de errores de la balanza para la prueba de repetibilidad son menores a los permitidos en la norma NTE INEN

OIML R76-1, numeral 3.5.1,3.5.2y 3.6.1.

i ————

Calibrado por:

Fis./René Chanchay

)

— [SECalMet],

do por:

Dra. Ménica Gualotufia
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ANEXO 5. Certificado de calibracion Pipeta HUMAN 100 uL

ﬁ { Acrec ditac t.i')n

[ SECaliviai SOLUCIONES ESPECIALIZADAS EN CALIDAD Y METROLOGIA Acreditacion N* SAE LCA 16.001

LABDRATORIO DE CALISBRACION

Adhesivo No. 01084
Pedido No. 2016-CA-125 Certificado No. SECM-V-2016-545

Fecha de calibracién 2016-08-03 Este certificado de calibracién documenta Ia
trazabilidad hacia el Patrén Nacional del
masa del Laboratorio Nacional de Metrologia

Objeto Pipeta de piston tipo A/ D1 del Ecuador, el cual es trazable a Ia
realizacién de la unidad de medida de

Marca Human acuerdo al Sistema Internacional de
Unidades (S!).

Modelo Humapette La incertidumbre de medida se obtuvo
multiplicando la incertidumbre estindar

Serie YL4A067268 combinada por un factor de cobertura k=2, el

cual corresponde a un nivel de confianza de
aproximadamente 95% bajo la suposicién de
identificacién s que la funcién de densidad de probabilidad
del mensurando es normal. La incertidumbre
de la medicién fue estimada de acuerdo al

Siee A00 st documento “Evaluation of measurement
data - Guide to the expression of uncertainty

Divisién de Escala: P, in measurement". BIPM. First edition -
September 2008.

Clase de exactitud: i A

Es responsabilidad del usuario establecer la
fecha de wuna nueva calibracion del
Material: Acero inoxidable instrumento. Este documento no es un

certificado de calidad, relaciona los

resultados con los items calibrados en el
Cliente Hospital Carlos Andrade Marin momento de la calibracién. El tiempo de
validez de ios resultados depende tanto de
las caracteristicas del instrumento calibrado

Direccién / Av. 18 de Septiembre y Ayacucho como de las practicas para su manejo y uso.

No es recomendable la reproduccién parcial
de este certificado ya que puede dar lugar a

Observaciones B interpretaciones  equivocadas de sus
resultados.

SECalMet no se responsabiliza del uso indebido de este certificado

Calibrado por: Autorizado por: Fecha de emisién:

e 2016-08-03
Fis. Chanchay Dra. Ménica Gualotufia m"‘“’:"‘ CAUDAD ¥
Técnico de laboratorio Directora de Calidad

Nayén: Calle Segundo Corella N1-37 y calle Quito; Quito-Ecuador; Tel: 02-2884418 / 0990687624;
e-mail: secalmet.cia.ltda@gmail.com ; web: http://secalmet.jimdo.com/secalmet



Hospital Carlos Andrade Marin
Cert. No.: SECM-V-2016-545 Fecha de calibracion: 2016-08-03 Pedido No.: 2016-CA-125

Procedimiento: Procedimiento PC 09, Procedimiento para calibracién de medidas de volumen, método gravimétrico, basado en el
procedimiento normalizado de operacion SOP No. 14 del NIST y en la Gufa técnica sobre trazabilidad en incertidumbre en los servicios

de calibracion de recipientes volumétricos por el método gravimétrico del CENAM.

Lugar de la calibracion:
La calibracion se realizé en el Laboratorio de SECaiMet.

Condiciones ambientales del ensayo

To T Po Pf Ho Hf Dens, del aire
€ c hPa hPa % % g/cm’®
21,2 21,3 747,8 748,8 50,1 49,6 0,000880
Patrones y equipos utilizados
Patrones:

Agua destilada grado 3, segtin clasificacién en la norma I1SO 3696.

Balanzas
* Radwag; modelo: AS 60/220.R2; Serie: 444460; Id.: Balanza No. 5; Certificado No. SECMI-B-2016-001

Resultados obtenidos
VOLUMEN PARA CONTENER
Volumen Volumen
Nominal a Medido a Correccion U; k=2 E.M.P
i 20°C 20°C
[ uL [ uL uk
VOLUMEN PARA ENTREGAR
Volumen Volumen
& Nominal a Medidoa Correccién U; k=2 EM.P
i 20°C 20°C
pL pL pL pt pL
1 100 99,86 -0,14 0,30 0,80

"EVALUACION:

Los errores del instrumentos son menores o iguales a los errores méximos permitidos establecidos en la norma

NTE INEN-ISO 8655-2, primera edicion, 2014-01, Aparatos volumétricos accionados mediante piston parte 2: Pipetas tipo pistoén,
numeral 7.2, tabla 1.

SECalMet

Yebmotirm=
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ANEXO 6. Verificacion Pipeta HUMAN 100 uL

ENSAYO DE VERIFICACION
1. Datos informativos
Instrumento: Pipeta de piston tipo A/D1
Marca: Human
Modelo: Humapette
Numero de serie: YL4AA067268
Rango: 100 uL
Material: Acero inoxidable
2. Condiciones ambientales del ensayo
Lugar de verificacion: Hospital Carlos Andrade Marin — Laboratorio de Biologia
Molecular

Fecha y hora de la verificacion: 09 de agosto del 2016 a las 10:00

To Tf Ho Hf TA
24.4°C 25°C 33.0% 35.9% 23°C

3. Resultados obtenidos

Analista: Carolina Lopez Analista: Sofia Vivanco
Volumen 1: 100 uL Volumen 2: 100 uL
CORRIDA Pesos Medidos CORRIDA Pesos Medidos
1 0.0998 1 0.0992
2 0.0991 2 0.0998
3 0.0998 3 0.0997
4 0.0998 4 0.0997
5 0.0995 5 0.0999
6 0.0998 6 0.0999
7 0.0999 7 0.0995
8 0.0992 8 0.0997
9 0.0999 9 0.0997
10 0.0992 10 0.0997
Total 0.996 g Total 0.9968 g
Peso medio (W) 0.0996 g Peso medio (W) 0.09968 g
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Volumen medio (Vy) 0.0999 Volumen medio (Vy) 0.1000
DS (uL) 0.0003 DS (uL) 0.0002

CV% 0.0319 CV% 0.2

% Error +0.1 % Error 0.0

(inexactitud)

(inexactitud)

4. Conclusion

La verificacion del instrumento fue realizada en base al protocolo publicado en el 2005

por la Organizacibn Panamericana de la Salud (OPS) en el libro denominado

‘MANUAL DE MANTENIMIENTO PARA EQUIPO DE LABORATORIO”.

En base al certificado de calibraciéon emitido por la empresa SeCalMet, con namero

SECM-V-2016-545, el porcentaje de error maximo permitido es de 0.8 uL. Por lo tanto,

considerando que los valores obtenidos en la verificacion realizada cumplen con dicho

parametro, se concluye que el instrumento es apto para ser utilizado en el estudio.

(Organizacion Panamericana de la Salud, 2005)
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ANEXO 7. Verificacion Pipeta 5 uL

ENSAYO DE VERIFICACION

1. Datos informativos
Instrumento: Pipeta automatica
Marca: HUMAN
Numero de serie: XM4C07573
Rango: 5 uL
Material: Acero inoxidable

2. Condiciones ambientales del ensayo
Lugar de verificacion: Pontificia Universidad Catélica del Ecuador — Laboratorio de
Biologia Molecular DiserLab

Fecha y hora de la verificacion: 14 de septiembre del 2016 a las 11:00

To Tf Ho Hf TA
24.4°C 25°C 35.9% 36.7% 23°C

3. Patrones y equipos utilizados
Patrones:
Agua destilada tipo 3, segun especificacién norma 1SO 3696
Balanza:
BOECO; modelo: BAS 31 PLUS; serie: 432793/14; I1d: 2127425; Certificado No.
SECM-B-2016-092

4. Resultados obtenidos

Analista: Carolina L6opez Analista: Sofia Vivanco
Volumen 1: 5uL Volumen 2: 5 uL
CORRIDA Pesos Medidos CORRIDA Pesos Medidos

1 0,0050 1 0,0051
2 0,0048 2 0,0050
3 0,0052 3 0,0049
4 0,0049 4 0,0050
5 0,0051 5 0,0049
6 0,0050 6 0,0051
7 0,0051 7 0,0049
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8 0,0051 8 0,0050

9 0,0049 9 0,0051

10 0,0048 10 0,0050

Total 0.0499 g Total 0.0500 g
Peso medio (W) 0.0050 g Peso medio (W) 0.0050 g
Volumen medio (Vy) 0.0050 Volumen medio (V;) 0.0050
DS (uL) 0.0001 DS (uL) 0.0001

CV% 2.7461 CV% 1.6330

% Error 0.1293 % Error 0.3300

(inexactitud)

(inexactitud)

5. Conclusiéon

La verificacion del instrumento fue realizada en base al protocolo publicado EN EL

2005 por la Organizaciéon Panamericana de la Salud (OPS) en el libro denominado
“MANUAL DE MANTENIMIENTO PARA EQUIPO DE LABORATORIO”. (Organizacion

Panamericana de la Salud, 2005)
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ANEXO 8. Calificacion Equipo Sysmex XT 1088i

(s
T
5

> FACULTAD DE MEDICINA

S Mis TeS™

Ogqynoa™

PONTIFICIA UNIVERSIDAD CATOLICA DEL ECUADOR

CARRERA DE BIOQUIMICA CLINICA

Calificacion del equipo hematoldgico a emplearse durante la ejecuciéon del proyecto

titulado: Estudio piloto para establecer la utilidad del Tripolifosfato de sodio (TPF)

como anticoagulante de eleccion en la realizacion de pruebas hematoldgicas en un

laboratorio de la ciudad de Quito, septiembre a noviembre del 2016.

1. Informacién general del equipo

IDENTIFICACION

Fabricante

Modelo

Numero de serie
Condicion de Instalacion
Medidas

Fecha de instalacion

Lugar de Instalacion

Contacto de Servicio

Fecha de ultima
calibracion

bttt
esponsable del4 calificacion
R;spof-sablef la calificacion

Fecha: 22 de agosto del 2016

Roche
Sysmex XT-1800i
70891
Operativo
530 x 630 x 720 mm
No disponible
Laboratorio Central del HCAM

1800 110 110
18-08-2016

(G

Jefa de area de Hematologia
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2. Calificacion de Instalacion

Especificaciones de Instalacion

Dimensiones del equipo: 530 x 630 x 720 mm (An x Al
x P)

El aparato debe estar ubicado en un lugar no expuesto
a salpicaduras de agua.

Toma corriente de 3 clavijas préxima al equipo

Alimentacion eléctrica de 100-240 V AC/ 220-240 V
AC = 10%

Consumo de energia 250 VA
Conexién a tierra

Regulador de voltaje (UPS)

Temperatura del entorno 15-30 °C (23°C)

Humedad Relativa de entre 45-85 %

El equipo debe estar en un lugar donde no esté
expuesto a la luz directa del sol

Cerca del lugar de ubicacion no deben encontrarse
equipos que produzcan interferencias eléctricas, como
aparatos de radio, centrifugas, etc.

El equipo debe estar sobre una superficie nivelada,
firme y libre de vibraciones

Deben existir 50 cm de distancia entre las paredes y
los paneles laterales, posterior y superior

W‘

Si

o

Cumple?

esponsable 4604 calificacion

r(,
Respohsable-de’la calificacion

Fecha: 22 de agosto del 2016

Jefa de area de Hematologia

No

76



3. Calificacion de Operacion

Especificaciones de Operacién

Alarmas

Estado de la unidad
principal

Analisis aleatorio
simultaneo
Volumen de muestra
necesario
Control de Temperatura

Tiempo en alcanzar
temperatura establecida
Comprobacion de ruido

de fondo

Control de Calidad

Mantenimiento Diario

Mantenimiento Mensual

Andlisis de muestra
Rendimiento

Cierre del sistema

Error del equipo
Se detiene al presionar F4
Error en escaneo de codigo de barras

Cuando se produce un error, suena un
aviso acustico y aparece el cuadro de
didlogo de ayuda.

Modo de andlisis

Perfil de pardmetros

Gréficas L-V

Estado de conexion al computador central
Visualizacion de gréaficos

Listo: color verde

Analisis en curso: color naranja
Error/averia: color rojo

Después de la dltima determinacion, el
equipo regresa a un estado de standby
21 paradmetros evaluados

Aproximadamente 85 uL para modo
manual

Camara de reaccion: 41°C aprox.
Calefactor para reactivos: 45°C aprox.
< 3 minutos

Los valores de fondo son iguales o
menores a los establecidos

Valores de controles dentro del rango
establecido
Limite como multiplo de SD: 2SD

Enjuagado automatico de la camara de
deteccion

Se realiza autolimpieza

Al finalizar el procesamiento, se realiza
SHUTDOWN

Limpieza de bandejas izquierda y derecha
de racks

Limpieza del carro muestreador

Modo manual, capilar y automatico

El equipo procesa aprox. 80
muestras/hora
Al cerrar el sistema se limpia el detector y

¢Cumple?

Si

X X X X

X X X X X X X X X

>

x

>

>

x

X X

No
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Fecha: 22 de agosto del 2016

la linea de dilucién.

Gn 2/

Jefa de area de Hematologia
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4. Calificacién de Desempefio

Especificaciones de Desempefio

Precision Glébulos Rojos: < 1,5%

Precision Globulos Blancos: < 3,0%

Precision Hemoglobina: < 1,5%
Precision Hematocrito: < 1,5%

Precision Plaquetas: < 4,0%

Fecha: 22 de agosto del 2016

Cumple?

Si

(G @

Jefa de area de Hematologia

No
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ANEXO 9. Calibracién Equipo Sysmex XT 1800i

SYSMEX AMERICA, INC . Curstomer; 00y
P CalibeationVadication of Manufacturer Specifications
- 5‘75 ex Certificate For: XT-Seriss
FSA: Cosa Otz
Account: IESS HOSPITAL CARLOS ANDRADE MARIN
= w; m'
Modet: XT.4800 Cyche Cb: 30223
DATE 18-000-18
RiID#
Sofrware Version (IPV)
Resgents
Aragenl Lots EXp.
EPK NA NA
FBA NA WA
FFD NA N/A
FFS NA NA
sL8 NA NA
RED NA NA
Background Counta
Counts Counta
WOC <. 1 ¥ 1034 002 PLY < 10 x 10r3 1
OIFF < 2 x 1073 000 PLT.O < 10 x 30V 0
REC < 002 x 10%d 000 ROC clog vorspe 101
HGB < 0.1 gkt a.0 HGE Blank 2189
Ldux Particien, Callators, and OC Products
Lol # ___Exp Dok
FEC 420TA NA NA
BFL C27806 WA NA
CELLPACK for dtion A WA
XCal NA NA
Sengipvity AdieHiments
FEC L Anml C i BFLSSC Lasar 1 Chinck
FEC (X) FEC (W) &FL (X) SFL (W) B5E (X) 6 W)
™ SOV OO Mg WO ! BOTR PO
Targed 130 +- 30 =913 Torgui 1308 + 150 =041 30 < 0,41
X-CAL
BASOX BARD-Y CHFF-X DIFFY RABC-X RBC.Y P MCY
Waan 1168 1282 1504 504 A, ™ 1) 04
Lowes Limit 1148 1158 15149 5.5 WA WA 9.1 7.2
Uppar Lismd 1208 1412 181 A54 A WA a8 [r ]

80



Precizlon
[“1- En)
Prochaion Chpln = P T2t PLY
[ Pl L R [
i [LE HOD Hel T o4 63 o
3 1 k) 2.0% A0
oV 7 ot 2 e FLa
L 30 L 1A% . 1L7%
s R s D% [Tl
MEUTHS LYMPHE u 12
[ LTura [Tt [0 BASO e 0 13 L]
[~ 21 a7 'F #8 EL — e 0% THE% _0.0%
[ Lt a 5% 0.0 25.0% ) 1
o
o RETHa L
METW AETH ar - e
oY W A b, Wk "D'“M' -
Lty Th.i% 1 8.0% 0.0 3%
Prociy ko Clhosad Moo
T
wat RAC OB HCT WeY PLT ROWSD “"‘“::"r -—"E:L P:“
v 14 6 FE o8 T 21 k] L - %
Loy i L 1, [ 1.5% 4.0% 1.0% 214% i
WEUTE LV P MONDE ] HAGCH WELT% LYMPHY MOHO% EC0% “5:""'_.
¥ W 24 I3 A [ ET: 14 30 13 73 A
Lerrs T [T i 150% 0% 5.0% 0w 20.0% 25.007% . %
RET AETE arF RET 4 =T o
o [ [ A ok, SO e
Limitn 150% 15.0% M0.0% 5 2. ey
Dopebes Winghi skl riion:
e L Haa HeY M pLT WACHDIFF] om o RBC.O n10
Hasn re: 14] 122 T Y] Frr]
Lowwas Limn A3 - jom MA MiA
435 1. T 2 ETE) w0 e 08
EApna Lt [ X2 [ 1] 125 i 112 % Lo
T4Q 4.4 %
ineie o body Calibration
‘wac RBC HGA HET
MCY
Openy 1 a4 TT] FLT RTo RET S RBC.O |  WaceDiEry
M5 L] Fre) A
[ 1.7 & L] o 20t L Mk, 708
Do (%} L] o7 03 Y 1) :';j: Hh A [ =
Lty / WA
15 1.0% 1.0% 10% T T T HiA A a4
- . 0% 3.0 a.0%
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CAPRLLARY MODE —PERFORMED AS NEEDED

whe "DC [ HCT [T PLY PLT-O azc;u “::-. [
Open SO 0N SO [ [T #OOIK WA 7 i
CAPLLARY | 80N OV [ OV SOV OOV WA L
Ot (%}] oA KR SOV O [T o A il Wanfreation
L irndn TN 210% B.0% 0% 20% 12 0% 12.0% TI% Onty

COM MENTE:

Calitgr p¥on. poriprmpd By

Coltruten wceped by; .f% f/«lfm /J'!Mfw b
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ANEXO 10. Controles utilizados en el periodo comprendido entre Septiembre y Noviembre del 2016.

-
_ sysmex
Insight ™
INTER-LABORATORY QUALITY ASSESSMENT PROGRAM
2016 DATA DUE CALENDAR

¢ -CHECK®(XE)

Note: To generate an inter-iaboratory Quallty Assessmeant Program report for your analyzer, your data must be uploaded to
the Sysmex Web Site by the Period Last Date to Submit date Isfed balow.

Numbear

Lot Begins

Lot Ends

Period 1
Begins

Pariod 1
Ends

Peariod 1
Last Date to
Subimit

Period 2
Begins

Pericd 2
Ends:

Period 2
Last Date to
Subimit

6135

B196

B1857

5158

0T EZ016

1VOE2016

OFM1AR2016

0aFZ2/ 2016

DRZS2016

DBZ32016

10032016

102016

B251

0am7TrI2Z0E

117282016

OHNOT2016

1172016

102002016

10182016

11282016

120172016

T1M0E2Z016

0232017

11022016

12122016

12152016

12M1A2016

0232017

022017

12282016

03202017

12282016

O2NOE 2017

202017

02072017

022017

Syhftls Aftaic, Wi Tel 1-303-3SvEMER (1-B060-373- T3

Cetvsban 2075
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ANEXO 11. GRAFICOS DE CONTROLES DE CALIDAD INTERNOS

RBC

e-CHECK L1 (63100810)
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4,36
e-CHECK L3 (63100812)
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e-CHECK Lit (63100810)
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>
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WBC
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e-CHECK L1 (63100810)
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HGB
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HCT
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IB-CHECI( L1 (63100810)
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le-CHECK L1 (63100810)
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Estadisticos obtenidos en el periodo de septiembre a noviembre del 2016

RBC

WBC

HGB

HCT

PLT
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ANEXO 12. Registro de Temperatura Ambiente

MES: SEPTIEMBRE

MES 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 \ 13 \ 14 \ 15 \
[ TEMPERATURA [ 21°%C | 23°C| 20°C | 22°C | 959C | 23°C | 2'°C | 24°C |21 °C | 2l°C | 22°| 25°c| 23°C zwc\ 22"%
I HORA 63 oo | 308 6:350 | 638 3. oy J:io | J:co | 3:08 6:50 | 2\Y 2| 6355 G 5S l 205 \
MES 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 \ 26 27 28 \ 29 \ 30 X

22°C | Mo 2 32C 22°c.| 2% 20°C

25°C | M | lotc | 237 273°% | 207¢ | 20| 2t

TEMPERATURA |25°C

(8> 635 &se| 3z | Ator

Yoo | &S5 | oy | e

HORA ).oo Y oS Yo | 6o

FIRMA DE RESPONSABILIDAD
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MES: OCTUBRE TEMPERATURA AMBIENTE

MES 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 ‘ 12 \ 13 \ 14 \ 15 \

TEMPERATURA | 23%c | 22%¢ | 24% | 2uee| 23°C | 20 “¢| 2tee| a3 | 25°C | 3°C | 21°c | 2°C | T°¢C UL%\ b‘c\

HORA oo | OS5 [30T [ 6:ST | 6:5° | Yoo |Vvio2 650 |3:05 | 30 |65y | 30| oo | YoF 1:oj
[ MES 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 \ 29 \ 30 \ 31j
! TEMPERATURA [21°¢ | 4°C | 2t°c | 2(°C wee | 19| uec | 2§ e |2UtC | 23°¢ | 22°¢ | wee | 20°c| 24T L]OQ\
! HORA (S0 | 657 [ X2 [Fio2 | o | 6150 (e |Toy |Kle 5o |3 3oy (;sr\ Yo | 65F J:OQJ

FIRMA DE RESPONSABILIDAD
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MES: NOVIEMBRE TEMPERATURA AMBIENTE

MES 1 2 3 4 S 6 7 8 9 10 11 12 13 14

TEMPERATURA | 2S2C | 13°C [ 21°C | 22°c | 24°C | e | 15 9C [ 23°¢ | 2| v niee | 229 | W | Moc 2:“@1

HORA 210 Yoy | G'3¥% 30 | ' |der | Yor | oo | 670 | 652 |30 | 00 | 635 650 | & YT

MES 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 ‘ 29

TEMPERATURA [2(°C | 21°C | Lo C[29=C | WI9C | g(°C | RL°C | IN=C | LI®C| 239 2\ 2o 230C |20 | lare

HORA Yoy | 3y [¥oe |edr | ¢ye | Ao | B | 635 | T2 | Wie | Yy | 6758 | 14T | Aies | e

=

FIRMA DE RESPONSABILIDAD
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ANEXO 13. Registro temperatura refrigeradora

MES: SEPTIEMBRE

IDDE

MES 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11

5. 1°¢| $2€C

Y4sc \qﬂ'c

TEMPERATURA Yo | 5.5%] §:5°C | s.2%¢ 4ae |Y.5% | s.1°¢ | SC°Cly.9°¢ s.2% |s-s°C
Iay | 6:35| 710

};oo\:);oo\ 6:00

HORA 6:50 | 6:55 | 6-50. Y:00| 300|305 | 6:50| '@ .

MES 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 \ 26 \ 27 \ 28 \ 29 \ 30j

ysoc |4 \q.o«c,\ Y. q'c_\s.s-c\s.q-(_

rTEMPERATURA s.8¢c|55%¢ |s50°C |53°C |5.5°C|s2°C 5.3°¢|Y.9°¢C
p ol L, \ J:0F

()."_rj‘

6:50 | 6:55 | 3:00 | IS ©:30 | }:C0

HORA Yo | w05 |6:55

s

FIRMA DE RESPONSABILIDAD
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MES: OCTUBRE TEMPERATURA REFRIGUERADOR CONTROLES

MES 1 2 3

4 5 6 7 8 9 10 11 12\13\14\15\

q.S'c\ S- S'cj

IS |6:s50| 6:55| 200 | PSS 3:00\?:00\-7:03\

{ TEMPERATURA [U2°C | 5.2°¢ |y qv¢ |3.5% |3 8¢ lu.sc |59 ¢ |45¢

ySe H1% |49%¢ |4-5¢)|y.9%
F HORA Y00 | Foo|b:sy | 6:50| 655 | o5 B8

|

MES 16 | 27 | 18 | 19 | 20 | 21 | 22 | 23 | 24 | 25 | 26 | 27 28\29\30\31‘
[

TEMPERATURA |5 35¢ [y q-¢c [3.87°¢| 53 [48°C |Ygo |5:1°¢ 2.3°¢|3.9% |woe|4se (g2 |38¢|38C |s.5ec |4 ac!
]

HORA 6:40 | €250 | 6:50 |6:55 [ 6:95 | Foo | Fio | Fil0 Yoo | Por| i | Ploo| b5 |F00 \9:«:0\-7\/;]

FIRMA DE RESPONSABILIDAD
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MES: NOVIEMBRE

TEMPERATURA REFRIGUERADOR
CONTROLES

MES [ 1 1 2 3 4q 5 6 7 8 9 10 11 \ 12 \ 13 \ 14 \ 1:\
TEMPERATURA | 56°C |4 Q¢ |S7°C |S2 °c |5 ¢e ..f.é‘(,' S9°% [ yg+¢ | s8¢ 4.8 |51%¢ |sae | 53¢ \SO'C \5.0“(_\
HORA }eo 00| 95 | €50 | Gisy Yoo | Yoo | 655 |erss [ Doty | 3o Le:rb \ 3:co \ }‘.of\
[ MES 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 \ 28 \ 29 \ 30 \
} TEMPERATURA |4/ 9e. [5.77C [54°% [4.3°C |4-5% |43°C |U-aec | 51%C |5:3°C |5.9%c |5 2% |3.9¢ |Si¥ \3’. 9% q.é“CJ
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ANEXO 14. Control de Calidad de tubos.

CITRATO DE SODIO

TRIPOLIFOSFATO DE SODIO

EDTA
PARAMETROS

ESTADISTICOS
WBC  RBC HB HCT PQ
822 565 17,09 49,05 310,36

MEDIA PROMEDIO
VARIANZA INTRA CORRIDA | 005 0002 0020 016 44.74

(VR)

022 005 014 040 6,60

S INTRA CORRIDA
023 008 022 080 3,29

S ENTRE CORRIDA
R A ETEE 005 0006 005 064 1082

CORRIDA (VB)
091 034 042 025 414

COCIENTE VRIVB
009 001 007 078 51,08

VARIANZA TOTAL
S DEL LABORATORIO 031 009 026 088 7,15
372 161 149 180 230

CV DEL LABORATORIO

CRITERIO DE ACEPTACION.

ESTADISTICOS

MEDIA PROMEDIO

VARIANZA INTRA
CORRIDA (VR)

S INTRA CORRIDA

S ENTRE CORRIDA

VARIANZA ENTRE
CORRIDA (VB)

COCIENTE VR/VB

VARIANZA TOTAL

S DEL LABORATORIO

CV DEL LABORATORIO

WBC

6,40

0,01

0,09

0,17

0,03

0,25

0,04

0,19

2,98

RBC

5,37

0,002

0,04

0,06

0,003

0,51

0,00

0,07

1,24

PARAMETROS

HB HCT
13,90 41,40
0,003 0,13
0,06 0,36
0,15 0,50
0,02 0,25
0,15 0,51
0,03 0,37
0,16 0,61
1,16 1,47

PQ

230,69

20,46

4,52

7,60

57,77

0,35

76,19

8,73

3,78

ESTADISTICOS
WBC
MEDIA PROMEDIO 6,40
VARIANZA INTRA 001
CORRIDA (VR) '
S INTRA CORRIDA 0,09
S ENTRE CORRIDA 0,17
VARIANZA ENTRE 08
CORRIDA (VB) J
COCIENTE VR/VB 0,25
VARIANZA TOTAL 0,04
S DEL LABORATORIO 0,19
CV DEL LABORATORIO 2,98

RBC

5,37

0,002

0,04

0,06

0,003

0,51

0,00

0,07

1,24

Utilizando como criterio de aceptacién el Coeficiente de Variacion (CV), tenemos que el CV

obtenido en el laboratorio es < al CV establecido por el fabricante, segun consta en el Anexo 9.

PARAMETROS

HB HCT
13,90 41,40
0,003 0,13
0,06 0,36
0,15 0,50
0,02 0,25
0,15 0,51
0,03 0,37
0,16 0,61
1,16 1,47

PQ
230,69
20,46
4,52
7,60
57,77
0,35
76,19
8,73

3,78
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ANEXO 15. Hoja de Evaluacién de Morfologia Celular

HOJA DE EVALUACION MORFOLOGIA DE SANGRE PERIFERICA

Analista/HematOlogo: ... ...

A continuacién encontrara una hoja donde usted registrara lo que observe en cuanto a

morfologia celular

sanguinea. El

frotis fue

anticoagulada y posteriormente tefiido con Wright.

+++

+ 0-5x campo
++

6-10 x campo
11y +x campo

regular cantidad, moderada, frecuente
abundante, relevante, muy abundante, mayoria

realizado con sangre periférica

Escaso, leve, discreto, presente, algunos, uno que otro

Se debe valorar la morfologia y especificar las alteraciones que se encuentren conjuntamente
con su valoracién de acuerdo con el informe A.

ERITROCITOS
PARAMETRO A EVALUAR ESPECIFIQUE INFORME EDTA INFORME TPF OBSERVACIONES

NORMAL NORMOCITO

TAMANO MACROCITO

ANISOCITOSIS MICROCITO
FORMA POIQUILOCITOSIS

NORMAL NORMOCROMICO
ANORMAL HIPERCROMICO
POLICROMATOFILIA
DIFERENCIACION ERITROBLASTOS
INCLUSIONES
NORMAL
DISTRIBUCION DE
ERITROCITOS ROULEAUX
AGLUTINACION
PLAQUETAS
PARAMETRO A EVALUAR ESPECIFIQUE INFORME EDTA | INFORME TPF | OBSERVACIONES
NORMAL 1-15 um
TAMANO MACROPLAQUETA
ANORMAL
MICROPLAQUETAS
i NORMAL
CROMIA

PLAQUETAS GRISES

PRESENTACION

AGREGADAS

SATELITISMO PLAQUETARIO
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LEUCOCITOS

TIPO DE LEUCOCITO: NEUTROFILO

PARAMETRO A EVALUAR ESPECIFIQUE INFORME EDTA INFORME TPF | OBSERVACIONES
<10 pm
TAMARNO 10-15 pm
> 15 pum
MADURA
CROMATINA
INMADURA
REDONDO
TIPO DE NUCLEO FORMAS
IRREGULARES
NUMERO DE 2
LOBULACIONES 3-5
NUCLEARES 50 MAS
COLOR
FINOS
ASPECTO
i GRUESO
GRANULOS
ESCASA
CANTIDAD NORMAL
EXCESIVA
LEVE
BASOFILIA NUCLEO MODERADA
INTENSA
RELACION NUCLEO- ALTA
CITOPLASMA BAJA
Vacuolizacién
INCLUSIONES Cuerpos de
Dohle
CELULAS INMADURAS
TIPO DE LEUCOCITO: BASOFILO
. INFORME
PARAMETRO A EVALUAR ESPECIFIQUE EDTA INFORME TPF | OBSERVACIONES
<10 pm
TAMANO 10-15 um
> 15 pum
COLOR
FINOS
) ASPECTO
GRANULOS GRUESOS
ESCASA
CANTIDAD NORMAL
EXCESIVA
RELACION ALTA
NUCLEO-
CITOPLASMA BAJA
CELULAS INMADURAS
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TIPO DE LEUCOCITO: EOSINOFILO

PARAMETRO A EVALUAR ESPECIFIQUE INFORME EDTA INFORME TPF | OBSERVACIONES
<10 um
TAMANO 10-15 um
> 15 pum
MADURA
CROMATINA
INMADURA
REDONDO
TIPO DE NUCLEO FORMAS
IRREGULARES
NUMERO DE 2.3
LOBULACIONES -
NUCLEARES 3 0mas
COLOR
) ASPECTO GESEﬁB
GRANULOS
ESCASA
CANTIDAD NORMAL
EXCESIVA
LEVE
BASOFILIA NUCLEO MODERADA
INTENSA
RELACION NUCLEO- ALTA
CITOPLASMA BAJA
CELULAS INMADURAS
TIPO DE LEUCOCITO: MONOCITO
PARAMETRO A EVALUAR ESPECIFIQUE INFORME EDTA | INFORME TPF | OBSERVACIONES
<12 pm
TAMANO 12-24 pm
> 24 um
MADURA
CROMATINA
INMADURA
. ARRINONADO
TIPO DE NUCLEO
POSICION DEL CENTRAL
NUCLEO EXCENTRICO
BASOFILIA LEVE
CITOPLASMA MODERADA
INTENSA
COLOR
FINOS
GRANULOS ASPEETO GRUESOS
ESCASA
CANTIDAD NORMAL
EXCESIVA
RELACION ALTA
NUCLEO-
CITOPLASMA BAJA
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Multilobulacion

INCLUSIONES

Vacuolizacion

OTRAS

CELULAS INMADURAS

TIPO DE LEUCOCITO: LINEFOCITO

PARAMETRO A EVALUAR ESPECIFIQUE INFORME EDTA INFORME TPF OBSERVACIONES
<7 pm
TAMANO 7-15 pm
>15 pm
MADURA
CROMATINA
INMADURA
: REDONDO
TIPO DE NUCLEO FORMAS
IRREGULARES
POSICION DEL CENTRAL
NUCLEO EXCENTRICO
COLOR
FINOS
ASPECTO
) GRUESOS
GRANULOS CSCASA
CANTIDAD NORMAL
EXCESIVA
RELACION NUCLEO- ALTA
CITOPLASMA BAIA
Linfocito atipico
INCLUSIONES Vacuolizacion
OTRAS

CELULAS INMADURAS
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ANEXO 16. Tablas de Variabilidad Inter e Intraobservador

MACROCITOS
Tabla cruzada OBS1*OBS2
OBS2
MACROCITOS PRESENTE | AUSENTE | Total
0BS1 PRESENTE Recuento 7 1 8 Medidas simétricas
% deltotal | 35,0% 50% | 40,0% Error
AUSENTE Recuento 0 12 12 estandarizad Significacion
Valor | o asintético | T aproximada | aproximada
% del total 0,0% 60,0% 60,0%
Medida de acuerdo Kappa ,894 ,103 4,019 ,000
Total Recuento 7 13 20
N de casos validos 20
% del total 100,0
35,0% 65,0%
%
Tabla cruzada OBS1*OBS3
OBS3
PRESENTE | AUSENTE [ Total Medidas simétricas
OBS1 PRESENTE Recuento 8 0 8 Error
% del total 40,0% 0.0% 40,0% estandarizado Significacion
Valor asintético T aproximada | aproximada
AUSENTE Recuento 1 11 12
Medida de acuerdo Kappa
% del total 5,0% 55,0% 60,0% PP /898 099 4,037 000
N de casos validos
Total Recuento 9 11 20 20
% del total 45,0% 55,0% 100,0%
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Tabla cruzada OBS2*OBS3

OBS3
PRESENTE | AUSENTE Total
OBS2 PRESENTE Recuento 7 0 7 Medidas simétricas
% del total 35,0% 0,0% 35,0% Error
AUSENTE  Recuento 2 11 13 estandarizado Significacion
% del total 10,0% 55,0% 65,0% Valor asintético T aproximada | aproximada
Total Recuento 9 11 20 Medida de acuerdo Kappa 814 ,135 3,628 ,000
% del total 45,0% 55,0% 100,0% N de casos validos 20
MICROCITOS
Tabla cruzada OBS1*0BS2
0OBS2
PRESENTE | AUSENTE Total Medidas simétricas
OBS1 PRESENTE  Recuento 3 ] 3 Error
9% del total 15,0% 0,0% 15,0% estandarizad Significacion
AUSENTE Recuento 0 17 17 | Valor 0 asintético | T aproximada [ aproximada
% del total 0.0% 85 0% 85.0% IMedida de acuerdo  Kappa 1.000 , 196 3,254 ,001
Total Recuento 3 17 20 N de casos validos 20
% del total 15,0% 85.0% 100,0%
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Tabla cruzada OBS1*0BS3

Medidas simétricas

0OBS3
PRESENTE | AUSENTE Total
OBS1  PRESENTE Recuento 3 0 3
% del total 15,0% 0.0% 15.0%
AUSENTE Recuento 2 15 17
% del total 10,0% 75,0% 85,0%
Total Recuento 5 15 20
% del total 25,0% 75,0% 100,0%
Tabla cruzada OBS2*OBS3
OBS3
PRESENTE | AUSENTE Total
OBS2 PRESENTE Recuento 3 0 3
% del total 15,0% 0,0% 15,0%
AUSENTE Recuento 2 15 17
% del total 10,0% 75,0% 85,0%
Total Recuento 5 15 20
% del total 25,0% 75,0% | 100,0%

Error
estandarizado Significacion
Valor asintotico T aproximada | aproximada
Medida de acuerdo Kappa 802 ,130 3,659 000
N de casos validos 20
Medidas simétricas
Error
estandarizad Significacion
Valor 0 asintético | T aproximada [ aproximada
Medida de acuerdo Kappa ,802 ,196 3,254 ,001
N de casos validos 20
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Tabla cruzada OBS1*OBS3

EQUINOCITOS

Medidas simétricas

OBS3
PRESENTE [ AUSENTE Total
OBS1 PRESENTE Recuento 9 2 11
% del total 45,0% 10,0% 55,0%
AUSENTE Recuento 0 9 9
% del total 0,0% 45,0% 45,0%
Total Recuento 9 11 20
% del total 45,0% 55,0% 100,0%
Tabla cruzada OBS1*OBS2
OBS2
PRESENTE | AUSENTE Total
OBS1 PRESENTE Recuento 10 1 11
% del total 50,0% 5,0% 55,0%
AUSENTE Recuento 1 8 9
% del total 5,0% 40,0% 45,0%
Total Recuento 11 9 20
% del total 55,0% 45,0% | 100,0%

Error
estandarizado Significacion
Valor asintotico T aproximada | aproximada
Medida de acuerdo Kappa ,818 ,135 3,569 ,000
N de casos validos 20
Medidas simétricas
Error
estandarizado Significacion
Valor asintético T aproximada | aproximada
Medida de Kappa
acuerdo ,800 ,159 3,146 ,002
N de casos validos 20
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Tabla cruzada OBS2*OBS3

OBS3
PRESENTE | AUSENTE Total
OBS2 PRESENTE Recuento 9 2 11
% del total 45,0% 10,0% 55,0%
AUSENTE Recuento 1 8 9
% del total 5,0% 40,0% |  45,0%
Total Recuento 10 10 20
% del total 50,0% 50,0% | 100,0%
Tabla cruzada OBS1*OBS2
OBS2
PRESENTE | AUSENTE Total
OBS1 PRESENTE Recuento 2 0 2
% del total 10,0% 0,0% 10,0%
AUSENTE  Recuento 2 16 18
% del total 10,0% 80,0% 90,0%
Total Recuento 4 16 20
% del total 20,0% 80,0% [ 100,0%

Medidas simétricas

Error T
estandarizado | aproximada | Significacion
Valor asintotico® b aproximada
Medida de Kappa
,815 ,238 2,981 ,003
acuerdo
N de casos vélidos 20

ESFEROCITOS

Medidas simétricas

Error

estandarizado

Significacion

Valor asinfotico: | T aproximada® | aproximada
Medida de acuerdo Kappa 815 238 2981 003
N de casos validos 20
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Tabla cruzada OBS1*OBS3

Medidas simétricas

OBS3

PRESENTE | AUSENTE | Total
OBS1 PRESENTE Recuento 2 0 2
% del total 10,0% 0,0% | 10,0%
AUSENTE Recuento 2 16 18
% del total 10,0% 80,0% | 90,0%
Total Recuento 4 16 20
% del total 20,0% 80,0% | 100,0%

Tabla cruzada OBS2*OBS3
OBS3

PRESENTE | AUSENTE Total
OBS2 PRESENTE Recuento 3 1 4
% del total 15,0% 5,0% 20,0%
AUSENTE  Recuento 1 15 16
% del total 5,0% 75,0% 80,0%
Total Recuento 4 16 20
% del total 20,0% 80,0% | 100,0%

Error
estandarizado Significacion
Valor asintético® | T aproximadab aproximada
Medida de acuerdo Kappa ,888 ,205 3,075 ,002
N de casos validos 20
Medidas simétricas
Error
estandarizado Significacion
Valor asintético T aproximada | aproximada
Medida de acuerdo Kappa ,818 ,135 3,569 ,000
N de casos validos 20
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Tabla cruzada OBS1*OBS2

ERITROCITOS HIPOCROMICOS

Medidas simétricas

OBS2
PRESENTE | AUSENTE Total
OBS1 PRESENTE Recuento 4 0 4
% del total 20,0% 0,0% 20,0%
AUSENTE Recuento 0 16 16
% del total 0,0% 80,0% 80,0%
Total Recuento 4 16 20
% del total 20,0% 80,0% 100,0%
Tabla cruzada OBS1*OBS3
OBS3
PRESENTE | AUSENTE Total
OBS1 PRESENTE Recuento 4 0 4
% del total 20,0% 0,0% 20,0%
AUSENTE Recuento 0 16 16
% del total 0,0% 80,0% 80,0%
Total Recuento 4 16 20
% del total 20,0% 80,0% 100,0%

Error
estandarizad Significacion
Valor o asintotico® | T aproximada | aproximada
Medida de acuerdo Kappa 1,000 ,000 4,472 ,000
N de casos validos 20
Medidas simétricas
Error
estandarizad Significacion
Valor o asintético® | T aproximada | aproximada
Medida de acuerdo Kappa 1,000 ,000 4,472 ,000
N de casos vélidos 20
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Tabla cruzada OBS2*OBS3

OBS3
PRESENTE | AUSENTE Total
OBS2 PRESENTE Recuento 4 0 4 Medidas simétricas
% del total 20,0% 00%|  20,0% Error
estandarizado Significacion
AUSENTE Recuento 0 16 16
Valor asintético T aproximada | aproximada
% del total 0,0% 80,0% 80,0%
IMedida de acuerdo Kappa 1,000 ,000 4,472 ,000
Total Recuento 4 16 20 .
N de casos validos 20
% del total 20,0% 80,0% 100,0%
AGREGACION PLAQUETARIA
Tabla cruzada OBS1*OBS2
OBS2
PRESENTE | AUSENTE | Total Medidas simétricas
OBS1 PRESENTE Recuento 6 0 6 Error
% del total 30,0% 0.0% 30,0% estandarizad Significacion
Valor 0 asintgtico | T aproximada | aproximada
AUSENTE Recuento 2 12 14
Medida de Kappa
% del total 10,0% 60,0% 70,0% , 783 ,142 3,586 ,000
acuerdo
Total Recuento 8 12 20
N de casos validos 20
% del total 40,0% 60,0% 100,0%
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Tabla cruzada OBS1*OBS3

Medidas simétricas

OBS3
PRESENTE | AUSENTE Total
OBS1 PRESENTE Recuento 6 0 6
% del total 30,0% 0,0% 30,0%
AUSENTE Recuento 2 12 14
% del total 10,0% 60,0% 70,0%
Total Recuento 8 12 20
% del total 40,0% 60,0% 100,0%
Tabla cruzada OBS2*OBS3
OBS3
PRESENTE | AUSENTE Total
OBS2 PRESENTE Recuento 6 1 7
% del total 30,0% 5,0% 35,0%
AUSENTE Recuento 2 11 13
% del total 10,0% 55,0% 65,0%
Total Recuento 8 12 20
% del total 40,0% 60,0% 100,0%

Error
estandarizado Significacion
Valor asintotico T aproximada | aproximada
Medida de acuerdo Kappa ,783 ,142 3,586 ,000
N de casos validos 20
Medidas simétricas
Error
estandarizado Significacion
Valor asintético T aproximada | aproximada
Medida de acuerdo Kappa ,881 ,168 3,062 ,002
N de casos validos 20
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Tabla cruzada OBS1*OBS2

MACROPLAQUETAS

OBS2
PRESENTE | AUSENTE Total Medidas simétricas
OBS1 PRESENTE Recuento 9 2 11 Error
% del total 45,0% 10,0% 55,0% estandarizado Significacion
AUSENTE Recuento 0 9 9 Valor asintético T aproximada | aproximada
% del total 0.0% 45,0% 45.0% Medida de acuerdo Kappa ,802 ,130 3,659 ,000
N de casos validos 20
Total Recuento 9 11 20
% del total 45,0% 55,0% 100,0%
Tabla cruzada OBS1*OBS3
OBS3
PRESENTE | AUSENTE | Total Medidas simetricas
OBS1 PRESENTE Recuento 8 3 11 Error
estandarizado Significacion
% del total 40,0% 15,0% 55,0% o _ _
Valor asintético T aproximada | aproximada
AUSENTE Recuento 0 9 9 .
Medida de acuerdo Kappa ,806 ,150 3,303 ,001
% del total 0,0% 45,0% 45,0% N de casos validos 20
Total Recuento 8 12 20
% del total 40,0% 60,0% 100,0%
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Tabla cruzada OBS2*OBS3

OBS3
PRESENTE | AUSENTE Total Medidas simétricas
OBS2 PRESENTE Recuento 7 2 9 Error
% del total 35,0% 10,0% 45,0% estandarizado Significacion
AUSENTE Recuento 1 10 11 Valor asintético T aproximada | aproximada
Medida de acuerdo Kappa ,694 ,162 3,119 ,002
% del total 5,0% 50,0% 55,0%
N de casos validos 20
Total Recuento 8 12 20
% del total 40,0% 60,0% 100,0%
SATELITISMO PLAQUETARIO
OBS1*OBS2 tabulacion cruzada
OBS?2
Medid imeétri
PRESENTE | AUSENTE | Total SRS
OBS1 PRESENTE Recuento 1 1 5 Error estandar Significacion
Valor asintético Aprox. S | aproximada
% del total 5,0% 5,0% 10,0%
Medida de acuerdo Kappa ,643 ,325 3,078 ,002
AUSENTE Recuento 0 18 18
N de casos validos 20
% del total 0,0% 90,0% 90,0%
Total Recuento 1 19 20
% del total 5,0% 95,0% 100,0%
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OBS1*OBS3 tabulacién cruzada

Medidas simétricas

Error estandar Significacién
Valor asintotico Aprox. S | aproximada
Medida de acuerdo Kappa 773 ,216 3,549 ,000
N de casos validos 20
Medidas simétricas
Error estandar Significacion
Valor asintético Aprox. S | aproximada
Medida de acuerdo Kappa ,643 325 3,078 ,002
N de casos validos 20

OBS3
PRESENTE AUSENTE Total
OBS1 PRESENTE Recuento 2 0 2
% del total 10,0% 0,0% 10,0%
AUSENTE Recuento 1 17 18
% del total 5,0% 85,0% 90,0%
Total Recuento 3 17 20
% del total 15,0% 85,0% 100,0%
OBS2*OBS3 tabulacion cruzada
OBS3
PRESENTE AUSENTE Total
OBS2 PRESENTE Recuento 1 0 1
% del total 5,0% 0,0% 5,0%
AUSENTE Recuento 1 18 19
% del total 5,0% 90,0% 95,0%
Total Recuento 2 18 20
% del total 10,0% 90,0% 100,0%
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OBS1*OBS2 tabulacién cruzada

PICNOSIS

Medidas simétricas

OBS2
PRESENTE AUSENTE Total
OBS1 PRESENTE Recuento 1 0 1
% del total 5,0% 0,0% 5,0%
AUSENTE Recuento 0 19 19
% del total 0,0% 95,0% 95,0%
Total Recuento 1 19 20
% del total 5,0% 95,0% 100,0%
OBS1*OBS3 tabulacion cruzada
OBS3
PRESENTE AUSENTE Total
OBS1 PRESENTE Recuento 1 0 1
% del total 5,0% 0,0% 5,0%
AUSENTE Recuento 0 19 19
% del total 0,0% 95,0% 95,0%
Total Recuento 1 19 20
% del total 5,0% 95,0% 100,0%

Error estandar Significacién
Valor asintético Aprox. S | aproximada
Medida de acuerdo Kappa 1,000 ,000 4,472 ,000
N de casos validos 20
Medidas simétricas
Error estandar Significacion
Valor asintotico Aprox. S | aproximada
Medida de acuerdo Kappa 1,000 ,000 4,472 ,000
N de casos validos 20

123




OBS2*OBS3 tabulacién cruzada

OBS3
Medidas simétricas
PRESENTE | AUSENTE Total
Error estandar Significacion
OBS2 PRESENTE Recuento 1 0 1
Valor asintotico Aprox. S | aproximada
% del total 5,0% 0,0% 5,0%
Medida de acuerdo Kappa 1,000 ,000 4,472 ,000
AUSENTE Recuento 0 19 19 .
N de casos validos 20
% del total 0,0% 95,0% 95,0%
Total Recuento 1 19 20
% del total 5,0% 95,0% 100,0%
VACUOLIZACION CITOPLASMATICA
OBS1*OBS2 tabulacion cruzada
0OBS2
Medidas simétricas
PRESENTE | AUSENTE Total
Error estandar Significacion
OBS1 PRESENTE Recuento 9 1 10
Valor asintético Aprox. S | aproximada
% del total 45,0% 5,0% 50,0%
Medida de acuerdo Kappa ,800 ,134 3,578 ,000
AUSENTE Recuento 1 9 10 .
N de casos validos 20
% del total 5,0% 45,0% 50,0%
Total Recuento 10 10 20
% del total 50,0% 50,0% 100,0%

124




OBS1*OBS3 tabulacién cruzada

Medidas simétricas

Error estandar Significacion

Valor asintético Aprox. S | aproximada

Medida de acuerdo Kappa ,700 ,159 3,146 ,002
N de casos validos 20

Medidas simétricas

Error estandar Significacién

Valor asintotico Aprox. S | aproximada

Medida de acuerdo Kappa ,700 ,159 3,146 ,002
N de casos validos 20

OBS3
PRESENTE | AUSENTE Total
OBS1 PRESENTE Recuento 8 2 10
% del total 40,0% 10,0% 50,0%
AUSENTE Recuento 1 9 10
% del total 5,0% 45,0% 50,0%
Total Recuento 9 11 20
% del total 45,0% 55,0% | 100,0%
OBS2*OBS3 tabulacion cruzada
OBS3
PRESENTE | AUSENTE Total
OBS2 PRESENTE Recuento 8 2 10
% del total 40,0% 10,0% 50,0%
AUSENTE Recuento 1 9 10
% del total 5,0% 45,0% 50,0%
Total Recuento 9 11 20
% del total 45,0% 55,0% 100,0%
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OBS1*OBS2 tabulacién cruzada

LINFOCITOS REACTIVOS

Medidas simétricas

Error estandar Significacion

Valor asintotico Aprox. S | aproximada

Medida de acuerdo Kappa , 798 ,135 3,569 ,000
N de casos validos 20

Medidas simétricas

Error estandar Significacion

Valor asintotico® Aprox. s° aproximada

Medida de acuerdo Kappa ,612 , 160 2,968 ,003
N de casos validos 20

OBS2
PRESENTE AUSENTE Total
OBS1 PRESENTE Recuento 10 1 11
% del total 50,0% 5,0% 55,0%
AUSENTE Recuento 1 8 9
% del total 5,0% 40,0% 45,0%
Total Recuento 11 9 20
% del total 55,0% 45,0% 100,0%
OBS1*OBS3 tabulacion cruzada
OBS3
PRESENTE AUSENTE Total
OBS1 PRESENTE Recuento 7 4 11
% del total 35,0% 20,0% 55,0%
AUSENTE Recuento 0 9 9
% del total 0,0% 45,0% 45,0%
Total Recuento 7 13 20
% del total 35,0% 65,0% 100,0%
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OBS2*OBS3 tabulacién cruzada

OBS3
PRESENTE | AUSENTE | Total Medidas simétricas

OBS2 PRESENTE Recuento 7 4 11 Error estandar Significacion

% del total 35.0% 20.,0% 55.0% Valor asintético Aprox. S | aproximada

AUSENTE Recuento 0 9 9 Medida de acuerdo Kappa ,612 , 160 2,968 ,003

N de casos validos 20

% del total 0,0% 45,0% 45,0%
Total Recuento 7 13 20
% del total 35,0% 65,0% 100,0%

*Los valores de kappa Interobservador fluctuaron entre 0,612 y 1, obteniendo un kappa global de 0,824 que es equivalente a un nivel de

concordancia EXCELENTE.
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Tablas de Variabilidad Intraobservador

OBSER1*OBSER1.1 tabulacién cruzada

Medidas simétricas

Recuento
OBSER1.1
CON
EXPERTO NORMAL | ALTERACION Total
OBSER1 NORMAL 8 0 8
CON ALTERACION 0 17 17
Total 8 17 25
OBSERV2*OBSERV2.1 tabulacion cruzada
Recuento
OBSERV2.1
CON
INVESTIGADORA 1 NORMAL | ALTERACION Total
OBSERV2 NORMAL 5 1 6
CON ALTERACION 0 14 14
Total 15 20

Error estandar Significacién
EXPERTO Valor asintético Aprox. S | aproximada
Medida de acuerdo Kappa 1,000 ,000 5,000 ,000
N de casos validos 25
Medidas simétricas
Error estandar Significacion
INVESTIGADORA 1 Valor asintotico Aprox. S | aproximada
Medida de acuerdo Kappa ,875 121 3,944 ,000
N de casos validos 20
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OBSERV3*OBSERV3.1 tabulaciéon cruzada

Medidas simétricas

Recuento
OBSERV3.1
CON
INVESTIGADORA 2 NORMAL | ALTERACION Total
OBSERV3 NORMAL 6 1 7
CON ALTERACION 0 13 13
Total 14 20

Error estandar Significacién
INVESTIGADORA 2 Valor asintético Aprox. S | aproximada
Medida de acuerdo Kappa ,886 , 110 3,990 ,000
N de casos validos 20

* Los valores de kappa Intraobservador fluctuaron entre 0,875 y 1, lo equivalente a un nivel de concordancia EXCELENTE.
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