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1. Titulo
Dispersogramas leucocitarios en biometria hematica y su relacion con frotis de sangre

periférica



2. Resumen

La biometria hematica (BH) es uno de los principales analisis de laboratorio de gran valor
para el personal médico, pues les permite orientar el estado clinico y diagnostico de un
paciente. El presente trabajo de tesis muestra un estudio descriptivo- comparativo,
transversal, cuyo objetivo fue examinar e interpretar dispersogramas leucocitarios emitidos
por BH y relacionarlos con los hallazgos de los frotis sanguineos (FS), en pacientes
hospitalizados en las areas de clinica y pediatria. Para ello se recibieron muestras de sangre
con EDTA, provenientes de los servicios de interés, se procesaron en el analizador
automatizado Sysmex XN-1000S y fueron seleccionadas al azar un total de 80 muestras con
alteraciones leucocitarias, y comparadas con la microscopia de los FS. Los resultados
mostraron una sustancial concordancia entre dispersogramas y FS en leucocitosis, neutrofilia,
eosinofilia, leucopenia, y linfopenia (Kappa 0,72); a diferencia alteraciones morfoldgicas
como segmentacion de nucleos, leucocitos inmaduros, linfocitos atipicos, granulacion toxica,
aumento de cayados, y células reactivas, cuya concordancia fue moderada (Kappa 0,57). Los
dispersogramas en BH pueden usarse como herramientas de deteccion en varios trastornos
leucocitarios por su buena correlacion con el FS, sin embargo, es importante una
combinacion de estos con hallazgos clinicos y la evaluacion manual morfoldgica respectiva
para guiar las pruebas adicionales necesarias y clasificar adecuadamente a los pacientes con

trastornos leucocitarios de forma especifica.

Palabras claves: biometria hematica, alteraciones leucocitarias, analizador

automatizado, dispersograma leucocitario, microscopia, frotis sanguineo.



2.1 Abstract

Hematic biometry (BH) is one of the main laboratory tests of great value for medical
personnel, since it allows them to guide the clinical status and diagnosis of a patient. This
thesis work shows a descriptive-comparative, cross-sectional study, whose objective was to
examine and interpret leukocyte dispersograms emitted by BH and relate them to the findings
of blood smears (SF), in hospitalized patients in the clinical and pediatric areas. For this
purpose, blood samples with EDTA were received from the services of interest, they were
processed in the Sysmex XN-1000S automated analyzer and a total of 80 samples with
leukocyte alterations were randomly selected, and compared with the microscopy of the SF.
The results showed substantial agreement between scattergrams and FS in leukocytosis,
neutrophilia, eosinophilia, leukopenia, and lymphopenia (Kappa 0.72); unlike morphological
alterations such as nuclei segmentation, immature leukocytes, atypical lymphocytes, toxic
granulation, increased arches, and reactive cells, whose concordance was moderate (Kappa
0.57). Scattergrams in BH can be used as screening tools in several leukocyte disorders due
to their good correlation with SF, however, a combination of these with clinical findings and
the respective morphological manual evaluation is important to guide the necessary

additional tests and properly classify patients. patients with leukocyte disorders specifically.

Keywords: blood count, leukocyte abnormalities, automated analyzer, leukocyte scattergram,

microscopy, blood smear.



3. Introduccién

En el laboratorio clinico resulta de vital importancia hacer una correcta y precisa
identificacion, recuento y clasificacion de los diferentes grupos celulares que se evalGan en
una biometria hematica (BH), como hematies (RBC), leucocitos (WBC), plaquetas (PT), y
otros parametros asociados con la cantidad, forma y contenido (Lopez, 2016). Estos
proporcionan datos informativos sobre el estado actual del paciente, que los especialistas
pueden utilizar con fines de diagnostico, seguimiento y tratamiento de enfermedades (T.

Gupta & Basu, 2020).

Existen varias clases de BH (Campuzano, 2013; Hernandez & Fundora, 2014) que
varian entre ellas por la metodologia utilizada (desde los tradicionales, que se realizan a partir
de métodos manuales, hasta los mas sofisticados en los que se utiliza una combinacion de
tecnologias), y por los parametros que la componen o se reportan (como el nimero de estos,
datos aportados, y los coeficientes de variacién, entre ellos indice de precision y exactitud de
cada una de las medidas); por lo que a la actualidad, de acuerdo con los estandares
internacionales y las buenas practicas de laboratorio se conocen 6 tipos. Las Ultimas, donde se
emplean analizadores automatizados, son mejor aceptadas pues responden de excelente forma
ante una alta demanda de analisis ya que emiten resultados rapidos y precisos con varios
parametros de medicion, que son estandarizados de forma global (Hernandez, 2013). Por ello,
en la actualidad es muy poco frecuente el uso de técnicas manuales para el reporte de BH, sin
embargo, a pesar de los avances tecnologicos, algunos autores (Kur et al., 2020; Osta et al.,
2014) afirman que aun en el equipo mas sofisticado existe la posibilidad de errores, de tal
forma que el analisis microscéopico de un frotis sanguineo sigue siendo el Gold estandar para
la revision morfoldgica de leucocitos, a pesar de que segun afirma Osta et al. (2014) la
revision microscoépica del frotis ha disminuido notoriamente hasta ser de solo el 10-15% en

algunos centros.



Respecto al tema de estudio en que se centra este trabajo, Alqudah et al. (2018)
menciona que los leucocitos son la base del sistema inmunoldgico de un individuo, pues
responden de manera casi inmediata ante la presencia de microorganismos agresores y células
dafiadas. Por ello, en posibles cuadros de infeccion su cantidad es mas elevada, o en ciertas
enfermedades se encuentran disminuidos, podrian presentar anormalidades morfoldgicas
cuando se trata de enfermedades hematoldgicas e incluso neoplasias (Garcia et al., 2012; Ivan
Palomo et al., 2005). Los analizadores automatizados modernos, por este lado, muestran
pistas sobre pardmetros fuera de los normal en una BH, lo cual es una gran ventaja, y pueden
emitir alarmas cuando existen alteraciones no solo leucocitarias (M. Gupta et al., 2018),
permiten considerar pistas de ello en sus gréficas o en otras secciones de sus parametros.
Cabe destacar que junto a esto también se tratan las alteraciones morfoldgicas que no son
identificadas por el equipo de forma especifica y que segin D. Chabot-Richards & Foucar
(2017) podrian estar involucradas en enfermedades infecciosas o diferentes tipos de cancer, la
importancia de lograr una correcta identificacion de estas influira sobre el disentimiento de
estas dos Ultimas. En consecuencia, es necesario evaluar correctamente los parametros
leucocitarios y diagramas de dispersion alterados, o alarmas generadas por el analizador
automatizado, de forma que se puedan corroborar sus resultados con los del FS, pues ello

podria alterar la orientacion del personal médico sobre diferentes procesos patoldgicos.

A consecuencia de esto, Failace (2011) menciona que en hospitales generales cerca
del 12% de los resultados de biometrias hematicas deberian ser revisados mediante un
analisis microscopico minucioso, y al 30% de ciertos casos seleccionados como por ejemplo

pacientes oncoldgicos.

Ante lo expuesto, se propuso examinar e interpretar dispersogramas leucocitarios
generados por el analizador automatizado Sysmex XN-1000S, y relacionarlos con los frotis
de sangre periférica, en pacientes hospitalizados, cuyos resultados buscaron proporcionar

5



informacion sobre la concordancia entre estos dos métodos de anélisis, a la vez que se

determino la frecuencia de alteraciones leucocitarias presentes.



4. Marco Teodrico

1. Biometria Heméatica

También conocida como hemograma o citometria hematica, es un estudio de sangre
que comprende el analisis del aspecto morfoldgico, valores absolutos y porcentuales, de los
tres principales componentes sanguineos: hematies, leucocitos y plaquetas (Lopez, 2016). Es
un estudio basico de laboratorio cuyos resultados permiten al médico realizar una orientacion

diagnostica y evaluacién clinica adecuada de los pacientes (Tiraje, 2020).

1.1 Clasificacion de la Biometria Hematica

Existen maltiples tipos de BH, actualmente se conocen 6 segin Campuzano (2013), se

describiran brevemente a continuacion segun sus principales caracteristicas:

1.1.1 Tipo 'y Il. Sus pardmetros cuantitativos se determinan por instrumentacion
bésica, particularmente con pipetas y camara de neubauer, los parametros cualitativos y el
recuento diferencial de WBC se derivan de forma manual a través de frotis sanguineo

(Campuzano, 2013; Hernandez & Fundora, 2014).

1.1.2 Tipo I, IV, V. Emplean métodos electronicos semi automatizados o
automatizados, la mayoria de estos equipos generan 2 tipos de datos: datos numéricos y
pantallas gréficas que pueden tomar 2 formas basicas: histogramas, en los que se grafican
numeros relativos de RBC, WBC, PT contra el tamafio de la celda, y dispersogramas en los
que se muestran las subpoblaciones de estos dos ultimos, e incluso indices de granulocitos

inmaduros (Campuzano, 2013; Hernandez & Fundora, 2014).

1.1.3 Tipo VI. Utiliza tecnologia méas avanzada, los procesos son totalmente
automatizados, generan datos numericos y pantallas graficas que distinguen hasta una tercera
linea de células inmaduras, ademas de clasificarlas segun su linaje celular, a la vez tienen la

capacidad de identificar linfocitos T o B, y pueden utilizar tinciones citoquimicas generando
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imagenes estaticas de una poblacion heterogénea celular de alta resolucién (Herndndez &

Fundora, 2014).
1.2 Automatizacién de la Biometria Hematica

Tras la gran demanda de este analisis, la exigencia de su reporte completo, preciso y
en poco tiempo, la nueva tecnologia inteligente ha tenido que dar respuesta a ello, generando
mejoras de sistemas operativos en equipos hematoldgicos, algunas de estas se evidencian en
parametros renovados e incorporacion de nuevos criterios como el recuento de granulocitos
inmaduros o eritoblastos, incluso la identificacion de parasitos (malaria); de tal manera que
en la actualidad se ha visto una notable disminucion del uso de técnicas manuales en los
hospitales y clinicas modernas, pese a ello, no se ha podido reemplazar el estdndar de oro

(frotis sanguineo) para la confirmacion de estos (Comar et al., 2017; Huerta & Cela, 2018).

Cada equipo hematolégico, presenta diferencias de parametros y métodos de anélisis
(Hernandez & Fundora, 2014), en este orden, para una mejor comprension de los pardmetros
es importante mencionar que se componen de maltiples médulos analiticos que tienen
procesos Unicos de preparacion de muestras que permiten el recuento adecuado del tipo de
célula de interés(por ejemplo, en el médulo de WBC, los RBC deben eliminarse primero con
una solucioén de lisis, de modo que solo se cuenten los WBC en el resultado
final)(Campuzano, 2013). En cuanto a los métodos que pueden utilizar, (Vembadi et al.,

2019) menciona los siguientes:

1.2.1 Impedancia Eléctrica. Basado en el principio Coulter (uso de campo eléctrico
para identificar y contar particulas) analiza varios aspectos fisicos, como el tamafio, la
forma y la orientacion de las células de forma individual, mientras pasan por una ruta

de corriente eléctrica generada por electrodos.



1.2.2 Citometria Optica. Analiza individualmente el tamafio, morfologia y
complejidad de las células mientras atraviesan un canal a través de una trayectoria de
luz Optica y de fluorescencia, cuantificando diferentes parametros y sistemas celulares

complejos.

1.2.3 Citometria Basada en Imagenes. Analiza cada célula de una poblacién
heterogénea a partir de imagenes estaticas de una muestra previamente tefiida y que
son procesadas en una plataforma de software de computadora para su adecuada
identificacion, con un tiempo de analisis y rendimiento mucho menor que el de los

dos anteriores. (pp. 5-14)

En cualquiera de estos métodos se pueden encontrar equipos hematoldgicos capaces
de analizar los diferentes componentes sanguineos y generar biometrias hematicas que, de
manera general, se componen por tres grupos de parametros, de los cuales nos centraremos

Unicamente en el leucograma ya que es el principal tema de interés.

1.3 Criterios para la Indicacion de Microscopia en BH Automatizadas. Se menciona en el
Manual de Interpretacion de un hemograma, algunos criterios para indicacion de
microscopia a partir de estudios en varios laboratorios de gran tamafio en Brasil, en este

texto, Failace (2011) redacta los siguientes criterios de identificacién y procedencia:

1.3.1 Edad. Menores de 5 afios, frecuencia de desvio a la izquierda por diarrea o
virosis y dificultad de definir valores de referencia en ese grupo etario. Mayores de 75
afios, por la prevalencia de enfermedades cronicas subclinicas; incluso con nimeros

normales podré haber policromasia, rouleaux, neutréfilos hipersegmentados, etc.

1.3.2 Procedencia. Hemogramas provenientes de clinicas oncohematoldgicas, todos

los pacientes internados graves. Ademas, se consideran laboratorios de hospital o



clinica en que la informatica permita delta-check, limitandolo a 30 dias y tolerando
méas/menos 10% de variacion.

1.3.3 Pedidos Médicos Especificos. Investigacion de linfocitos atipicos, esferocitos,
pedido de monotest, etc.

1.3.4 Flags Emitidos por el Equipo. No suelen diferir mucho entre los diversos
contadores electronicos. Generalmente son: granulocitos inmaduros/bandas, blastos,
variantes de linfocitos, RBC, plaquetas. Todos exigen microscopia.

Limites de referencia de los parametros numéricos: varian, pero entre los laboratorios,
segun su poblacion recurrente. (pp. 45-48)

2. Leucograma

Campuzano (2013) lo define como “analisis cuantitativo y cualitativo de los
leucocitos o glébulos blancos” (p.36), en este se reporta valores relativos (%), absolutos
(leucocito/mm?), e identificacion y recuento de granulocitos inmaduros en los analizadores

automatizados (Minster, 2012).

Segin Melo & Murciano (2012), su estudio nos ayudara principalmente al
diagndstico de los procesos hematoldgicos e infecciosos, posibles trastornos hematoldgicos
como anemia, canceres hematolégicos, infecciones, estados hemorragicos agudos, alergias e
inmunodeficiencias; incluso para controlar los efectos secundarios de ciertos medicamentos y

dar seguimiento a procesos de recuperacion hospitalaria (Tiraje, 2020).
2.1 Parametros de Analisis

El recuento total y diferencial de leucocitos, son parametros basicos del leucograma,
independiente del tipo de hemograma y del método utilizado para obtenerlo, ademas del
estudio de la morfologia de los leucocitos en FS, parte integral del leucograma (Campuzano,

2013).
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2.1.1 Recuento Total de Leucocitos. Corresponde a la determinacion de la cantidad
de leucocitos en sangre periférica por unidad de volumen de sangre (nimero de leucocitos
que se encuentra en un mililitro de sangre)(Campuzano, 2013). Estos datos seran de ayuda
clinica en una amplia gama de situaciones clinicas, como mencionan varios autores (Kur et
al., 2020; Manascero, 2014; Pérez & Jaramillo, 2012), enfatizaremos en esta investigacion en
casos de leucopenia y leucocitosis, cuando el recuento estd por debajo o por encima del valor

esperado respectivamente.

2.1.2 Recuento Diferencial de Leucocitos. Consiste en la cuantificacion de las
subpoblaciones leucocitarias con un diferencial de cinco o seis partes (Campuzano, 2013),
que, a partir de la combinacién de tamafio, la granularidad, las caracteristicas inmuno
histoquimicas y el patron de fluorescencia de los glébulos blancos, permiten discriminar las
subpoblaciones leucocitarias con un alto grado de sensibilidad y especificidad (Huerta &
Cela, 2018; Vembadi et al., 2019). Puede determinarse mediante un equipo automatizado, en
cuyo caso se expresa de la misma manera que la cuenta total de leucocitos (valor absoluto por
linaje celular); o se puede determinar también a partir del conteo que hace un observador de
100 leucocitos en un frotis mediante microscopia, en cuyo caso se obtiene un valor

porcentual o relativo (Garcia et al., 2012).

2.2 Valores de Referencia WBC

Los valores de referencia se consideran un rango normal basado en una poblacion
especifica, segun Failace (2011), de aqui que pueden variar entre pacientes hospitalizados en
centros de salud generales de aquellos que se encuentran internos en centros oncologicos, asi
mismo pueden variar entre poblaciones de diferentes partes del mundo. Para el presente

estudio se han considerado valores referenciales a la poblacion hospitalizada, y para ello se
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han adaptado, en la Tabla 1, cifras del manual de procedimientos de hematologia del Hospital

(2022) y del recuento relativo obtenidos del manual del Equipo Sysmex XN-1000S.

Tabla 1

Valores de referencia WBC

Linea Celular Recuento Absoluto Recuento Relativo

o Adulto: 1.1-3.2 x 103 /ul
Linfocitos _ 20-40 %
Nifios: 1.5-7.0x 103 /ul

_ Adulto: 0.3-0.8 x 103 /ul
Monocitos _ 2-8%
Nifos: 0.1-0.6x 103 /ul

_ Adulto: 2.2-4.8 x 103 /pul
Neutrofilos _ 40-60%
Nifos: 1.5-10x 103 /ul

o Adulto: 0.2-1.0 x 103 /pul
Basofilos 0.5-1%

o Adulto: 0.5-2.9 x 103 /ul
Eosindfilos _ 1-4%
Nifios: 0.0-1.0x 103 /ul

3. Analizador Sysmex XN-1000S

Es un analizador automatizado de mesa, al que se le han implementado algunas
mejoras respecto a otros analizadores, como sensibilidad y especificidad del diferencial de
seis partes desarrollando un nuevo método para discriminar monocitos (MONO), linfocitos
(LYMPH), linfocitos atipicos (Atypical Lymph) y blastos (blasts), conteo directo y reportable
de eritoblastos, ademas del aumento de los diferenciales de WBC reportables ain en muestras
con conteos muy bajos (<500) (Sysmex Corporation, 2012, 2020; Sysmex Middle East FZ-

LLC, 2020).

Este equipo utiliza la tecnologia de citometria de flujo para el conteo y andlisis de

células, después que las células son irradiadas por el rayo laser donde se analizan segun la
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dispersion de luz frontal (FSC), la dispersion de luz lateral (SSC) y la luz fluorescente lateral
(SFL), como se muestra en la Figura 1, para el recuento diferencial de 6 partes incluyendo

granulocitos inmaduros en todos los hemogramas (Sysmex Corporation, 2012).

Figural

Parametros de medicién de células utilizado por el equipo Sysmex

Parametros de medicion

Luz fluorescente lateral
Informacidon ADN/ARN

Luz dispersa lateral
Informacion de la estructura intemna de la célula

Luz dispersa frontal
difformacion del tamafo celular

Nota. La figura es un referente a las proyecciones de luz generadas por un analizador
automatizado frente a una célula, que permite conocer su tamafio y complejidad, para
identificar diferentes linajes. Tomado del Manual de Analizadores automatizados de
hematologia serie XN (p.2), por Sysmex Corporation, 2012, Sysmex América Latina y el

Caribe.

3.1 Dispersograma Leucocitario

“Son diagramas de dispersion de c€lulas de la linea blanca, en donde cada tipo de
célula se representa en un area determinada en el cuadrante de la grafica” (Corporacion

Sysmex, 2000).

Segun (Ulloa et al., 2017), un dispersograma leucocitario brinda informacion sobre

porcentajes y numeros absolutos de diferentes subgrupos de WBC, permite reconocer
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diferentes poblaciones celulares, resumidas en la Tabla 2, esto segun sus caracteristicas
nucleares, componente citoplasmatico, granulos, inclusiones y la complejidad de maduracion
de la cromatina; permite detectar incluso la presencia de células atipicas o en etapas
inmaduras, a diferencia del recuento celular total en el que existe mayor posibilidad de que

estas pasen por alto.

Como se menciona en la literatura Sysmex Corporation (2005), los analizadores
capaces de emitir este tipo de graficas, permiten el reconocimiento de células en una
distribucion espacial tridimensional de cada grupo leucocitario, como se observa en la Figura
2, su alta sensibilidad garantiza que se identifiquen las condiciones malignas y reactivas

representadas en la Figura 3.

Figura 2

Agrupaciones celulares en el dispersograma WBC

SFL

Nota. La figura muestra el posicionamiento de grupos celulares WBC en areas especificas, se
reconoce no solo la cantidad de células sino también la forma de la posicion de cada grupo
celular, el angulo, tamafio, longitud. Tomado del Manual de Analizadores automatizados de
hematologia serie XN (p.4), por Sysmex Corporation, 2012, Sysmex América Latina y el

Caribe.
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Un dispersograma, al reconocer conocer varios tipos de células WBC tridimensionales puede
mostrar parametros y mensajes que proporcionan valiosa informacién de diagndstico para el
médico tratante para diagnosticar y monitorear infecciones y otras condiciones. En la Tabla 2
se resumen los diferentes componentes que puede captar un dispersograma, basada en la

revision literaria (Cromakit S.L., 2013; Sysmex Europe, 2020).
Tabla 2

Grupos celulares reconocibles en un dispersograma leucocitario

Grupos Celulares Abreviatura
Concentracion de neutréfilos y basofilos NEUT+BASO
Concentracion de linfocitos LYMPH
Concentracion de eosinofilos EO
Concentracion de monocitos MONO

Concentracion de células imaduras o indice de granulocitos G
inmaduros
Atypical Lymph,

Linfocitos atipicos o aberrantes, blastos
Blasts, Abn Lymph

Concentracion de otras células no diferenciadas o que, en su
Ghost, NRBC, PLT

defecto, correspondan a restos de células lisadas (células -
umps

fantasmas), o restos de globulos rojos (NRBC), y plaquetas.
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Figura 3

Dispersograma WBC anormal
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Nota. La figura muestra las posiciones donde es probable que se encuentren poblaciones de
células en un estado anormal (letras en rojo) comparadas a los WBC normales (letras en
blanco). Tomado de Sistemas de banderas para la identificacion de células anormales (p.3),

por Miinster, 2012, SEED Sysmex Haematology.

3.2 Alarmas del Analizador Sysmex XN-1000S

Sysmex emplea una sefial de alarmas para sus diferentes parametros reportables, de acuerdo a
un rango especifico de medicidn, su algoritmo adaptativo, basado en el reconocimiento de
formas (SAFLAS, por sus siglas en inglés), se fundamenta en la diferenciacién lineal de
agrupaciones celulares en el dispersograma que utiliza la forma y posicionamiento de los
diferentes grupos celulares (Sysmex Corporation, 2012), en la Tabla 3 se resumen las alarmas
junto a su significado, mismos que han sido tomados de las Instrucciones de uso del

Analizador Sysmex XN-1000S del Laboratorio del Hospital Isidro Ayora.
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Tabla 3

Sefales de alarmas generadas por el analizador automatizado Sysmex XN-1000S

Alarma Q Mensaje Significado
[Blast/Abn Lymph] Puede haber presencia de blastos o
linfocitos anormales
[Blasts?]* Puede haber presencia de blastos
[Left Shitf?] Posibilidad de desviacion a la
Tipo WBC izquierda
[Abn Lymph]* Puede haber presencia de linfocitos
anormales
[Atypical Lymph?] Puede haber presencia de linfocitos
atipicos

[RBC Agglutination?] Puede haber aglutinacion de RBC
[Turbidity/HGB Interf?]  Puede  haber interferencia  de
hemoglobina (HGB) por lipemia

Tipo RBC [Iron Deficiency?] Puede haber anemia ferropénica
[HGB Defect?] Puede haber defecto de HGB
[Fragments?] Puede haber presencia de eritrocitos
fragmentados
Tipo PT [PLT Clumps?]* Posibilidad de agregados de plaquetas

4. Frotis de Sangre Periférica

Es uno de los analisis mas empleados en hematologia como complemento,
confirmacion y control de calidad, pues permite reconocer alteraciones morfologicas finas, de
relevancia diagnostica, que no son detectadas por los auto analizadores (Torrens, 2015). Sigue
siendo indispensable para detectar alteraciones morfologicas en casos de granularidad toxica,
células inmaduras, cayados, segmentacion nuclear multiple, entre otros, por lo que actualmente
la mayoria de los laboratorios ha incorporado criterios de revision del frotis sanguineo acorde

a su poblacion. Como menciona D. Chabot-Richards & Foucar (2017), la evaluacion
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morfoldgica manual de los linfocitos guia el diagnostico diferencial, incluida la identificacion

de trastornos raros de la linea germinal.

A pesar de esto, la revision de resultados emitidos por los instrumentos automatizados
mediante la preparacion, tincion y examen microscépico de un frotis de sangre ha desaparecido
en la mayoria de las instituciones (Osta et al., 2014), las principales razones son el analisis mas

rapido y preciso de muestras por estos equipos.

4.1 Técnica de Preparacion

La preparacion y placa del frotis sanguineo, asi como su tincion y observacion al
microscopio se realiza bajo el Manual de Hematologia del Laboratorio Clinico del Hospital

Isidro Ayora, se muestra en el Anexo 2.

Como menciona Carr & Rodak (2014), el examen microscépico comienza con el
barrido de lectura del portaobjetos con el objetivo de bajo aumento (para evaluar la calidad
global de la preparacion, la presencia de nimeros desproporcionados de células nucleadas
grandes (como monocitos o neutrofilos) en los bordes del frotis y la deteccion rapida de
células anormales grandes, como blastos, linfocitos reactivos, e incluso parasitos como la
malaria. Una vez identificado esto, mediante el empleo del objetivo de inmersidn para aceite,
y buscando una zona del frotis en la que los eritrocitos presentan distribucion uniforme y
apenas se contactan entre si, se procede a examinar el diferencial WBC (Retamales, 2013).
La realizacion del recuento diferencial de WBC, segun menciona (Osta et al., 2014) “tiene
por objeto, por un lado, la basqueda de anormalidades cuantitativas en células
morfologicamente normales como, por ejemplo, el diagnodstico de un proceso infeccioso, de
un estado alérgico, o para el monitoreo de terapias citotoxicas o mielotoxicas. Por otro lado,
es fundamental para la busqueda de anormalidades morfologicas como, por ejemplo, la

identificacion de células inmaduras o atipicas” (p.72).
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Asi mismo debe resolverse cualquier discrepancia entre el recuento de leucocitos
instrumental y la estimacion surgida del portaobjetos, algunos motivos de esto, son la
presencia de grumos de leucocitos o de plaquetas, filamentos de fibrina, aglutinacion intensa
de eritrocitos, crioprecipitado, plaquetas gigantes, frotis muy fino o con escasas células,

tincion muy palida y un mal funcionamiento del equipo (Retamales, 2013).

4.2 Elementos de una Formula Normal

La formula leucocitaria, segun Melo & Murciano (2012), nos permite cuantificar los
diferentes tipos de WBC (neutrofilos, linfocitos, baséfilos, eosinofilos y monocitos), su
recuento manual se expresa en porcentajes. A continuacion, una breve descripcion de cada
leucocito, basada en el contenido tedrico de (Failace, 2011; Manascero, 2014; Ivan. Palomo

et al., 2005; Retamales, 2013):

4.2.1 Linfocitos. Célula pequefia de 7 um hasta 12 um, de ndcleo redondo con

cromatina densa y citoplasma azulado.

4.2.2 Neutrdfilo. Célula con una cromatina condensada, de nucleos lobulados (2 a 5)
unidos entre si por filamentos cromaticos delgados, con un diametro de 9 — 15 um, su
citoplasma es abundante y rosado cubierta de una granulacién fina color pardo rojo rosado,

participan en la defensa frente a bacterias y en procesos inflamatorios.

4.2.3 Monocito. Célula leucocitaria mas grande (12-20 um), con nucleo irregular y
cromatina esponjosa, con citoplasma celeste plomizo, sin granulaciones y relacion nicleo —

citoplasma igual.

4.2.4 Basofilo. Célula con ndcleo irregular y lobulado con algunas granulaciones

irregulares, de cromatina densa, mide 10 pm.
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4.2.5 Eosindfilo. Célula anaranjada de abundante citoplasma y granulaciones, de
tamario aproximado 13 pm, con ndcleo de 2 a 3 lobulaciones, ejercen funciones especificas

frente a infecciones parasitarias.

4.3 Recuento Celular

Cuando se observa la zona correcta del frotis de un paciente con un recuento normal
de eritrocitos, se observan alrededor de 200 a 250 eritrocitos por campo de inmersion en
aceite, de manera caracteristica, la formula diferencial incluye el recuento y la clasificacion
de 100 leucocitos consecutivos (Melo & Murciano, 2012), el resultado se expresa en
porcentajes para cada tipo de leucocitos observado junto con todas las alteraciones
morfolégicas de WBC, como cambios toxicos, cuerpos de Dohle, linfocitos reactivos y
bastones de Auer (Failace, 2011). Cuando estan presentes, se cuentan los eritrocitos
nucleados y se registran como numero de eritrocitos nucleados por cada 100 leucocitos (Carr

& Rodak, 2014).

Segun Retamales (2013), si se ha observado presencia de eritroblastos en el FS, la
correccion en el recuento de leucocitos se debe realizar a partir de 10 eritroblastos en 100
células contadas, de tal forma que si el total de recuento de células en la férmula leucocitaria
es 135 (100 células contadas + 35 eritroblastos), las cuales estan en 5.000 blancos, entonces
los 35 eritroblastos corresponden a “x” blancos. Luego se restan los eritroblastos del recuento

de leucocitos.

5. Alteraciones leucocitarias

Las distintas alteraciones de globulos blancos mostradas en la Tabla 4 se han
resumido de acuerdo a | las clasificaciones de la OMS, de la revista Sanidad Militar
Mexicana (2012), y del reporte de alteraciones leucocitarias del libro Técnicas y Métodos del
Laboratorio Clinico (Gonzalez, 2010).
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Tabla 4

Categorias de alteracion leucocitaria y sus trastornos hematologicos

Alteraciones Leucocitarias

Alteraciones Numéricas Alteraciones Morfoldgicas

Leucocitosis: neutrofilia, eosinofilia, indices de granulocitos inmaduros
basofilia, linfocitosis, monocitosis.

Leucopenia: neutropenia, linfocitopenia, Inclusiones citoplasmaticas: cuerpos de
monocitopenia. Dohle, de Auer, granulacion toxica
Reaccidon leucemoide: mieloide, linfoide, Segmentacién de nucleos

monocitoide.

En todos los casos, el aumento o la disminucion se define de acuerdo con el valor de
referencia, varian dependiendo de la edad. Es importante aclarar que un recuento normal de

leucocitos no descarta la posibilidad de una enfermedad (Garcia et al., 2012)

5.1 Alteraciones Cuantitativas

5.1.1 Leucocitosis. Es el aumento en el nimero de células de glébulos blancos de la
sangre en las diferentes lineas leucocitarias, como neutrofilia, eosinofilia, linfocitocis y
monocitosis, que respectivamente se evidenciaria ante la presencia de neoplasias de tracto
géstrico, pulmon, sindromes mielo proliferativos, leucemias, leucemia mieloide aguda
(LMA), trastornos mielo proliferativos (mielofibrosis, leucemia mieloide crénica (LMC),
policitemia vera), leucemia linfoide aguda (LLA), leucemia linfoide cronica (LLC), linfomas,
leucemia mielomonocitica, mieloma multiple, aplasia medular (Chabot-Richards & Foucar,

2017; Melo & Murciano, 2012; Retamales, 2013).

5.1.2 Leucopenia. Es la disminucion del nimero de células de globulos blancos de la
sangre. Puesto que en algunas lineas leucocitarias se presentan estas alteraciones por
situaciones fuera del marco de enfermedades hematoldgicas, se han tomado en cuenta
aquellas en las que se presentan a causa de trastornos hematoldgicos como cancer,
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mielofibrosis congénita, sindrome linfoproliferativo, LLC, trastorno de MO, trastornos
neoplésicos (LLA, Linfoma de hodking) (Chabot-Richards & Foucar, 2017; Melo &

Murciano, 2012; Retamales, 2013).

5.2 Alteraciones Cualitativas o Morfoldgicas

5.2.1 Indices de Granulocitos Inmaduros. Es un indicador de infeccion o de
estimulo de los granulocitos a nivel de la medula ésea (Garcia et al., 2012), dependera de la
cantidad en sangre periférica de metamielocitos, mielocitos y promielocitos; es importante
como auxiliar en el diagndéstico temprano de enfermedades malignas con compromiso de los
precursores mieloides y en las infecciones, sobre todo en los casos de sepsis neonatal (Osta et
al., 2014). Son especialmente relevantes en pacientes altamente predispuestos a infecciones

debido a un sistema inmunitario inhibido (Melo & Murciano, 2012).

5.2.2 Inclusiones Citoplasméticas. Como la presencia de cuerpos de Auer en forma
de bastdn constituidas por granulos alineados, en el interior de los leucocitos inmaduros de la
serie mieloide en procesos patoldgicos, especificamente en las leucemias mieloides agudas; la
presencia de cuerpos de Dohle como inclusiones citoplasmicas azules en neutrdéfilos; o la
presencia de granulacion tdxica que se observa como un aumento del tamafio y la intensidad
de coloracion de los granulos del neutréfilo. Entre estas se puede evidenciar la presencia de
mielodisplasias que se caracterizan por presentar desgranulacion o granulacion anormal, a
veces bastoncillos de Auer, defecto de segmentacion, doble nucleo, nucleo en forma de cinta

(Gonzélez, 2010).

5.2.3 Segmentacion de Nucleos. Pueden presentar hipersegmentacion donde el
nucleo se segmenta mas alla de 5 lobulaciones y tiene la cromatina muy densa; o
hiposegmentacion lo que significa que el nicleo tendrda menos lobulaciones de las que

normalmente presenta, por lo tanto, permitira identificar células inmaduras (lvernizzi, 2020).
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Garcia et al. (2012) menciona que existen muchas otras alteraciones de los leucocitos
que pueden reportarse en una BH, como alteraciones cualitativas de los polimorfonucleares y
cambios morfolégicos de los leucocitos, alteraciones relacionadas con la interaccién de
polimorfonucleares con otras células, alteraciones morfologicas de monocitos y linfocitos

reactivos, entre otros (Melo & Murciano, 2012).

5.2.4 Otras Ceélulas. Lo eritroblastos son precursores de la serie eritroide, representan
el estadio final antes de la eliminacion del nucleo y la transformacién en reticulocito (F.
Hoffmann-LaRoche, 2012; Retamales, 2013) presentan una densidad y dimension del ndcleo
similar a los linfocitos. Algunos instrumentos no pueden diferenciar globulos rojos nucleados
(NRBC) o eritroblastos (Henry J & Michael W, 2019), debido a sus tamarios diversos, en
ocasiones son incluidas dentro de los resultados de leucocitos y linfocitos, por esta razon,
ante la posible presencia de NRBC en sangre, los resultados del recuento de leucocitos
podian no ser completamente correctos y es necesaria la correccion manual, donde se informa
el niumero de eritroblastos encontrados al realizar el recuento diferencial de WBC, a la vez

que se corrige el valor absoluto del total de WBC (Osta et al., 2014; Retamales, 2013).
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5. Metodologia

1. Tipo de Estudio

El presente estudio tuvo un enfoque descriptivo-comparativo, y segun el tiempo de

investigacion, fue de tipo transversal pues se realizo en el periodo Enero-marzo 2021.

2. Area de Estudio

El estudio se llevo a cabo en la ciudad de Loja, en el Laboratorio Clinico del Hospital
General Isidro Ayora, obteniendo para ello, el permiso respectivo otorgado por el
Departamento de Docencia de la Institucion (Anexo 1). Es importante mencionar que esta
institucion de salud cuenta con areas de servicio hospitalario como: clinica, pediatria,
ginecologia, cirugia, emergencias, unidad de quemados, triaje covid, entre otros. Para la
investigacion se ha decidido estudiar solo en las areas de clinica y pediatria, pacientes con
alteraciones leucocitarias que podrian estar relacionados con enfermedades hematolégicas;
ademas de que los grupos etarios de estos servicios tienden a presentar mayor probabilidad de
desarrollar estas patologias, como mencionan algunos autores como (Gabus et al., 2011;
Morales et al., 2018) que afirman que las enfermedades hematoldgicas ocupan las primeras
causa de mortalidad en America Latina especificamente la leucemia mayoritariamente en
grupos etarios nifios y adultos, lo cual va de la mano con los informes de la Sociedad de
Lucha contra el Cancer del Ecuador (SOLCA), en donde menciona que las leucemias
asociadas a trastornos hematologicos, son catalogadas como una de las 5 principales causas
de cancer con mayor incidencia en Ecuador, principalmente en nifios, pero con frecuencia en
adultos de 40 a 60 afios de edad (Comité de Investigacion de SOLCA, 2018); estas citas han
sido tomadas en cuenta para seleccionar estas dos areas de estudio y determinar la presencia

de alteraciones leucocitarias en estos pacientes. Ademas, han representado una mejor
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posibilidad de obtener los consentimientos informados requeridos para la investigacion, por

el acceso al area y la predisponibilidad de los pacientes.
3. Grupo de estudio

La investigacion se realizo en pacientes de las areas de clinica y pediatria del Hospital
General Isidro Ayora, con pedido de biometria hematica, cuyos resultados hayan presentado

alteraciones. Fueron seleccionadas al azar un total de 80 muestras.
4. Universo y Muestra

Se obtuvo para el estudio un total de 80 muestras de sangre EDTA de los pacientes de
las areas de clinica y pediatria con alteraciones en sus biometrias hematicas, fueron
analizados los dispersogramas leucocitarios y una vez seleccionadas al azar las muestras,

fueron estudiados sus frotis sanguineos.
5. Criterios de Inclusion
Pacientes ingresados en las areas de servicio de pediatria o clinica.

Resultados de biometrias heméticas con emisidn de alarmas en los parametros

leucocitarios.
Recuentos leucocitarios fuera de los rangos referenciales (altos o bajos).
Dispersogramas leucocitarios con patrones anormales.
Pacientes que aceptaron firmar el consentimiento informado.
6. Criterios de Exclusion
Muestras de sangre EDTA sin pedido de biometria hematica.

Pacientes que pertenezcan a otras areas de servicio hospitalario.
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Pacientes que hayan sido previamente diagnosticadas con enfermedades

hematoldgicas.

Pacientes que no dieron su consentimiento para el estudio.

7. Materiales y Método

Los 80 casos de estudio fueron seleccionados a partir de biometrias hematicas
generadas por el analizador automatizado Sysmex XN-1000S, que presentaron alteraciones
leucocitarias en los pardmetros del WBC, incluyendo flags de alarmas WBC. Se examinaron
los patrones de dispersidn leucocitaria de estas muestras, es decir las posiciones donde era
probable que se encuentren poblaciones de células en un estado anormal, en base a los
mensajes (flags) de alarmas generadas por el analizador. Junto a esto, se analizaron los
dispersogramas leucocitarios, y luego de haber obtenido el consentimiento informado por
parte del paciente, se procedio a realizar el frotis sanguineo a partir de la muestra de sangre
EDTA, y se lo colored con la tincidn de wright segun el protocolo establecido en el

laboratorio del hospital.

Se analizaron todos los frotis, identificando cambios numéricos (recuento relativo) y
morfolégicos, se tomaron fotos correspondientes a 2 campos diferentes de cada uno de ellos,
asi como de los dispersogramas leucocitarios generados por el analizador automatizado.
Finalmente se compararon los resultados de las alteraciones que se generé en ambos metodos,

tanto el automatizado como el manual.

8. Tabulacién, Presentacion e Interpretacion de Resultados

Los resultados obtenidos se tabularon en el programa IBM SPSS, estableciendo las
siguientes variables estadisticas: alteracion numérica y morfoldgica tanto grafica como
microscopica, Y las areas de clinica y pediatria. Los objetivos planteados, seran presentados a

través del mismo programa mediante tablas y figuras.
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Para la evaluacion y representacion del objetivo especifico que busca relacionar las
alteraciones leucocitarias encontradas se utilizé la medida estadistica indice Kappa de Cohen,
que es (para analizar la concordancia entre dos instrumentos de medida: analizador
automatizado Symex-1000S y la microscopia manual del FS), para determinar su relacion
mediante un grado de concordancia, y de esta forma observar que gado de similitud
presentan. Para la valoracién del coeficiente Kappa (grado de acuerdo o concordancia) es
importante tener en cuenta los coeficientes de valoracion y su significancia especificados en

la Figura 4.
Figura 4

Valoracion del indice de Kappa Cohen

Kappa () Grado de acuerdo
< 0,00 Sin acuerdo
0,00-0,20 Insignificante
0,21-0,40 Mediano
0,41-0,60 Moderado
0,61-0,80 Sustancial
0,81-1,00 Casi perfecto

Nota. El coeficiente Kappa puede tomar valores entre -1 y +1, mientras mas cercano a +1,
mayor es el grado de concordancia, por el contrario, mientras mas cercano a -1, mayor es el
grado de discordancia. Tomado de El indice kappa (p.248), por Abraira, 2001, Sociedad

Espafiola de Médicos de Atencién Primaria.

Para el segundo objetivo especifico, en cambio, se representaron los resultados de las
frecuencias de alteraciones leucocitarias presentes en las areas de clinica y pediatria a partir

de los hallazgos de los frotis sanguineos.
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6. Resultados

Fueron seleccionadas 80 muestras de biometria hematica pertenecientes a pacientes
hospitalizados en las areas de clinica y pediatria, que fueron analizadas en el equipo
automatizado Sysmex XN-1000S, y presentaron alteraciones leucocitarias en los parametros
del WBC, incluyendo flags de alarmas WBC. Se examinaron estos y se representaron en la

Tabla 5.

Tabla b

Recuento de mensajes de alarmas WBC en las muestras obtenidas

Flags de alarmas WBC

Frecuencia Absoluta

Vélido [Blast/Abn Lymph] 11
[Blasts?]* 6
[Left Shitf?] 52
[Abn Lymph]* 8
Atypical Lymph?] 3
Total 80

Para el objetivo especifico que busca relacionar las alteraciones leucocitarias
encontradas tanto por el analizador automatizado Sysmex XN-1000S como el frotis
sanguineo, se utilizo la medida estadistica indice Kappa de Cohen representadas en la Tabla 6
y 7,y se determin0 su relacion mediante la valoracion del grado de concordancia, de esta

forma se representd su gado de similitud.
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Tabla 6

indice de Kappa del dispersograma WBC y FS de alteraciones numéricas leucocitarias en

pacientes del area clinica y pediatrica del Hospital Isidro Ayora durante el periodo enero-

marzo 2021
Medidas simétricas
Significacion
Valor Error estandar asintotico® T aproximada®  aproximada
Medida de Kappa ,724 ,084 6,633 ,000
acuerdo
N de casos validos 80

a. No se presupone la hipotesis nula.
b. Utilizacion del error estandar asintdtico que presupone la hipétesis nula.

Nota. En la presente tabla se muestran los calculos realizados por el sistema IBM SPSS, esta
medida de indice Kappa es de 0.72, lo que sugiere segun el grado de valoracion, que hay una
sustancial o considerable correlacion.

Tabla 7

indice de Kappa del dispersograma WBC y FS de alteraciones morfoldgicas leucocitarias en

pacientes del area clinica y pediatrica del Hospital Isidro Ayora durante el periodo enero-

marzo 2021
Medidas simétricas
Significacion
Valor Error estandar asinttico* T aproximada®  aproximada
Medida de Kappa ,579 ,133 5,207 ,000
acuerdo
N de casos validos 80

a. No se presupone la hipotesis nula.
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b. Utilizacion del error estandar asintotico que presupone la hipdtesis nula.

Nota. En la presente tabla se muestran los calculos realizados por el sistema IBM SPSS, esta
medida de indice Kappa es de 0.57, lo que sugiere segun el grado de valoracion. que hay una

moderada correlacion.

Finalmente se determin la frecuencia (en un total del 100% para cada &rea hospitalaria
de estudio) de las alteraciones leucocitarias numéricas y morfoldgicas presentes en pacientes
hospitalizados en el periodo enero-marzo 2021, basado en el anélisis microscépico del frotis

sanguineo.

Figura 5

Frecuencia de alteraciones leucocitarias disminuidas presentes en pacientes del Hospital

Isidro Ayora durante el periodo enero-marzo 2021
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Nota. En la figura se puede observar que en todos los pacientes pediatricos (barra roja) no se

presentaron alteraciones disminuidas de leucocitos, mientras que solo en la cuarta parte,
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aproximadamente, de pacientes del &rea de clinica (barra azul) se presentaron alteraciones

disminuidas, siendo de predominio de linfopenia. N=80.

Figura 6
Frecuencia de alteraciones leucocitarias aumentadas presentes en pacientes del Hospital

Isidro Ayora durante el periodo enero-marzo 2021
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Nota. En la figura se puede observar el predominio de leucocitosis en pacientes del area de
pediatria, mientras que en los pacientes del &rea clinica tuvo un notorio predominio la
neutrofilia. Ademas, se puede observar que mas de la mitad de pacientes del area de clinica
presentaron otras alteraciones leucocitarias no relacionadas con el aumento de estos, por el
contrario, el area de pediatria solo presentd un bajo porcentaje de otras alteraciones que se
podria inferir sean morfologicas pues no se observaron en las alteraciones disminuidas de la

anterior figura. N=80.
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Figura7

Frecuencia de alteraciones morfoldgicas leucocitarias presentes en pacientes del Hospital

Isidro Ayora durante el periodo enero-marzo 2021
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Alteracion morfolégica

Nota. En la figura se puede observar se puede observar la alteracion morfoldgica presente
con mayor prevalencia de células en forma de cayados, seguido de células inmaduras e indice
de granulocitos inmaduros en el servicio de clinica; mientras que en el area de pediatria se
identifican solo presencia de alteraciones morfoldgicas como cayados, células inmaduras, y
linfocitos atipicos, siendo de mayor predominio las células inmaduras. También se evidencia
unicamente en el area de clinica, la presencia de mas de 2 alteraciones morfologicas en una

misma placa de frotis sanguineo. N=80.
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7. Discusion

Loas biometrias hematicas obtenidas de las areas de clinica y pediatria del hospital
presentaron alteraciones leucocitarias en los parametros del WBC, determinadas por los
mensajes o flags de alarmas que emitio el equipo, en su mayoria fueron mensajes que
indicaban una posibilidad de desviacion leucocitaria a la izquierda, estos casos suelen
presentarse con mayor frecuencia en areas hospitalarias cuyos pacientes presentan
condiciones clinicas de infecciones locales o sistémicas, tumores, inmunodeficiencias, entre
otros (Alqudah et al., 2018). También se presentaron mensajes que sugerian presencia de
blastos o linfocitos anormales en las muestras, estas se podrian relacionar con algunas
enfermedades hematoldgicas como menciona Failace (2011) podrian ser hemopatias
(leucemia mieloide aguda, Hodking), neoplasias, linfomas, algunos casos de leucemias y

displasias medulares.

Un analizador hematoldgico automatizado como el empleado en esta investigacion
(Sysmex XN-1000S), suele ser muy preciso para identificar ciertas alteraciones en el
recuento de células leucocitarias, como neutrofilia, eosinofilia, linfocitosis y leucopenias
evidenciados en este trabajo, y que guarda relacion con el estudio T. Gupta & Basu (2020)
realizado en un hospital de cancer donde se evalud la utilidad del contador a traves del
analisis de diagramas de dispersion y alarmas resultando este muy sensible y especifico para
diagnosticar ciertas enfermedades hematoldgicas. También (Becker et al., 2015) afirma que
existe una buena concordancia entre los resultados de recuento diferencial de leucocitos en el
equipo con el recuento manual, pues los analizadores automatizados presentan mayor
precision en el reconocimiento celular, sus resultados evidenciaron una buena concordancia
en el recuento leucocitario celular, al igual que en esta investigacién, donde se obtuvo un

grado de concordancia sustancial (indice Kappa 0,72) entre los hallazgos del equipo
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automatizado y los del frotis sanguineo, en relacion de las alteraciones numéricas

evidenciadas.

Por otro lado, en el presente estudio se obtuvo un grado de concordancia moderada
(Kappa 0,57) para los resultados emitidos por el analizador y los hallazgos del frotis
sanguineo respecto a las alteraciones morfologicas, puesto que algunas alarmas indicaban
aumentos de células leucocitarias que sugerian presencia de células inmaduras como blastos,
células atipicas, o un falso aumento del recuento absoluto de leucocitos, cuando en realidad al
comparar con el frotis sanguineo, estas alteraciones correspondian a presencia de cayados,
hipersegmentacion de nucleos, células inmaduras (mielocitos, metamielocitos), granulacién
toxica, y células reactivas. Solo en 7 de 16 casos el equipo reportd correctamente la posible
presencia de cayados, indice de granulocitos inmaduros, linfocitos atipicos, y presencia de
blastos. De la misma forma en el estudio del rendimiento del analizador hematolégico en
muestras pediatricas (Becker et al., 2015) donde se evidencia la baja especificidad de
deteccion de ciertas banderas celulares asi como de células reactivas (63%); y en ciertas
alteraciones morfolégicas o procesos malignos como displasias medulares, leucemias

(Alqudah et al., 2018) o en analisis pos quimioterapias (Kur et al., 2020).

Es importante destacar ademas, que en algunos estudios comparativos del diferencial
WABC en pacientes leucopénicos (Kur et al., 2020), pacientes oncoldgicos (Karawajczyk et
al., 2017), demostraron cierta imprecisién en la identificacion y recuento absoluto de
monocitos y linfocitos (por sobre estimacion debido a la presencia de NRBC ), lo cual guarda
relacidn con el presente trabajo, pues algunos de los resultados del recuento de leucocitos en
el analizador automatizado no fueron completamente correctos, especialmente cuando se
identificé un aumento en el recuento absoluto de leucocitos, esto pudo deberse a que el
tamafo de las diferentes células eritroides ya sean nucleadas o eritroblastos es muy diverso
(F. Hoffmann-LaRoche, 2012), y fueron incluidas dentro de los resultados de leucocitos en
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las biometrias hematicas con alteraciones. Esto se evidencié en el andlisis de los frotis

sanguineos y fue necesaria la correccion de su recuento.

Por otro lado, en un estudio en pacientes hospitalizados y ambulatorios (Asad et al.,
2017) solo el 70% de casos tuvo buena correlacion entre ambos metodos, entre las
alteraciones mal identificadas destacan leucocitos inmaduros y linfocitos atipicos, y en el
23% de los casos el analizador pasé por alto hallazgos importantes; ademas se han obtenido
resultados por el equipo que indican una posible leucemia (M. Gupta et al., 2018) y en la
revision microscopica en realidad se identifican cambios toxicos de neutréfilos. Por ello, en
el presente trabajo de tesis, en muestras donde se observaron cambios en la concentracion de
ciertas lineas leucocitarias que sugerian presencia de células inmaduras o aumento de
concentracion en el recuento total de las mismas, obedecian en realidad a cambios toxicos en
neutréfilos, aumento de cayados, linfocitos reactivos, hipersegmentacion de ndcleos, indice
de granulocitos inmaduros y presencia de eritroblastos; de aqui que si bien los resultados
numericos proporcionado por el analizador es preciso, sigue siendo necesario un examen
microscdpico meticuloso de frotis de sangre especialmente en el entorno pediatrico pues
segun Asad et al. (2017) la especificidad de los indicadores de alarmas suele ser mas baja
(por la cantidad celular leucocitaria disminuida en ciertas condiciones clinicas) que en los

adultos, y también se pueden generar falsas alarmas.

Finalmente, es importante mencionar que algunos de los resultados del recuento de
leucocitos en el analizador automatizado no fueron completamente correctos, especialmente
cuando se identifico un aumento en el recuento absoluto de leucocitos. Esto pudo deberse a
que el tamafio de las diferentes células eritroides ya sean nucleadas o eritroblastos es muy
diverso (F. Hoffmann-LaRoche, 2012), y fueron incluidas dentro de los resultados de
leucocitos en las biometrias hematicas con alteraciones. Esto se evidencio en el analisis de los
frotis sanguineos y fue necesaria la correccion de su recuento.
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8. Conclusiones

Las biometrias hematicas obtenidas de las areas de clinica y pediatria del hospital
presentaron alteraciones leucocitarias en los parametros del WBC, determinadas en base a los
mensajes o flags de alarmas WBC, se examinaron obteniéndose un total de 52 con mensajes
de presencia de desviacion leucocitaria a la izquierda, seguidos de algunos con posible
presencia de blastos o linfocitos anormales, y solo 3 de los 80 con posible presencia de
linfocitos atipicos, de los cuales fueron analizados sus dispersogramas. Estos se interpretaron,
analizando las posiciones donde era probable que se encuentren poblaciones de células en un
estado anormal, y se los relacion6 con los cambios numéricos (recuento relativo) y
morfoldgicos de los frotis sanguineos, determinando su relacion mediante el método
estadistico de Indice Kappa, segun el grado de concordancia o similitud entre los resultados
del analizador automatizado y los hallazgos microscopicos, obteniendo en las alteraciones
numeéricas una sustancial concordancia en casos como leucocitosis, neutrofilia, eosinofilia,
leucopenia, y linfopenia. A diferencia de las alteraciones morfoldgicas como segmentacion
de nucleos, leucocitos inmaduros, linfocitos atipicos, granulacion téxica, aumento de
cayados, y células reactivas, cuyo grado de concordancia fue moderada. Por lo antes
mencionado, podemos concluir que el analizador puede ser preciso para identificar diferentes
alteraciones leucocitarias de forma que genera alarmas o desplazamiento en las gréaficas de
dispersion, pero no es tan especifico para determinar o clasificar ciertas alteraciones
morfoldgicas, o que nos sugiere que es necesario en estos casos realizar frotis sanguineos y

corroborar la presencia de estas de forma manual.

Tanto los resultados de los dispersogramas leucocitarios como los frotis sanguineos
presentan similitudes en gran parte de las alteraciones leucocitarias, por lo que pueden usarse
como herramientas de deteccidn en varios trastornos leucocitarios por su buena correlacion
con el FS, sin embargo, existen alteraciones como la segmentacién de ndcleos, granulacién
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toxica, presencia de eritroblastos, casos en los que el equipo las confunde con otras células, o
las pasa por alto generando falsos desplazamientos en las gréficas o haciendo omision de
alarmas; es importante una combinacion de estos con hallazgos clinicos y la evaluacién
manual morfoldgica respectiva para guiar las pruebas adicionales necesarias y clasificar

adecuadamente a los pacientes con trastornos leucocitarios de forma especifica.

Las alteraciones leucocitarias mas frecuentes que se presentaron fueron leucocitosis,
eosinofilia, neutrofilia, células inmaduras, cayados, y presencia de linfocitos atipicos en el
area de pediatria; mientras que en el area de clinica se observé leucopenia, linfopenia,
leucocitosis, cayados, células inmaduras, indice de granulocitos inmaduros, granulacion

toxica, linfocitos atipicos, y segmentacién de nucleos.
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9. Recomendaciones

La validacion de casos con alteraciones leucocitarias requiere la confirmacion de
recuentos diferenciales mediante un frotis de sangre periférica, pues, son varios los casos en
los que se pueden presentar alteraciones reactivas como linfocitosis, basofilia, granulacién
toxica, impulsando diagnosticos como leucemias, trastornos linfoploriferativos, displasias o
procesos malignos. De esta forma se recomienda una combinacion y hemograma completo,
hallazgos clinicos y de laboratorio, junto con la evaluacion morfoldgica respectiva para guiar
las pruebas adicionales y clasificar adecuadamente a los pacientes con trastornos

leucocitarios.

Es importante que el personal de las instituciones que trabajen con analizadores
automatizados de hematologia estén actualizandose y capacitandose constantemente sobre el
manejo e interpretacion del reporte que emiten estos equipos, dominen la interpretacion sobre
su sistema de alertas y notificaciones, pues estas pistas pueden guiar hacia una busqueda mas
cautelosa que permita comprobar y verificar manualmente las alteraciones identificadas, y a

su vez le permitiran al médico sugerir otros analisis mas especificos.
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11. Anexos

Anexo 1. Permiso otorgado por el Departamento de Docencia del Hospital Isidro

Ayora

Oficio 007 PDI-HIAL-MSF
Loja, 24 de Diclembre del 2020

Srta. Anni Cecibel Narvaez Guillen,
ESTUDIANTE DE LA CARRERA DE LABORATORIO CLINICO DE LA UNL.
Cludad. -

De mis consideraciones

Por medio de la presente me permito informar a usted que luego de revisar su
Proyecto de Investigacion titulado “DISPERSOGRAMAS LEUCOCITARIOS Y SU

RELACION CON FROTIS DE SANGRE PERIFERICA", lo encuentro PERTINENTE

Y FACTIBLE de realizar, por lo que aulorizo el desarrolio del mismo en ésta Casa’
de Salug, y para lo cual se comunicara al Servicio de Laboratorio Clinico para que

le presten las facildades del caso para su realizacion

Particular que comunico para |os fines pertinentes.

Atentamente,

(e
Dr. Marco Medina Sarmiento

RESPONSABLE-DF DOCENCIA E INVESTIGACION DEL HIAL

NSRS
ST € WVESTRACIN
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Anexo 2. Protocolo para un frotis de sangre periférica bajo tincion de Wright

UNIVERSIDAD NACIONAL DE LOJA
CARFERA DE LABORATORIC CLINICO

Elaboracion:

Anm Warvaez

Facha: Marzo 2021

Frotis de sangre penifénea bajo tincion | Codige: LHIAT-F3P1

PREOCEDIMIENTO .
da Wright Paginaz: 1 de 2
OBJETIVO Desenbar 1a téenica empleada para realizar frotis sangmineos v
tefirrlos con la coloracion Wright para =u analisis microzcopico.
3e aplica para procedimientos t8cnicos requendos para el extudio da
ALCANCE tesiz an el area de hematolozia “Dispersogramas lencocitarios en
biometria hamatica v su relacion con frohis de zangre panférica”
Preparaciom:
Debea realizarze inmediatamente Figtsra 1.- Técnica de
dezpués de haberse reportado la extendida
bicmetria hematica an el equipe.
hientrasz se espera su procesamiento, S Sl —
mantener 2] tubo EDTA an el agitador 458
basculante. -
Técnica:
1. Sobre un portachyetos lonpio Fuente: es.slideshare net
colocar en un extremo, una
paguetia gota de sangre.
2. Ubiear otro portacketos de
EXTENSION berde pulido, parpendicular al
SANGUINEA primero en inzulo de 45° Figura 2. - Models de un

correc b axtendido

dalants de la gota da zangre.
Eetroceder hizeraments al
segundo porfackjetos hasta l-
formar una sola linea de ]

(X5

sangre donde ze ubicd la gota | ruante: o dideshare.net
v realizar la extension con
firmeza a lo larzo del primer
portachjato.

4. Eotular el codigode la
biometria a la que pertenece.

Para identificarlas de mejor

forma en este trabajo, =& ha
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TanE

URIVERSIDAD NACIONAL DE LOJA
CARFERA DE LABORATORIO CLINICO

Elaboracion:
Anni Narvier

Fecha: Marzo 2011

PROCEDIMIENTO

Frotiz de sangre periférica bajo tincidn | Codigo: LHIAT-FSPIL

de Wright Paginas: 1de 2

optado por etiquetarias con las
siglas

5. Dejar secar al aire

COLORACION DE
WRIGHT

Fundamento:
Facilita la observacion morfologica v diferenciacion de los distintos
tipos de células sanguineas

Técnica:

1. Colocar el frotis seco en el frasco coplin observando que se
cubra completamente la zona del frotis colorante de Wright
por 3min.

Colocar en el frazco coplin de agua destilada 2 min.

Lavar con agua corriente cuidzdosamente

o

Limpiar el darso del portackjetos con compresa o alzodon

LA

Secar a Temperatura ambiente

CONSIDERACTON
ES

El frotis no debe ser demasiado grueso, los elementos estardn
retenidos, apelotonados v no podréan zer identificados. Tampoco
debe zer demasiado delgado, esto provoca que sea muy pobre de
elementos.

Tener en cuenta que el frotis no debe presentar estrias o flecos para

que se pueda formar una distribucion homogénea de la sangre.

REFERENCIAS

Sociedad Espafiola de Hematologia v Hemoterapia (2012). Libro
Bianeco de la Hemeatologin y Hemoterapia en Expaiia (Editores
Medicos (ad.)).

Ulloa, B., Tapia, M., Toscano, C., & Pozo, C_ (2017). Fundomentos
e Hematelogia EDIMEC.
http: o dspace uce edu ec/bitstream 2 3000/13874/ 1 Funda
mentos de hematologia pdf

Elaborado por:

Bevizado por:

A Cecibel Narvaez Guillén Lic. Maria del Cizne Lojén Gonzdlez
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Anexo 3. Bitacora de Registro de muestras seleccionadas para estudio

Tabla de registro de resultados

ND

Cadigo
del

paciente

Edad/

Sexo

Descripeidn

microscopica

Observaciones

Grafica

Resultados
Recuento
Linaje celular
Leucocitario
N A| B L M[B|N

N: NORMAL A: ALTO B: BAIO
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Anexo 4. Consentimiento Informado

UNIVERSIDAD FACULTAD DE SALUD HUMANA

a NACIONAL DE LOJA CARRERA DE LABORATORIO CLINICO

1)

Enerc - marze 2020

CONSENTIMIENTO INFORMADO
La presente informacion explica sus derechos y mi responsabilidad
para con usted. Antes de tomar una decision, es importante que comprenda por

qué se esta realizando la investigacion y qué implicara;

Informacion General

El formulario tiene como objetivo permitir que sus resultados de
analisis puedan ser utilizados para el trabajo de titulacién denominado
“Dispersogramas leucocilarios v su relacién con frotis de sangre periférica™
mismo que cuenta con la aprobacién y permisos respectivos, La informacidn
que se recoja serd confidencial y no se usard para ningun otro propisito

Juera de la investigacidn,

Proposito de estudio

La investigacion corresponde a un proyecto de titulacion final que es
requisito indispensable para obtener el titulo de Licenciado en Laboratorio
Clinico, mismo que tiene como finalidad relacionar la presencia de cambios
numéricos v morfologicos en los recuentos y graficas de leucocitos en
biometria hematica, con su microscopia a traves de [rotis sanguineos, de forma
que se puedan identificar a tempo anormalidades presentes en ciertas
enfermedades hematologicas. Con este estudio pretendo resaltar la importancia
que hene la interpretacion de las graficas emitidas por un equipo hematolégico
automatizado para una determinacion temprana de alteraciones hematologicas.

Beneficios
Usted/ Su representado, recibird una notificacion en caso de presentar

resultados anormales representativos en su analisis.
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2)

1)

2)

FACULTAD DE SALUD HUMAMA
UNIVERSIDAD CARRERA DE LABORATORIO CLINICO

< NACIONALDELDJA Enero - marze 2020

Los conocimientos adquiridos en esta investigacion avudaran a que el personal
de laboratorio pueda coniribuir y mejorar significativamente al apoyo del
diagndstico medico oportuno de alteraciones hematologicas, de manera que se
pueda disminuir las complicaciones de enfermedades originadas por tales,
No existe wingin riesgo,

Procedimientos
Se seleccionara al azar las muestras de sangre con alleraciones leucocilarias de
la biometria hematica, anotando el codigo de pedido.
La muesira sera analizada microscopicamente de forma minuciosa como
confirmacion, El frotis sanguineo sera conservado durante el periodo que dure
la investigacion.

Uso de los resultados

Los hallazgos de este estudio pueden ser objeto de publicacién en los
repositorios cientificos piblicos v de la Universidad. Los participantes del
estudio no serdn identificados por su nombre.

Participacion voluntaria

La participacion en esta investigacion es completamente voluntaria.
Tiene derecho a rechazar su participacion o la de su representado, o retirarse en
cualquier momento de este estudio sin consecuencias negativas o pérdida de
los beneficios a los que usted/ su representado tienen derecho.

Implicacion de su firma o pulgar

Sida su consentimiento para que usted/ su representado participe en
este estudio, debe firmar o colocar su huella digital en el formulario de
consentimiento. Su firma o huella digital a continuacion significa que
comptrende la informacion que se le proporciono sobre su participacion o la de

su representado en ¢l estudio v en el formulario de consentimiento,
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FACULTAD DE SALUD HUMANA
UNIVERSIDAD

CARRERA DE LABEORATORIO CLINICO
- HABII]H!LL DE I.l]Jl Enero - marzo 2021

FORMULARIO DE CONSENTIMIENTO PARA LA
PARTICIPACION EN EL PROYECTO DE INVESTIGACION

Dispersogramas leucocitarios y su relacidn con frotis de sangre periférica
Investigador local: Anni Narvaez
Contacto: 0988009739 | anni.narvaez@unl.edu.ec
En caso de ser persona auténomas:

Declaro que tengo entendido los objetivos y propositos de este
estudio. Estoy de acuerdo en participar en el mismo, Soy consciente de que
puedo retirarme en cualquier momento sin ninguna consecuencia.

C.I. Participante Firma/ huella digital ID. muestra

En caso de ser representante legal:

Como representante legal declaro que tengo entendido los
objetivos v proposilos de este estudio. Estoy de acuerdo en que mi
representada participe en este estudio. Soy consciente de que puedo retirar
a mi representado del estudio en cualquier momento sin ninguna
consecuencia.

C.I Representante legal  Firma/ huella digital — ID. muesira
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Anexo 5. Evidencia Fotografica

Procesamiento de muestras se sangre
Recepcion de muestras e ingreso EDTA, dirigidas para biometria hematica,
en el Analizador Sysmex XN-1000S

Anélisis de biometrias hematicas con Seleccidon de muestras de interés para

alteraciones leucocitarias preparar sus frotis sanguineos
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Observacion microscopica de los frotis Placas etiquetadas de frotis sanguineos

sanguineos seleccionadas para el estudio

L N AN

Dispersograma Leucocitario Alarmas o flags emitidos por el Equipo

perteneciente a un caso de estudio Sysmex

WBC Flag(s)
Lymphocytosis
Atypical Lympho?
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Dos campos de un frotis sanguineo perteneciente a un caso de estudio

54



UNIVERSIDAD "
NACIONAL DELOJA Facultad de

la Salud
Humana

CARRERA DE LABORATORIO CLINICO

ACTA DE SESION RESERVADA CARRERA DE LABORATORIO CLINICO

En la ciudad de Loja, a los once dias del mes de marzo del dos mil veintidos siendo las 10h00,
se retne el Tribunal de grado para la Revision y Calificacion de la Tesis titulada:
“DISPERSOGRAMAS LEUCOCITARIOS EN BIOMETRIA HEMATICA Y SU RELACION CON
FROTIS DE SANGRE PERIFERICA”, de autoria de la Srta. ANNI CECIBEL NARVAEZ
GUILLLEN, egresada de la Carrera de Laboratorio Clinico, de la Facultad de la Salud Humana
de la Universidad Nacional de Loja, el Tribunal lo preside la Lic. Gladys Margoth Jumbo
Chuquimarca y lo integran las docentes sefioras: Bq. Luisa Ivonne Celi Carrién y Bqg. Maria del
Cisne Luzuriaga Moncada, quienes calificaron la tesis en forma individual y secreta, tomando en
cuenta los siguientes aspectos: el contenido y la presentacién de la tesis considerando: la
estructura del documento, coherencia entre sus elementos, calidad de los procesos de trabajo,
el cumplimiento de los objetivos, la calidad de los resultados, conclusionesy recomendaciones,
la fundamentacién cientifico-técnica de la discusion, los efectos e impactos potenciales, la
presentacion y claridad de la redaccion; conforme lo establece el Art. 156 Reglamento Régimen
Académico, obteniendo las calificaciones que a continuacién se detallan: 8.75/10, 9 /10, 9/10;
Siendo el cémputo total de 8.91/10 (ocho punto noventa y uno sobre diez), equivalente a MUY
BUENA.

Suscriben la presente acta:

:E_ Firmado el ectr6ni canente por
YT GLADYS MARGOTH
v 2 JUVBO CHUQUI MARCA

2 Jh

Lic. Gladys Margoth Jumbo Chuquimarca .........................................
PRESIDENRA DEL TRIBUNAL

Bg. Luisa Ivonne Celi Carrién
VOCAL DEL TRIBUNA

Fi rnado el ect

o tr6ni caente por
3% MARI A DEL Cl SNE

Bg. Maria del Cisne Luzuriaga Moncada e e,
VOCAL DEL TRIBUNAL

Dra. Sonia Paulina Vallejo Maldonado
SECRETARIA ABOGADA



