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RESUMEN

Actualmente, debido al avance tecnolégico la automatizacién en el laboratorio clinico
va en constante aumento; sin embargo, no todos los centros de atencién de salud
cuentan con equipos hematoldgicos automatizados para el recuento de plaquetas, o
incluso éstos reportan recuentos discordantes, por lo que es necesario recurrir a
técnicas manuales. Por ello, con el objetivo de determinar la concordancia del
recuento de plaquetas entre el método manual empleando Cadmara de Neubauer vy el
automatizado del contador hematol6gico MINDARY BC-6800 se desarroll6 la presente
investigacion de tipo descriptivo, transversal no experimental en el Laboratorio de
Hematologia del Hospital Victor Lazarte Echegaray, Truijillo, analizando un total de
204 muestras sanguineas que cumplian con los criterios de inclusion obtenidas de
pacientes provenientes del Servicio de Nefrologia. Los resultados se analizaron con
el coeficiente de concordancia de Lin y el método gréafico de Bland-Altman empleando
el software estadistico SPSS 22, y segun la escala de valoracion del primero podemos
concluir que existe una concordancia moderada (0.94) entre ambos métodos

analizados, con un I.C. de 95%.

Palabras clave: plaquetas, recuento automatizado, recuento manual.



ABSTRACT

Currently technological advances in automation in clinical lab is constantly increasing;
however, not all health care centers have automated hematology equipment for
platelet count, or sometimes show discordant counts, for that it is necessary to use
manual techniques. Then, in order to determine the correlation between the manually
platelet counting method using Neubauer Chamber and the automated method of
hematologic counter MINDARY BC-6800, a descriptive, cross-sectional and non-
experimental research was made in the Hematology Laboratory of Hospital Victor
Lazarte Echegaray, of Truijillo, analyzing 204 blood samples that accomplish with the
inclusion criteria obtained from patients attended in the Nephrology Department. The
results were analyzed by the Lin concordance coefficient and graphical method of
Bland-Altman using the statistical software SPSS 22, and according to the Lin scale it
iIs possible to conclude that exist a moderate concordance (0.94) between the two

analyzed methods with a Cl of 95%

Keywords: platelets, automated counting, manually counting.
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INTRODUCCION

La serie megacariocitica se origina en la medula 6sea a partir de una célula
progenitora comun a los demas linajes celulares; todo este desarrollo celular se
denomina trombopoyesis, éste proceso es estimulado generalmente por la
trombopoyetina y es responsable de generar la megacariopoyesis. Se sintetiza en
higado, rifiones y musculo esquelético.

En condiciones normales, la cantidad de plaquetas se halla entre 150,000 -
450,000 x mm?® de sangre, independientemente de la edad, raza y sexo.
Ocasionalmente pacientes con patologias nefrolégicas que requieren de tratamiento
sustitutorio pueden presentar un moderado descenso de plaquetas denominado
trombocitopenia cuando el recuento plagquetario es menor a 150,000 x mm3,

Muchas veces cuando las alarmas de los equipos automatizados lanzan
recuentos disminuidos, se recurre a la observacion del frotis sanguineo como medida
de corroborar elconteo, sin embargo la forma ideal de cotejar el resultado es mediante
el empleo de la técnica manual utilizando un hemocitometro esta metodologia tiene

como desventaja que requiere mucho tiempo para la obtencion del resultado.

Actualmente los equipos automatizados utilizan el principio de recuento por
impedancia, dispersion de luz y citometria de flujo. En el método manual (Brecher y
Cronkite) se emplea una Camara de Neubauer y una solucion que lisa los hematies.

Asi mismo la muestra a emplear debe ser sangre venosa con anticoagulante EDTA.

El presente estudio tiene por objetivo analizar y comparar ambas metodologias
de recuento y establecer si existe concordancia en los datos encontrados, esto nos
permitira tener una alternativa de método de recuento y sobre todo confiable y que
pueda ser utilizada en laboratorios en las cuales no se cuenta con instrumentos
hematoldgicos automatizados.
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1. PROBLEMA DE INVESTIGACION

1.1 Planteamiento del problema

La medula ésea es el sitio donde se p-roducen las células sanguineas, a partir
de la célula totipotencial, llamada célula madre hematopoyética o progenitora, a partir
de alli se originan todas las células sanguineas: eritrocitos, leucocitos y plaquetas. @

Las plaquetas son células sanguineas que proceden del megacariocito, célula
que prolifera y madura en la médula 6sea bajo la influencia de la trombopoyetina. La
fragmentacion de su citoplasma da nacimiento, a nivel del seno vascular a las
plaguetas, que son células carentes de nuicleo y no pueden replicarse. @

Las plaquetas circulan en la sangre en forma de disco biconvexo (discocitos) de
aproximadamente 3 ym de diametro, un volumen (volumen medio plaquetario) de 8,3
a 11,6 fL y 10 pg de peso. Tienen una vida media en la sangre de 7 a 10 dias y su
concentracion oscila entre 150.000 y 450.000 por pL. @

El estudio de las células sanguineas y los métodos para su evaluacién han
avanzado mucho, se han perfeccionado y simplificado las técnicas para su andlisis,
se han desarrollado nuevos métodos que permiten valorar los distintos parametros
que hoy son de gran utilidad en el diagnéstico de diversas patologias. ¢

Fue a partir del descubrimiento patentado por Wallace Coulter (1956) que la
compafiia Coulter (Becken — Dickinson) lanzo el primer contador de células en los
afos 1978. Asi, las células podian ser contadas con exactitud a medida que pasaban
a través de esa zona sensible, siempre y cuando la misma fuera lo suficientemente
pequeiia como para hacer factible el recuento. ©®

Los parametros tales como el recuento de leucocitos y hematies, la
concentracion de hemoglobina, o el volumen corpuscular medio (VCM), presentan por

lo general un desempefio analitico excelente, en tanto que otros parametros, tales
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como componentes del diferencial leucocitario, reticulocitos o el recuento de
plaguetas, especialmente a bajas concentraciones, evidencian un desempefio menos
satisfactorio®

En la actualidad, los contadores hematolégicos han incrementado
significativamente la capacidad de analisis y presentan amplios mends de
determinaciones, elevada complejidad electronico-mecéanica y mayor productividad en
el procesamiento de muestras. De este modo, se han convertido en una poderosa
herramienta en la orientacion diagnostica y terapéutica de los trastornos
hematolégicos. (")

La introducciéon de contadores hematologicos automatizados usando la
tecnologia de impedancia resulto en una mejora de la precision, con un coeficiente de
variacion de menor al 3%, debido a que se hace un recuento mas alto de plaquetas;
sin embargo, a pesar de su amplio uso, aun tiene limitaciones significativas. Uno de
los mayores problemas es que el andlisis de medicidn celular no puede discriminar
plaguetas de otras particulas de similar tamafio, como pequefios fragmentos de
hematies, complejos inmunes, entre otros; y sera erroneamente incluido en el
recuento, por tanto el nimero de particulas interferentes quiza podria exceder el
nimero de verdaderas plaquetas. ®

En relacién con el recuento de células sanguineas, los métodos manuales son
la base de algunos métodos de referencia en el laboratorio hematoldgico, a los que
aun es necesario recurrir cuando hay discrepancia con los métodos automatizados.
Suelen también ser métodos de rutina en laboratorios pequefios de algunos paises.
Las plaquetas pueden contarse y clasificarse por tamafio con impedancia, la
dispersiéon de la luz, una combinacién de las dos y la citometria de flujo que usa la

fluorescencia. ©
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Realizar el contaje plaguetario es indispensable en muchas patologias, siendo
uno de los analisis mas solicitados por los médicos de manera rutinaria; para ello, los
laboratorios clinicos pueden utilizar métodos automatizados o manuales, estos ultimos
presentan la desventaja de requerir mucho tiempo y depender de la habilidad del
analista; entre los métodos manuales, se encuentra el creado por Brécher y Cronkite
en 1950, el cual se basa en la determinacion de las plaquetas en una camara de
Neubauer, tras dilucion de la sangre (1/100) con oxalato de amonio (C2HsN204) al 1%
(lisis de eritrocitos), obteniendo asi el nimero de plaquetas/I. (1%

Segun el Comité Internacional de Estandarizacion en Hematologia (ICSH) de la
OPS y OMS, los valores de referencia (Gold Standard), para los parametros
hematoldgicos son los métodos manuales. (1%

La determinacion de la cifra de plaquetas de forma rutinaria en los recuentos
automatizados actuales, ha permitido aumentar la deteccion de anomalias en el
namero de plaquetas en muchos pacientes. Se observan cifras elevadas o bajas, la
mayoria de ellas sin ninguna repercusion clinica. Siempre se debe comprobar la cifra
real de plaquetas en la extension de sangre periférica, antes de considerar una
trombocitopenia. ES necesario asegurar que no han existido problemas en la
extraccion y que no se ha formado un coagulo en la muestra. (12

Las ventajas al utilizar los equipos automatizados son la rapidez en el andlisis,
la sistematizacion y la calidad analitica. No obstante, es necesario que el usuario
realice una evaluaciébn para asegurar que los resultados producidos sean lo
suficientemente confiables para ser utilizados en el cuidado de los pacientes. Esto
requiere que los equipos sean totalmente calibrados y que el desempefio sea

monitoreado tanto por controles de calidad interno y externo. @3
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El laboratorio clinico es responsable de la calidad del hemograma y sobretodo
que el recuento de plaquetas y los parametros con ellas relacionados reflejen la
realidad del estado de salud del paciente y que el médico encuentre en €l las pruebas
complementarias que requiera para un diagnostico adecuado que lo lleve a la etiologia
de la misma 4

Asi mismo, los parametros plaguetarios pueden alterarse por interferencia de
la morfologia eritroide anormal, cuando se presenta un volumen corpuscular medio
(VCM) bajo y una amplitud de distribucion eritrocitaria aumentado. Esto se observa
con la tecnologia de impedancia eléctrica, la cual realiza la lectura de eritrocitos y
plaquetas con el mismo principio; si la alteracion de los eritrocitos es marcada, puede
llevar a una inadecuada interpretacion de los resultados del plaquetograma. (%)

Si bien, en nuestro medio los analizadores hematolégicos automatizados
vienen teniendo gran aceptacion, son los hospitales de Essalud asi como algunos de
centros de atencidn primaria que se vienen fortaleciendo con la automatizacion en el
laboratorio clinico, en cuanto al recuento de plaquetas se recurre a procedimientos
indirectos de lectura del frotis sanguineo para ser contrastados con recuentos
automatizados cuando las alarmas indican conteos bajos, en parte se debe a la gran
demanda de muestras, no siendo ésta la técnica ideal de recuento, debido a que solo
nos guiara en la observacion del tamafio plaquetario y en la estimacion cuantitativa.
El recuento plaquetario es muy importante en el seguimiento de la evolucién de
cuadros clinicos como en el seguimiento de patologias renales y sobre todo en
pacientes que son sometidos a dialisis; de ahi la importancia de su conteo, ya sea
empleando técnicas automaticas o manuales validadas y estandarizadas que
proporcionen datos precisos y exactos a ser tomados por el médico para acercarse al

diagnostico o seguir el tratamiento y control de la patologia.
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1.2  Formulacion del Problema:
1.2.1 Problema General:

¢,Cual es la concordancia del recuento de plaquetas por método manual y
automatizado en el paciente nefrolégico atendido en el Hospital Victor Lazarte

Echegaray-Truijillo, 20157

1.3 Objetivos de la investigacion

1.3.1 Objetivo general.

Determinar la concordancia del recuento de plaquetas por método manual y
automatizado en el paciente nefrolégico atendido en el Hospital Victor Lazarte

Echegaray- Trujillo, 2015.
1.3.2 Obijetivos especificos.

OEL. Analizar el recuento de plaquetas por método manual en el paciente nefrolégico

atendido en el Hospital Victor Lazarte Echegaray-Truijillo, 2015.

OE2. Analizar el recuento de plaquetas por método automatizado en el paciente

nefrolégico atendido en el Hospital Victor Lazarte Echegaray — Truijillo, 2015.

OES3. Comparar el recuento de plaquetas por método manual y automatizado en el

paciente nefrologico atendido en el Hospital Victor Lazarte Echegaray-Trujillo, 2015.

1.4 Justificacion e importancia de la investigacion.

Uno de los principales objetivos de cualquier laboratorio clinico es proporcionar
informacion precisa, exacta y oportuna que garantice la calidad y el servicio deseado,
si bien la automatizacion constituye una solucion para muchos laboratorios por la
rapidez de los resultados, las técnicas manuales siguen siendo muy utiles como ayuda

diagnostica al especialista.

16



En nuestros dias es comun, encontrar pacientes con diversas patologias en
centros médicos de primer nivel de atencion asi como en hospitales de mayor
complejidad, en las cuales el hemograma y el recuento de plaguetas son solicitados

muy a menudo en el diagndstico o seguimiento de enfermedades.

Un método de recuento de plaquetas es el realizado en camara de Neubauer;
hoy en dia dejado de lado por el boom de la automatizacion; la mayoria de los centros
y puestos de salud publicos que no cuentan con la automatizacion emplean métodos
indirectos de recuento plaquetario que son utiles para aproximar la numeraciéon mas
no es la metodologia ideal; justificAndose su uso en el tiempo de obtencion del
resultados, sin embargo la metodologia manual en camara de Neubauer cuenta con
sélidas bases cientificas y sobre las cuales se baso el desarrollo de los equipos

hematolégicos automatizados.

En nuestro medio existe escasa informacion de estudios comparativos de
meétodos de recuento de plaquetas, es asi que el presente estudio pretende hacer una
comparacion entre el método manual y el método automatizado de la variable
plaquetaria a fin de determinar la concordancia entre ambos métodos teniendo como
poblacion objetivo a los pacientes del servicio de Nefrologia del Hospital Victor Lazarte
Echegaray. Actualmente los pacientes afectados con patologia renales van en
incremento que en muchos de los casos tienen que acceder a tratamientos sustitutivos
a lo largo de su vida pasando por distintas modalidades terapéuticas, en las cuales la
cuantificacion de las plaquetas puede verse alterada. La investigacion podra ser de
utilidad como una herramienta alternativa al profesional que no cuenten con equipos
hematoldgicos automatizados y puedan emplear la metodologia manual con la total
seguridad que los resultados plaguetarios que se obtengan sean fiables y de mucha

utilidad para el profesional médico y que permita una correcta interpretacion clinica.
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2.  MARCO TEORICO

2.1. Bases Teoricas:
2.1.1 Plaquetas

Las plaguetas son células sanguineas que proceden del megacariocito, célula
gue prolifera y madura en la médula 6sea bajo la influencia de la trombopoyetina. La
fragmentacion de su citoplasma da nacimiento, a nivel del seno vascular a las
plaguetas, que son células que carecen de ntcleo y no pueden replicarse ®

Las plaquetas son fragmentos del citoplasma de una célula de médula ésea
muy grande, el megacariocito. Tienen forma de disco en su forma inactiva y miden
dos a cuatro micrémetros de didmetro. La cuenta plaquetaria en humanos varia en un
rango normal de 150 a 400 x 10°/I. La vida media de las plaguetas es de 7 a 14 dias
y para mantener los valores normales en sangre se producen aproximadamente 1 x

10 plaquetas diariamente en médula dsea. ©

2.1.2 Recuento de plaquetas
2.1.2.1 Método de recuento automatizado

La mayoria de los analizadores hematoldgicos actuales disponen de la
incorporacion de ordenadores o microprocesadores que automaticamente o mediante
una minima interaccion con el operador, dirigen y controlan el funcionamiento
armonico entre todos los componentes del sistema, procesan las sefales ofrecidas
por los sistemas de deteccidn, garantizan la rapidez de procesamiento, el control de
calidad y la confeccién de listas de trabajo. Las fallas durante el procesamiento son
generalmente indicadas mediante mensajes en pantalla o a través de una sefial visual
o sonora.

Tanto el método Optico como la impedancia han permitido investigar diversos

interferentes en el recuento plaguetario, como es el caso de la agregacion plaquetaria,
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posteriormente, en la década de los noventa, los marcadores inmunologicos fueron
utilizados, los cuales reconocian antigenos especificos de la superficie de las

plaguetas que permitieron la identificacion de plaquetas por Citometria de Flujo. ©

21211 Método por Citometria de Flujo

En la técnica de Citometria de flujo las células en suspension se hacen pasar
alineadamente una a una, por delante de un haz de luz laser monocromatico, lo que
causa su dispersion en diversos angulos y la emision de energia fluorescente, previo
marcaje de las estructuras celulares con anticuerpos monoclonales acoplados a
fluorocromos. La utilizacion de una fuente de luz laser, generalmente de argon, ofrece
un rayo monocromatico mas intenso, mas colimado y capaz de inducir la excitacion
de ciertos compuestos (fluorocromos) con la consecuente induccion de la sefal

fluorescente, lo que garantiza una medicién fotométrica mas exacta. ()

La interaccion de haz laser con cada célula marcada produce 2 tipos de
sefales: de dispersion y de fluorescencia. Para su deteccion, las sefales de
dispersion se dividen en 2 fracciones: fraccion dispersa angulo estrecho (0-10°) hacia
adelante o Forward Scatter (FSC), y fraccion dispersa en angulo de 90° con respecto
al haz incidente o Side Scatter (SSC), las que seran recogidas por 2 detectores de

dispersion colocados al efecto. ()

Las sefiales de fluorescencia seran recogidas por 3 detectores de fluorescencia
en equipos de un solo laser y por un cuarto detector en equipos de 2 laseres. La
posibilidad de utilizar varios detectores para la recogida de las sefales ofrecidas por
la fuente de luz laser al interactuar con cada célula, proporciona al unisono 2
parametros de dispersion y 3, e incluso 4, de fluorescencia (FI1, FI2 y FI3) por cada

célula analizada. (11

19



La cuantificacion de las plaquetas con los instrumentos automatizados incluye
el recuento, la evaluacion de su morfologia a través del volumen plaquetario medio
(VPM), y el ancho de distribucion plaquetaria (ADP). Estos parametros se obtienen al
resuspender las células en una solucion isotonica, y al pasar éstas por la apertura del
instrumento, originan un cambio de voltaje proporcional a su volumen. A partir de
histogramas se obtiene el VPM. Ademas, se utilizan relaciones matematicas para
obtener otros parametros como, el plaquetocrito (PCT), producto del valor del volumen

plaguetario medio (VPM) y el recuento plaquetas. (/-8

2.1.2.1.2 Medicidn de la cantidad de luz dispersada (método 6ptico)

Las células en suspension se hacen pasar alineadamente una detras de otra,
a través de una pequefia zona sobre la que incide perpendicularmente un haz de luz
halégena o laser, lo que provoca la interrupcion y dispersion luminica de la energia
radiante en diversos angulos. El ndmero de interacciones del haz de luz se
corresponde con la cantidad de células que pasan por la zona de sensible del aparato
y la magnitud de su dispersion sera una funcion de distintas propiedades o
caracteristicas celulares, dentro de las que pueden citarse el volumen celular, el
tamanfo, el contorno y el indice de refraccion que constituye una funcion del contenido
celular. )

Para la deteccion de la luz dispersa se utilizan varios detectores colocados en
diversos angulos con respecto al haz incidente. La fraccion luz dispersada en un
angulo cénico entre 0-10°, que casi coincide con la direccion del haz incidente, sera
proporcional al volumen celular. Por otro lado, la fraccion de luz dispersada
perpendicularmente con respecto al haz incidente, sera una funcion de la complejidad

de la estructura intracelular. ()
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2.1.2.1.3 Método por impedancia eléctrica (Principio de Coulter)

Las células de una muestra de sangre total diluida en una solucién electrolitica
se hacen pasar, una detras de la otra, a través de una abertura de determinado
diametro, por la que circula una corriente eléctrica de cierta intensidad inducida por 2
electrodos dispuestos a ambos lados de la abertura u orificio. Al pasar cada célula a
través del orificio causa un cambio en la resistencia eléctrica que genera un pulso de
voltaje cuya altura o amplitud ser& proporcional al tamafio o volumen de la célula. El
namero de pulsos eléctricos generados se relaciona con la cantidad de células que
atraviesan la abertura. En la actualidad, este principio se aplica como método de
referencia para el recuento celular hematico y la medicion de los volimenes (tamafio)

de cada poblacion celular. &1

2.1.2.2 Método directo en camara de Neubauer

Consiste en el uso de sangre completa anticoagulada con EDTA. La sangre es
diluida en oxalato de amonio 1%, los hematies son lisados pero las plaguetas y los
glébulos blancos permanecen intactos. ©)

Diluir 20 ul de sangre total en 380ml (400 ul) de diluyente o 100ul de sangre en
1.9 ml de diluyente para un tubo de hemdlisis (dilucion 1:20), tener cuidado de limpiar
la parte externa de la punta con papel absorbente para solo entonces mezclar por
aspiracion y dilucion la sangre en el diluyente, llenar el hemocitbmetro de Neubauer y
colocarlo en reposo por 20 minutos en camara humeda (depésito cerrado en el que
se coloca en el interior un copo de algodén embebido en agua); hacer lectura, en
microscopio Optico comun en aumento 400X; determinar el nimero de plaquetas

observadas en los cinco cuadrados del cuadrante central del reticulo. 6
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2.1.2.3 Metodo indirecto en lamina

Se realiza el recuento del numero de plaguetas en 10 campos que
corresponden a un area del frotis donde los eritrocitos apenas se toquen. El nUmero
de plaquetas se multiplican por 20,000 para obtener un nimero estimativo del total de
plaquetas presentes en la muestra. Este nUmero estimativo se considera adecuado si

coincide con el recuento normal de plaquetas. ")

2.1.3 Interpretacion de resultados
- Valor normal: 150,000 — 450,000 x mm?3
- Recuento Alto: para valores superiores a 450,000 plaquetas por mm3de sangre.

- Recuento bajo: para valores inferiores a 150,000 plaquetas por mm?de sangre.

2.2. Antecedentes de la investigacion

Osta V., Segura C., Tissera G, Ayuso C. en el afio 2014, realizaron un estudio
de eficiencia y sensibilidad de alarmas de dos analizadores hematoldgicos en un
hospital pediatrico, se procesaron 178 muestras seleccionadas de la carga de trabajo
diario del Laboratorio en ambos contadores, se analizaron los reportes emitidos y se
realizo el diferencial manual encontrando una excelente concordancia entre los dos
instrumentos para el recuento de leucocitos, eritrocitos, hemoglobina, volumen
corpuscular medio y plaquetas; entre el diferencial manual y el reportado por ambos
equipos, la tasa de falsos negativos fue de 3.4% y 4.0% respectivamente. La tasa de
falsos positivos en ambos equipos fue de 17%. Se puede concluir que los analizadores
evaluados presentan un desempefio comparable. ©®

Congona R., en el afio 2011, publica un estudio de investigacion sobre los
interferentes en el recuento plaquetario en pacientes hemato-oncologicos mediante el
principio de impedancia y recuento optico/fluorescente en el analizador SYSMEX XE-
2100 FULL, se analizaron 232 muestras de personas sanas y 1304 muestras
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patolégicas, se formaron subgrupos de muestras patoldégicas que tengan un
interferente en particular, y realizar el andlisis en cada uno de estos sub grupos,
concluyendo que en presencia de los interferentes evaluados, el recuento plaquetario
obtenido por las dos metodologias del SYSMEX 2100 XE se ha visto claramente
influenciado por los interferentes como fragmentos de hematies, microcitos,
agregados plaquetarios. ©)

Zabala N. en el afio 2014, realiz6 un estudio de comparacion del contaje
plaguetario, empleando diferentes metodologias, en pacientes con purpura
trombocitopenia y sindromes mielodisplasicos, provenientes de la consulta de
hematologia del Hospital Universitario “Antonio Patricio de Alcald” de la ciudad de
Cumana. Los pacientes fueron de ambos sexos, con edades comprendidas entre 15
y 50 afios, ya diagnosticados con dichas enfermedades. Concluyendo que el recuento
de plaquetas por el método manual en pacientes con trombocitopenia y sindromes
mielodisplasicos, arrojé una correlacion positiva y una diferencia significativa (p<0,05),
al compararlo con la metodologia automatizada, pudiéndose aceptar los valores por
estos métodos como validos segun los resultados obtenidos. (19

Calheiros L., Silva N., Soares M. en el afio 2007, realizaron un estudio de
comparacion entre el método manual y automatizado. Entre las 99 muestras
evaluadas por el método manual de Fonio, 92 fueron confirmados con el método
automatizado, 6 tenian trombocitopenia por la automatizacién, 6 tenian
trombocitopenia por método manual. El andlisis de los datos nos lleva a afirmar que
los desacuerdos de algunos resultados no son significativo para asegurar que los
resultados obtenidos por el método automatizado no confirman los resultados

encontrados cuando se utiliza el método indirecto. (18)
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3.1.

3.2.

3.3.

3.4.

METODOLOGIA

Tipo de estudio

El presente estudio es de tipo descriptivo

Disefio del Estudio

El presente estudio es de disefio no experimental de tipo transversal.
Poblacion:

Estuvo conformada por 251 muestras sanguineas de pacientes del servicio de
Nefrologia del Hospital Victor Lazarte, de la ciudad de Truijillo, que ingresaron en
el mes de octubre del 2015.

Muestra

Estuvo conformada por 204 muestras sanguineas que cumplieron los criterios
de inclusion, y provienen de pacientes del servicio de Nefrologia del Hospital

Victor Lazarte Echegaray de Trujillo.
Para la obtencion de la muestra de utilizo la siguiente formula:

Z?xPxQxN

NXE?2+Z°XPXQ
Donde:

m = tamafo ideal de la muestra

Z = valor asociado a un nivel de confianza
P = variable estimada

E = error de muestreo

N = tamafo del universo muestral

Se considero:

Nivel de confianza al 95 %, Z = 1.96

P=05
Q=05
E =0.03
N = 251

24



Aplicamos la férmula:

- m= (1.96)2(0.5)(0.5) (251)

(251) (0.03)2 + (1.96)2 (0.5) (0.5)

- m=  (3.84) (0.25) (252)

- 0,22+0,96
- m= 240.9

- 1.18

- m= 204

- Por lo tanto: m= 204 muestras sujetas a estudio

3.4.1Criterios de Inclusion:

- Muestras sanguineas con menos de 4 horas de haber sido extraidas a pacientes
provenientes del servicio de nefrologia del Hospital Victor Lazarte de cualquier
edad y de ambos sexos.

- Muestras recolectadas en tubos BD vacutainer con EDTA K2

3.4.2 Criterios de Exclusion:

- Muestras con volumen sanguineo incorrecto en tubos BD vacutainer con EDTA
K2.

- Muestras sanguineas que presenten coagulos en tubo vacutainer con EDTA K2.
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3.5. Operacionalizacion de Variables

DEFINICION CONCEPTUAL

DEFINICION

INDICADORES

VARIABLE OPERACIONAL PIMENSIONES
El recuento manual por método manual
es la determinacion directa de las
plaguetas en un hemocitometro, | Se cuantificardA empleando | Recuento manual Valor Absoluto
después de la dilucion de la sangre total | la cédmara de Neubauer de plaquetas (manual)
Recuento de en solucién hipoténica para lisar los | Marienfeld.

plaquetas por
método manual y
método

automatizado.

eritrocitos y obtener el numero de

plaquetas por mm? de sangre.

El recuento de plaguetas por método
automatizado es el conteo celular
realizado por un equipo electrénico en la
cual no interviene el factor humano pero
requiere de controles de calidad internos

y externos para validar los resultados.

Se cuantificara empleando
el analizador hematoldgico
automatizado Mindray BC-
6800.

Recuento
automatizado de

plaguetas

Valor absoluto

(automatizado)
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) DEFINICION )
VARIABLE DEFINICION CONCEPTUAL DIMENSION INDICADOR
OPERACIONAL

- La concordancia evalla si las
diferentes técnicas empleadas

- Concordancia  del producen resultados similares cuando .
método de recuento Se logra determinar el > 0,99 Casi perfecta

se aplican al mismo sujeto y en forma | valor absoluto de la Fuerza de la|0.95-0.99 Sustancial

simultanea o con minimas diferencias | antidad de plaquetas | ., qancia. 0.90 - 0.95 Moderada
por mm?3 de sangre. < 0,90 Pobre

de plaquetas.

de tiempo que garanticen ausencia de
variabilidad y condiciones muy

similares.
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3.6. Procedimientos y Técnicas:

Se solicito permiso al Jefe de laboratorio del Hospital Victor Lazarte
Echegaray de Truijillo, para la realizacion del estudio de investigacion.

Se procedié a la busqueda de registros de muestras de pacientes del
consultorio de nefrologia en la base de datos del laboratorio de hematologia.
Se selecciono las muestras por el método aleatorio simple

Se procedié a recolectar las muestras sanguineas luego de haber sido
procesadas en el trabajo rutinario en el servicio de hematologia.

Se procedio a realizar el recuento plaquetario por el método manual.

Los resultados del recuento plaquetario por el método manual fueron
analizados junto a los resultados reportados por el analizador automatizado.
Luego se proceso estadisticamente los resultados encontrados por ambas

metodologias de recuento.

3.7. Plan de Anélisis de Datos:

Los datos seran analizados mediante el programa estadisticos SPSS version 22.
Se determiné medidas de tendencia central. El método estadistico empleado por
tratarse de una variable cuantitativa fue el coeficiente de correlacion de
concordancia de Lin (CCC) y el método gréafico de Bland — Altman.

Este coeficiente califica la fuerza del acuerdo de una forma mas exigente para
variables continuas, la valora como casi perfecta para valores mayores a 0,99;
sustancial de 0,95 a 0,99; moderada de 0,90 a 0,95 y pobre cuando esta por
debajo de 0,90. (19

La formula del CCC de Lin es la siguiente:
2.3‘_\)

5SS H(X—F)

p. =
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4. RESULTADOS ESTADISTICOS

4.1. RESULTADOS
ANALISIS COMPARATIVO DEL METODO MANUAL Y AUTOMATIZADO

Tabla N° 1: Andlisis del recuento plaquetario

Método n Promedio Desv. tipica Dif. Promedios
Manual 204 2549510 766763 10308 .8
Automatizada 204 2446432 2 B7000.1

Fuente: Andlisis clinico de pacientes nefrolégico atendidos en el Hospital Victor Lazarte — Trujillo 2015

En la tabla N°1 se presenta que el tamafio muestral estuvo conformada por 204
muestras sanguineas de pacientes del servicio de nefrologia del Hospital Victor
Lazarte y que fueron procesadas por método manual y método automatizado, con una
desviacion tipica de 76667.3 y 67990.1 respectivamente y un promedio de 254951.0

para el método manual y 244642.0 para el método automatizado.

2343319
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Figura N°1: Recuento plaquetario promedio segin método

En la figura N°1 se evidencia que el recuento plaquetario promedio es mayor con el
método manual (254 951 + 76676.3) que con el método automatizado (244 642,2 +

67 990.1) en aproximadamente 10,308.8 plaquetas.
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CONCORDANCIA DE METODO MANUAL Y AUTOMATIZADO

Tabla N°2: Comparacion del recuento plaquetas entre el método manual y método automatizado

Coeficlante de I.C. 9553 Grado de
Concordancla Lin Um. Inf. | Lim. Sup. concondancia
| 0.0486 0.043 0.U6U Moderado |

Fuente: Andlisis clinico de pacientes nefrolégico atendidos en el Hospital Victor Lazarte — Trujillo 2015
La tabla N°2, muestra la concordancia moderada entre los métodos manual y

automatizado al realizar el recuento plaquetario.
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Figura N°2: Gréfico de Bland - Altman del recuento plaquetario entre el método manual y método automatizado

En la figura N°2, se analiza la concordancia del recuento plaquetario por el método
grafico de Bland- Altman, en el cual podemos notar un gran porcentaje de
observaciones que se encuentran dentro del intervalo de confianza de la diferencia de
medias plaquetarias entre ambos métodos, observandose una concordancia
moderada que se correlaciona con el analisis estadistico de concordancia de Lin, sin
embargo para que exista una elevada concordancia los valores deben ser mas

cercanos a una diferencia 0, lo que no cumple en su totalidad.
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4.2. Discusiones de Resultados

La determinacion de la cifra de plaquetas de forma rutinaria en los recuentos
automatizados actuales, ha permitido aumentar la deteccion de anomalias en el
nimero de plaquetas en muchos pacientes. @2 Los recuentos plaquetarios en
pacientes del servicio de nefrologia, cursan mayormente con valores dentro de los
parametros normales, son pocos los casos en las cuales llegan a tener un recuento
por debajo de los valores normales.

Segun la bibliografia revisada es muy escasa la investigacion producida respecto
a la comparacion de métodos de recuentos de plaquetas entre la metodologia manual
en camara de Neubauer y el método automatizado; por lo tanto el presente trabajo
tiene por objetivo determinar la concordancia entre ambos métodos.

Osta, Segura, Tissera y Ayuso ©® en su estudio acerca de la eficiencia y
sensibilidad de alarmas de dos analizadores hematologicos dan cuenta que los
analizadores evaluados presentan un desempefio comparable. Un aspecto importante
de las diferencias analiticas entre equipos automatizados es el tipo de principio
metodoldgico que emplean al realizar el recuento de plaquetas.

En nuestro caso el estudio tuvo por objetivo comparar un método de recuento
manual y un método de recuento automatizado, los resultados hallados segun la tabla
de valoracion de Lin, la concordancia se encuentra en un rango moderado (0.94),
posiblemente el método tradicional manual dependa en gran medida del
adiestramiento del operador y de la fase pre analitica de la muestra, sin embargo
cuando el analizador automatizado lanza alarmas de parametros que no estén dentro
de los valores normales, el analista deberad obligatoriamente cotejar el dato

recurriendo a las técnicas tradicionales manuales a fin de corroborar el resultado.
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Congona @ publicé un estudio de investigacion sobre los interferentes en el
recuento plaquetario en pacientes hemato-oncologicos mediante el principio de
impedancia y recuento optico/fluorescente en el analizador SYSMEX XE-2100 FULL,
concluyendo que en presencia de los interferentes evaluados, el recuento plaquetario
obtenido por las dos metodologias del SYSMEX 2100 XE se vio claramente
influenciado por los interferentes como fragmentos de hematies, microcitos,
agregados plaguetarios.

En el presente estudio realizado podemos afirmar que si bien podemos hallar
interferentes que puedan ser incluidos en la lectura y esto pueda aumentar el conteo
final, es vital la fase pre analitica del proceso y el adiestramiento del analista para
poder discriminar que células incluir en el conteo; nuestra investigacion comparo el
recuento en camara de Neubauer frente al analizador MINDARY BC-6800, dotado con
el principio de impedancia de flujo envolvente que busca minimizar los interferentes,
probablemente nuestra investigacion de recuento manual no estuvo exento de estos
interferentes, sin embargo en la evaluacion final se obtuvo una moderado acuerdo
entre ambas metodologias de recuento.

Zabala (19, realizé un estudio de comparacion del contaje plaquetario, empleando
diferentes metodologias, en pacientes con purpura trombocitopenia y sindromes
mielodisplasicos, concluyendo que el recuento de plaquetas por el método manual,
arrojo una correlacion positiva al compararlo con la metodologia automatizada.

Indudablemente ante las mejoras tecnoldgicas de los analizadores
automatizados lo que se busca es disminuir las posibles interferencias que puedan
presentarse en el recuento plaquetario; en la investigacion realizada solo hemos
comparado 2 tipos de metodologia de recuento en dos instrumentos de medicion, el

analisis estadistico empleado arrojo una concordancia moderada para el estudio en
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muestras de pacientes del servicio de nefrologia, probablemente el grado de acuerdo
entre ambas metodologias hubiese sido mas distante si los sujetos de estudio fueran
oncologicos, por las limitaciones tecnolégicas del instrumento para eliminar los
interferentes celulares y otras particulas.

Calheiros, Silva y Soares *®), realizaron un estudio de comparacion del recuento
de plaquetas entre el método manual y el método automatizado. Empleando para el
primero la metodologia indirecta por microscopia observando las plaguetas en el
extendido sanguineo, concluyendo que los desacuerdos de algunos resultados no son
significativos por lo que el método de recuento de plaquetas indirecto puede ser
utilizado.

En nuestro caso, la investigacion utilizé el método directo con el uso de la camara
de Neubauer y oxalato de amonio al 1% como solucion diluyente, los resultados
encontrados fueron cotejados con los reportes del equipo automatizado MINDRYA BC
6800, que al someterlo a la prueba estadistica para evaluar concordancia se obtuvo
un resultado de categoria moderada. Es por ello que consideramos que el método
directo en cAmara de Neubauer a pesar de no ser muy utilizado o haber dejado de ser
el método de referencia, aun es una herramienta util en laboratorios pequefios o en
donde se procesan pocas cantidades de muestras y no hay implementacion con
analizadores hematolégicos automatizados.

Los resultados de nuestro estudio demuestran que la concordancia encontrada
es moderada ( 0.94 segun la escala de concordancia de Lin) de igual modo al analizar
el gréfico de Bland - Altman confirma el resultado de la concordancia, lo que nos lleva
a aseverar que el recuento manual sigue siendo til, dependera en gran medida de la
pericia del analista. Respecto al recuento automatizado éste ofrece mejoras porque

ademas del recuento plaquetario nos proporciona otros parametros como el volumen
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plaguetario medio, ancho de la distribucién plaquetario, plaguetocrito, recuento de
plaguetas grandes y pequefias, utiles para el diagnostico o seguimiento de las

patologias.

4.3. CONCLUSIONES

De acuerdo a los resultados del estudio de concordancia entre métodos de
recuento plaquetario, se obtuvo un resultado de 0.94, que segun la escala de
valoracion del coeficiente de concordancia de Lin es equivalente a una concordancia

moderada.

4.4. RECOMENDACIONES

1. Teniendo en cuenta que el método de referencia de las pruebas hematoldgicas
es el método tradicional manual, y sobre esta base se ha desarrollado las
metodologias de los equipos automatizados, se recomienda no dejar de lado, la
verificacion de resultados por el método manual.

2. En futuros estudios de investigacion, podrian incluirse la técnica indirecta de
recuento plaquetario a fin de comparar el rendimiento de las técnicas manuales
y automatizada sabiendo que actualmente la técnica indirecta es empleada

cotidianamente para la contrastacion de los reportes automatizados.
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ANEXOS

Anexo N°1: Matriz de consistencia

PROBLEMA OBJETIVOS VARIABLES DIMENSION INDICADOR
General Recuento manual | Valor absoluto (método
General Determinar la concordancia del recuento de | Recuento  de | 9€ Plaquetas. manual)
cCual es la plaguetas por método y automatizado en el paciente | plaquetas  por
concordancia nefrolégico atendido en el Hospital Victor Lazarte | método manual Recuento Valor absoluto (método
del recuento de Echegaray-Trujillo, 2015. y - m:todo Automatizado de | automatizado)
plaquetas  por | Especificos aufomatizaco. plaquetas.
método manual : .
- Analizar el recuento de plaquetas por método manual
y automatizado : . : .
en el paciente nefrologico atendido en el Hospital
en el paciente . ;
P Victor Lazarte Echegaray-Trujillo, 2015. Concordancia
nefrolégico de métodos de Fuerza de la|>0,99 Casi perfecta

atendido en el

Hospital Victor
Lazarte
Echegaray-

Trujillo, 20157

Analizar el recuento de plaquetas por método
automatizado en el paciente nefrolégico atendido en
el Hospital Victor Lazarte Echegaray-Trujillo, 2015.

Comparar el recuento plaquetas por método manual
y automatizado en el paciente nefrolégico atendido en

el Hospital Victor Lazarte Echegaray-Trujillo, 2015

recuento de
plaguetas
manual y
automatizado.

concordancia
entre métodos de

recuento.

0.95-0.99 Sustancial
0.90 - 0.95 Moderada
< 0,90 Pobre
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