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Resumen

Introduccion:  El laboratorio del Instituto Nacional de Salud del Nifio (INSN),
especializado en atender poblacién pediatrica, sigue realizando una revision de lamina de
sangre periférica a todas las muestras ocasionando que se incremente el tiempo de
entrega de resultados y la carga laboral sobre los profesionales del area de hematologia,
lo cual aumenta el riesgo de cometer errores. Para aplicar criterios que permitan reducir el
porcentaje de revision de laminas de sangre periférica, se debe evaluar la eficiencia de los
mismos, definida como el porcentaje de muestras que son correctamente identificadas.
Objetivo: Determinar el nivel de eficiencia de los criterios para revision de lamina
periférica del Grupo de Consenso de la Sociedad Internacional del Laboratorio de
Hematologia (ISLH) en el laboratorio central del INSN. Disefio: Estudio descriptivo
analitico. Lugar: INSN, Lima, Perl. Poblacién: Muestras de sangre total anticoagulada
con EDTA procesadas entre 01 - 07 de octubre del afio 2015 analizadas en el equipo
Celldyn Sapphire del laboratorio central del INSN. Intervencién: Se estudiaron los
resultados comprendidos en el periodo indicado clasificandolos como verdaderos
positivos, verdaderos negativos, falsos positivos y falsos negativos segun los criterios de
la ISLH. Principales medidas de resultados: Eficiencia de los criterios de la ISLH.
Resultados: La eficiencia fue de 61.2%. Al separarlos en pacientes externos e internos
(hospitalizados) se obtuvo una eficiencia de 65.6% en los pacientes externos y 33.7% en
los pacientes internos. Se hallé que para pacientes de 5 afios 0 mas la eficiencia fue de
73.4% y para menores de 5 afios fue de 48.4%. Conclusiones: La eficiencia fue baja
para los pacientes en general, incrementando muy poco si se tomaba en cuenta solo a los
pacientes externos. Sin embargo, la eficiencia se incrementa notoriamente si se toma en
cuenta solo a los pacientes de 5 afios 0 mas lo cual indica que los criterios de la ISLH no
deberian aplicarse para los pacientes menores de 5 afios a menos que se adapten para

mejorar la eficiencia.

Palabras clave: Hemograma automatizado, revision de lamina periférica, ISLH.

Abstract

Introduction:  The laboratory of the Instituto Nacional de Salud del Nifio (INSN),
specialized in pediatric population’s care, a blood smear review is performed on every




sample increasing the turnaround time and the workload on the professionals of the
hematology specialty, causing a bigger risk of human errors. To apply a series of criteria
that allows a reduction in the percentage of blood smear reviews, the efficiency, defined as
the percentage of samples correctly identified, must be evaluated. Objective: To
determine the efficiency of the International Consensus Group for Hematology Review
Criteria from the International Society of Hematology Laboratory (ISLH) in the central
laboratory of the INSN. Design: Analytical descriptive study. Setting: INSN, Lima, Peru.
Population: EDTA-anticoagulated bloods samples processed between October the first
and October the seventh of 2015 analyzed on the Celldyn Sapphire in the central
laboratory of the INSN. Intervention: The results included in the mentioned period were
studied classifying them as true positives, true negatives, false positives and false
negatives according to the ISLH criteria. Main outcome measures: Efficiency of the ISLH
criteria. Results: The efficiency was 61.2%. Separating them into outpatients and
inpatients (hospitalized) we got a 65.6% efficiency for the outpatients and 33.7% for the
inpatients. It was also observed that the efficiency was 73.4% for patients of 5 years or
more and 48.4% for the patients younger than 5 years old. Conclusions: The efficiency
was low for the general patients, with a little increase if only the outpatients were analyzed.
However if only the patients 5 years old or older are analyzed, a notorious increase in the
efficiency is observed, meaning that the ISLH criteria shouldn’t be applied for patients

younger than 5 years old unless they are adapted for a better efficiency.

Key words: Automated CBC, blood smear review, ISLH.



Introduccioén

El hemograma es una de las pruebas mas solicitadas en el laboratorio clinico a nivel
mundial®-3). Esta prueba, que se realizaba inicialmente de forma manual, se ha visto en
las Ultimas décadas altamente automatizada, volviéndose mas compleja y ofreciendo una
cantidad creciente de informacion. Esto genera la necesidad de una especializacion cada
vez mayor por parte de los profesionales encargados de estas pruebas, con capacitacion
especifica para la correcta interpretaciéon de los resultados mostrados en la pantalla del
analizador y la solucién de posibles errores en los analisis.®4

El Instituto Nacional de Salud del Nifio (INSN) es un establecimiento de salud de nivel IlI-2
segun la Norma Técnica de Categorias de Establecimientos del Sector Salud del Peru
gue se especializa en atender poblacién pediatrica. El instituto cuenta con 406 camas y
atiende en promedio alrededor de 47 800 pacientes al mes®). El servicio de hematologia
del laboratorio central del INSN procesa alrededor de 800 muestras semanales entre
pacientes internos y externos. Al no contar con ningln criterio para determinar qué
muestras requieren una revision de frotis de sangre periférica, en el servicio de
hematologia se realiza una coloracién de Wright seguido de un recuento diferencial y
revisién de lamina a todas las muestras que llegan al laboratorio.

Actualmente se sabe que el recuento diferencial de leucocitos conlleva tres tipos de
errores: error del observador, error por la distribuciéon dispareja en la lamina y error
estadistico, siendo éste Ultimo el mas importante. El error estadistico se debe al escaso
namero de células contadas (100 6 200) por lo cual, para un intervalo de confianza (IC) al
95%, se obtiene rangos cuyos limites son muy grandes, pudiendo incluso sobrepasar los
valores de referencia (Ver tabla 1).6-19



Tabla 1. Limites de confianza al 95% para porcentajes de leucocitos leidos en
un recuento diferencial de 100 y 200 células.

Intervalo de confianza segun nimero de células cont  adas
Recuento IC en 100 IC en 200 Recuento IC en 100 IC en 200

células células células células
0 0-2 0-2 55 44-65 47-63
1 0-6 0-4 60 49-70 52-67
2 0-8 0-6 65 54-75 57-72
3 0-9 1-7 70 60-79 63-77
4 1-10 1-8 75 65-84 68-81
5 1-12 2-10 80 70-88 73-86
6 2-13 3-11 85 76-92 79-90
7 2-14 3-12 90 82-96 84-94
8 3-16 4-13 91 83-96 86-95
9 4-17 5-14 92 84-97 87-96
10 4-18 6-16 93 86-98 88-97
15 8-24 10-21 94 87-98 89-97
20 12-30 14-27 95 88-99 90-98
25 16-35 19-32 96 90-99 92-99
30 21-40 23-37 97 91-100 93-98
35 25-46 28-43 98 92-100 94-100
40 30-51 33-48 99 94-100 96-100
45 35-56 37-53 100 96-100 98-100
50 39-61 42-58

Adaptado de Laboratory Quality Assurance Program, College of Physicians &
Surgeons. Laboratory Guidelines. 2014 Edition.?, y Pierre R V. Peripheral

blood film review: The demise of the eyecount leukocyte differential. Clinics in
Laboratory Medicine. 2002;22(1):279-97.®

Se considera que para el recuento de eritrocitos, plaguetas, leucocitos y su diferencial,
siempre que éstas sean células maduras bien diferenciadas, los equipos automatizados
modernos superan a los profesionales de hematologia en confianza, eficiencia y costo-
efectividad; sin embargo, en algunas circunstancias, como, por ejemplo, para diferenciar
células inmaduras, es necesaria y clinicamente (til la revision de un frotis sanguineo®2-15),
Aunque varios autores®9 consideran que hay pocas situaciones en las que el resultado
de un hemograma automatizado necesite ser confirmado por una revisién de frotis de
sangre periférica debido a su baja sensibilidad, imprecisién e inexactitud, ésta sigue

siendo importante como una prueba complementaria al hemograma automatizado para




algunas muestras que presenten alguna anormalidad que el equipo no pueda identificar

de forma confiable.(%:12.13.16)

Dado que la revision de frotis de sangre periférica es un procedimiento tedioso, lento y
agotador®19, que reduce la productividad del laboratorio® se recomienda que cada
laboratorio establezca criterios que le permitan determinar qué muestras necesitan una
revision de frotis sin que exista el riesgo (o0 este sea muy pequefio) de que se escapen
casos patoldgicos, es decir, sin poner en peligro la salud del paciente®8). Al reconocerse
la necesidad de estandarizacion en los criterios para confirmar los resultados del
hemograma automatizado mediante una revision de frotis de sangre periférica en los
laboratorios de hematologia, el doctor Berend Houwen invité en el afio 2002 a un grupo
de expertos con el objetivo de elaborar una serie de criterios para la revision de lamina
periférica a partir del resultado de un hemograma automatizado. Es asi que en el afio
2005 el Grupo de Consenso Internacional para la Revision en Hematologia de la
Sociedad Internacional de Laboratorio de Hematologia (ISLH) public6 una serie de
criterios para las acciones que deberian seguirse ante el resultado de un hemograma.®3

Se recomienda que antes de implementar los criterios de la ISLH se evalle su aplicacién
en cada laboratorio, para lo cual se emplean como indicadores la eficiencia y el porcentaje
de revision de frotices de sangre periférica. La eficiencia se define como el porcentaje de
muestras que son correctamente identificadas mediante dichos criterios, obteniéndose
mediante el cociente de la suma de los verdaderos positivos y los verdaderos negativos
sobre el total de muestras. El porcentaje de revisién de frotices por otra parte se define
como el porcentaje de muestras a las cuales se les realizaria una revision de frotis de
sangre periférica si se emplean dichos criterios y se obtiene como el cociente de los

verdaderos positivos mas los falsos positivos sobre el total de muestras.1:13.18)

A partir de la publicacion de las recomendaciones de la ISLH en el 2005, diferentes
autores han probado y adaptado los criterios propuestos para revision de frotis de sangre
periférica. Entre ellos los resultados mostraron una notable disparidad, pues algunos de
ellos encontraron que éstos criterios tenian una alta eficiencia (Pratmuvinit y col, 2013,
con 83.63%)W, y otros hallaron que la eficiencia fue mas moderada (Comar y col, 2014,
con 70.0%)18); siendo mas notoria la diferencia en el porcentaje de de revision de frotices

(Pratmuvinit y col con 29.33%, Comar y col con 46.3%).




Cabe destacar que en el caso de Pratmuvinit y col el laboratorio empleaba una serie de
criterios creados por ellos mismos antes de aplicar los criterios de la ISLH, encontrando
gue los criterios de la ISLH eran mas eficientes que los criterios que empleaban hasta
entonces. Un hallazgo importante de Comar y col es que en su estudio el limite de
seguridad (falsos negativos <5%) recomendado por la ISLH para los criterios de revision
fue excedido.

En cuanto a la poblacién pediatrica, Osta y col en el 20149 evaluaron las alarmas de dos
analizadores de diferentes casas comerciales (Cell-Dyn Ruby y LH750) como criterios
para determinar qué muestras requieren una revision de frotis de sangre periférica,
encontrando que ambos tenian eficiencias por encima de 70.0% y falsos negativos por
debajo del limite de seguridad. Por otra parte, en el 2014, Froom y col®® aplicaron los
criterios recomendados por el consenso de la ISLH a una poblacion pediatrica saludable
encontrando una tasa de revision de frotices de sangre periférica de 39.7% debido a la
alta proporcion de infantes con un recuento absoluto de linfocitos >7x10°%L, la presencia
de una alarma de una cruz de blastos, y un recuento de células grandes no coloreadas

5% (equivalente a una alarma de +1 atipica); por lo cual recomiendan que se adapten los

criterios para los infantes.

En un reporte anterior del autor® se encontrd que varios laboratorios del Ministerio de
Salud (MINSA) encuestados (incluido el laboratorio del INSN) no cuentan con ningun
criterio para determinar qué muestras requieren una confirmacién manual, mediante una
revisién de frotis de sangre periférica u otro método, limitandose a realizar un recuento
diferencial de leucocitos manual a todas las muestras. No habiendo encontrado ningin
trabajo anterior en el Perl sobre este tema y habiendo poca bibliografia sobre la
aplicacion de éstos criterios en un instituto de salud pediatrico como el INSN, se creyd
conveniente aplicar los criterios para revisién de lamina periférica del Grupo de Consenso
de la Sociedad Internacional del Laboratorio de Hematologia (ISLH) en el laboratorio
central del Instituto Nacional de Salud del Nifio para determinar su nivel de eficiencia.



Métodos

Se realiz6 un estudio descriptivo analitico con muestras anticoaguladas empleando EDTA
procesadas entre el 01 y el 07 de octubre del 2015 con el equipo Celldyn Sapphire del

servicio de hematologia del laboratorio central del INSN.

Se excluyeron las muestras que tuvieran datos incompletos o ilegibles y las muestras para

las cuales el médico tratante solicitaba directamente una revision de lamina periférica.

Para la investigacion, se analizaron los resultados de los hemogramas y las revisiones de
los frotices de sangre periférica de las muestras seleccionadas del periodo indicado,
clasificandolas en los siguientes grupos:

Verdaderos positivos (VP) si activaban alguno de los criterios de la ISLH y tenian
un frotis positivo (patol6gico),

Verdaderos negativos (VN) si no activaban ningun criterio y presentaban un frotis
negativo (normales o con alteraciones que no son médicamente relevantes),
Falsos positivos (FP), si activaban algin criterio de la ISLH pero el frotis era
negativo,

Falsos negativos (FN) si no activaban ningUn criterio pero el frotis era positivo.

Para el estudio, los criterios del Grupo de Consenso Internacional de la ISLH fueron
adaptados para su integracion y aplicacion al laboratorio central del INSN. La principal
adaptacion fue omitir los criterios que incluyen “delta checks”, pues el deficiente sistema
informatico del laboratorio no permitia la utilizacion de dichos criterios; para esto se tomo
en cuenta las adaptaciones realizadas por Comar y col®®). Asimismo se revis6 el manual
de operaciones del equipo Cell-Dyn Sapphire (Abbott. Manual de operaciones del Sistema
CELL-DYN Sapphire. Abbott Diagnostics Division; 2010) para incluir en los criterios todas

las alarmas que sean relevantes segun el grupo de consenso (Ver tabla 2).



Tabla 2. Criterios de Revision de Lamina Periférica de la ISLH Adaptados al Laboratorio Central del INSN

Parametro

Criterio

Accién recomendada

Recién nacido

Cualquiera

Revision de l[amina.

Recuento y constants

WBC, RBC, Hb, PIt, Ret.

Sobrepasa linealidad

Diluir muestra y volver a analizar.

WBC (103/pL)

<4.0 6 >30.

Revisién de lamina. Estimar leucopenia
o0 leucocitosis.

Plag (10%/pL)

<100 6 >1000

Revision de lamina. Estimar recuento
plaguetario.

<7 6 >2 sobre rango de

Revision de lamina. Revisar morfologia

Hb (g/dL) . eritrocitaria. Revisar la muestra si es
referencia A
necesario.
, Revision de lamina. Revisar morfologia
VEM (fL) <750>105 eritrocitaria. ’
Chequear lipemia, hemdlisis,
CHCM (g/dL) <306 2 sobre rango de a_lglutlnamon, esferocitos. 3 Verificar
referencia tiempo desde la recoleccion de la
muestra.
RDW (%) 599 Revision de lamina. Revisar
anisocitosis.
NRBC (103%/uL) Cualquier valor Revisién de lamina.
Revision de lamina. Revisar

Reticulocitos (10%/uL)

>100

policromatofilia.

Recuento diferencial

Recuento diferencial

No aparecen los valores

Revision de l[Amina. Realizar diferencial.

Neutroéfilos (10%/uL)

<1.0 6 >20.0

Revision de lamina.

Linfocitos (10%/uL)

>5.0 (adulto) 6 >7.0
(menor de 12 afos)

Revision de lamina.

Monocitos (10%/uL)

>1.5 (adulto) 6 =>3.0
(menor de 12 afnos)

Revision de lamina.

Eosindfilos (10%/uL)

>2.0

Revision de lamina.

Basodfilos (10%/uL) >0.5 Revision de lamina.
Alarmas
IG (Granulocitos inmaduros) Presencia Revisién de lamina.
BLAST (blastos) Presencia Revisiéon de lamina.
VARLYM Presencia Revision de lamina.
Aglt. PLT (Agregados plaquetarios) Presencia Re\_/lsar la muestra. Rewswn_de lamina.
Estimar el recuento plaquetario.
ASYM (Poblacién dimérfica) Presencia Revisién de lamina.
RIC/ROC (Discordancia entre recuento . Revisién de lamina. Estimar recuento
P - ; . . Presencia - o
Optico y por impedancia de eritrocitos) eritrocitario.
PIC/POC (Discordancia entre recuento . Revisién de lamina. Estimar recuento
P . . Presencia .
Optico y por impedancia de plaquetas) plaguetario.
" . . : Revision de lamina. Estimar recuento de
Datoserron (Datos erroneos) Presencia o
la poblacién indicada.
FP? (Poblacién fluorescente indefinida) | Presencia Revisién de lamina.
nvWBC (Leucocito no viable) Presencia Revisién de lamina.
Interferencia histograma PLTI . Revisién de lamina. Estimar recuento
Presencia . .
(plaquetas) plaguetario de ser necesario.
rstRBC (Eritrocito resistente a lisis) Presencia Revisién de lamina.

Adaptado de Barnes PW, McFadden SL, Machin SJ, Simson E. International Consensus Group for Hematology Review:
Suggested Criteria for Action Following Automated CBC and WBC Differential Analysis. Laboratory Hematology.
2005;11:83-9013), Se han tomado en cuenta las modificaciones realizadas por Comar y col(8),




Para determinar los frotices positivos (patolégicos) se emplearon los criterios
recomendados por el grupo de consenso de la ISLH. Cabe resaltar que puede haber
frotices con alteraciones morfoldgicas o células anormales que se consideren negativos

ya que no son alteraciones clinicamente significativas segun la ISLH (Ver tabla 3).

Tabla 3. Criterios para Frotices Positivos segtn ISLH

Morfologia

RBC Alteraciones morfologicas de 2+ (moderado) 6 mas. En el caso de malaria
cualquier hallazgo se considera positivo.

Plaquetas Macroplaquetas a 2+ (moderado) 6 mas.

Plaguetas agregadas mayor a “raras/ocasionales”.

WBC Cuerpos de Dohle a 2+ (moderado) 6 mas.

Granulaciones téxicas a 2+ (moderado) 6 mas.

Vacuolas a 2+ (moderado) 6 mas.

Células anormales

WBC Blastos 1%.

Metamielocitos >2%.

Mielocitos/promielocitos  1%.

Linfocitos atipicos 5%.

Células plasméticas 1%.

RBC Hematies nucleados (NRBC) 1%.

Adaptado de Barnes PW, McFadden SL, Machin SJ, Simson E. International Consensus
Group for Hematology Review: Suggested Criteria for Action Following Automated CBC and
WBC Differential Analysis. Laboratory Hematology. 2005;11:83-90.(3)

Tabla 4. Tabla de verdad de clasificacién de las
muestras segun ISLH

Frotis

Positivo Negativo

ISLH No activa FN VN




Finalmente, se realizaron los célculos de la eficiencia de los criterios de la ISLH en el
laboratorio central del INSN, el porcentaje de revision de laminas, y la sensibilidad y

especificidad de los criterios segun las siguientes férmulas:

Eficiencia de los criterios, expresada en porcentaje

Porcentaje de revision de laminas

Sensibilidad, expresada en porcentaje

Especificidad, expresada en porcentaje



Resultados

Se recolectaron un total de 623 hemogramas de los cuales 86 fueron de pacientes
internos (hospitalizados) y 537 de pacientes externos. Segun género, del total de
pacientes atendidos, 54.4% fueron varones (n=339) y 45.6% mujeres (n=284). En los
pacientes hospitalizados la proporcién de pacientes varones fue ligeramente mayor
(59.3%) que en los pacientes externos (53.7%) (Ver tabla 5).

Tabla 5. Sexo de los pacientes segun tipo de atencion.

Sexo Externos Hospitalizados General

Masculino 288 | 53.7% 51 59.3% | 339 | 54.4%
Femenino 249 | 46.4% 35 40.7% | 284 | 45.6%
Total 537 100% 86 100% | 623 | 100%

Las edades de los pacientes oscilaron entre 3 dias y 18 afios. De los 623 pacientes solo
94 fueron mayores de 12 afios, siendo la gran mayoria infantes segun los criterios de la
ISLH. Trescientos cuatro fueron menores de 5 afios, de éstos 92 fueron menores de un
afio (ver tabla 6).

Tabla 6. Edades de los pacientes

Edad N Porcentaje
0-1 92 14.77%
1-5 212 34.03%
5-12 225 36.12%
12-18 94 15.09%
Total 623 100.00%

La distribucion de las solicitudes segun servicio mostraron que quienes solicitaron
hemogramas con mayor frecuencia fueron los servicios de pediatria (11.1%), hematologia
(10.0%) y otorrinolaringologia (5.6%); sin embargo, no hay predominancia de ningun
servicio. (Ver grafico 1).







De de las 623 muestras, 597 (95.8%) fueron negativas y 26 (4.2%) fueron positivas segun
los criterios de positividad de la ISLH (Ver tabla 7). Se observé un mayor porcentaje de
positividad en los pacientes hospitalizados (5.8%) comparado con los pacientes externos
(3.9%).

Tabla 7. Frotices positivos y negativos segun los criterios de la

ISLH
Externos Hospitalizados General
Positivo 21 3.9% 5 5.8% 26 4.2%
Negativo 516 | 96.1% 81 94.2% | 597 | 95.8%
Total 537 | 100% 86 100% | 623 100%

De acuerdo a los criterios para revision de lamina periférica de la ISLH se tuvo un total de
25 (4.0%) verdaderos positivos, 356 (57.1%) verdaderos negativos, 241 (38.7%) falsos
positivos y 1 (0.2%) falso negativo. Los pacientes externos tuvieron un mayor porcentaje
de verdaderos negativos comparados con los pacientes internos (61.6% contra 29.1%) y
un menor porcentaje de falsos positivos (34.5% contra 65.1%) (Ver tabla 8).

Tabla 8. Clasificaciéon de las muestras segun criterios de la

ISLH
Externos Hospitalizados General
VP 21 (3.9%) 4 (4.7%) 25 (4.0%)
VN 331 (61.6%) 25 (29.1%) 356 (57.1%)
FP 185 (34.5%) 56 (65.1%) 241 (38.7%)
FN 0 (0%) 1(1.2%) 1 (0.2%)

El Unico falso negativo se debié a una muestra que contenia mielocitos en un 1% y que no
habia activado ningun criterio para revision de la ISLH. El paciente correspondia al
servicio de cirugia de torax y cardiovascular y no presentaba ninguna otra anomalia
importante. Los principales causantes de falsos positivos (ver tabla 9) fueron la presencia
de una alarma de linfocitos variantes (40.7%), recuento de reticulocitos mayor a
100x103%/uL (26.6%), volumen corpuscular medio menor a 75 fL o mayor a 105 fL (23.7%),
y recuento de linfocitos mayor a 5.5x10%uL para adultos o mayor a 7.0x10%/uL para

menores de 12 afos (17.8%).




Tabla 9. Causas de falsos positivos en las muestras analizadas

Criterio Externo Hospitalizado Total

Linfocito variante (Alarma) 87 (47.0%) 11 (19.6%) 98 (40.7%)
Reticulocitos >100 (10 3/uL) 34 (18.4%) 30 (53.6%) 64 (26.6%)
VCM <75 6 >105 (fL) 51 (27.6%) 6 (10.7%) 57 (23.7%)
;:ﬁn;g;ngg 3>/L51L? (adulto) 6 >7.0 (menor de 12 39 (21.1%) 4 (7.1%) 43 (17.8%)
Datos erréneos (Alarma) 14 (7.6%) 9 (16.1%) 23 (9.5%)
Plaquetas <100 6 >1000 (10 3/uL) 10 (5.4%) 12 (21.4%) 22 (9.1%)
Poblacion fluorescente indefinida (Alarma) 20 (10.8%) 2 (3.6%) 22 (9.1%)
WBC <4.0 6 >30.0 (10%/uL) 10 (5.4%) 9 (16.1%) 19 (7.9%)
Neutrofilos <1.0 6 >20.0 (10 3/uL) 13 (7.0%) 4 (7.1%) 17 (7.1%)
Granulocitos inmaduros (Alarma) 6 (3.2%) 7 (12.5%) 13 (5.4%)
Otros 50 (27.0%) 19 (33.9%) 69 (28.6%)

Nétese que muchas muestras tuvieron varios criterios activados por lo cual la suma de los

porcentajes sobrepasa el 100%

Los criterios para revision de lamina periférica de la ISLH alcanzaron una eficiencia del

61.2% con un porcentaje de revisién de lamina de 42.7%. En la poblaciéon de pacientes

internos la eficiencia fue menor (33.7%) con un porcentaje de revision de lamina mayor

(69.8%), mientras que en la poblacién de pacientes externos la eficiencia fue mayor

(65.6%) y el porcentaje de revision de lamina menor (38.4%). La sensibilidad de los

criterios de la ISLH fue del 96.2%, siendo algo menor en los pacientes hospitalizados

(80.0%) y llegando al 100% en los pacientes externos. La especificidad fue del 59.7%,

aumentando al 64.2% en los pacientes externos pero llegando solo al 30.9% en los

pacientes hospitalizados (ver tabla 10).

Tabla 10. Eficiencia, porcentaje de revision de lamina, sensibilidad y
especificidad de los criterios de la ISLH

Externo Hospitalizados General
Eficiencia 65.6% 33.7% 61.2%
%Revision de Lamina 38.4% 69.8% 42.7%
Sensibilidad 100.0% 80.0% 96.2%
Especificidad 64.2% 30.9% 59.7%




Se formé dos grupos segun edades tomando como punto de corte 5 afios, puesto que en
los nifios menores de 5 afos los rangos de referencia para los linfocitos suelen ser
mayores, y se recalculd las variables de eficiencia, porcentaje de revision de lamina,
sensibilidad y especificidad. Se observé que en el grupo de pacientes mayores de 5 afios
la eficiencia fue de 73.4% vy el porcentaje de revisidn de laminas fue de 30.7%, mientras
gue el grupo de pacientes menores de 5 afos tuvo una eficiencia de 48.4% con un
porcentaje de revision de laminas de 55.3%. Asimismo, si bien en el grupo de pacientes
menores de 5 afios la sensibilidad fue mayor que en el grupo de pacientes mayores de 5
afios (100.0% contra 93.3%) la especificidad fue mucho menor (46.4% contra 72.4%) (ver
tabla 11).

Tabla 11. Eficiencia, porcentaje de revision de laminas, sensibilidad y
especificidad en pacientes mayores de 5 afios

Mayores de 5 afios Menores de 5 afios

VP 14 (4.4%) 11 (3.6%)
FP 85 (26.3%) 157 (51.6%)
VN 220 (69.0%) 136 (44.7%)
FN 1 (0.3%) 0 (0%)
Eficiencia 73.4% 48.4%
%Revision de Lamina 30.7% 55.3%
Sensibilidad 93.3% 100.0%
Especificidad 72.4% 46.4%

En el grupo de pacientes mayores de 5 afos las principales causas de falsos positivos
fueron un recuento de reticulocitos mayor a 100x10%/uL (40.5%), la presencia de una
alarma de linfocitos variantes (19.0%), y un recuento de plaquetas por debajo de 100
x103/uL 6 por encima de 1000x10%/uL (16.7%) (ver tabla 12).



Tabla 12. Causas de falsos positivos en los pacientes mayores de 5 afios

Reticulocitos >100 (10 3/uL) 34 40.5%
Linfocito variante (Alarma) 16 19.0%
Plaguetas <100 6 >1000 (10 3/uL) 14 16.7%
VCM <75 6 >105 (fL) 10 11.9%
WBC <4.0 6 >30.0 (10%/L) 9 10.7%
Poblacién fluorescente indefinida (Alarma) 9 10.7%
Linfocitos >5.0 (adulto) 6 >7.0 (menor de 12 afios)  (103/pL) 8 9.5%
Granulocitos inmaduros (Alarma) 6 7.1%
Otros 32 38.1%

Nétese que muchas muestras tuvieron varios criterios activados por lo cual la suma de
los porcentajes sobrepasa el 100%

Por otro lado, en el grupo de pacientes menores de 5 afios, las principales causas de
falsos positivos fueron la presencia de una alarma de linfocitos variantes (52.2%),
volumen corpuscular medio menor a 75 fL o mayor a 105 fL (31.2%), y un recuento de
linfocitos mayor a 7.0x103/uL (22.3%) (ver tabla 13).

Tabla 13. Causas de falsos positivos en los pacientes menores de 5 afios

Linfocito variante (Alarma) 82 52.2%
VCM <75 6 >105 (fL) 49 31.2%
Linfocitos >7.0 (10 3/uL) 35 22.3%
Reticulocitos >100 (10 3/uL) 30 19.1%
Datos erréneos (Alarma) 19 12.1%
Neutrofilos <1.0 6 >20.0 (10 3/uL) 13 8.3%
Poblacién fluorescente indefinida (Alarma) 13 8.3%
;gggg?ggizgmg recuento optico y por impedancia de 10 6.4%
Otros 56 35.7%

Nétese que muchas muestras tuvieron varios criterios activados por lo cual la suma de
los porcentajes sobrepasa el 100%



Discusion

El INSN es un establecimiento de salud de nivel IlI-2 especializado en atender poblacion
pediatrica que cuenta con 406 camas y atiende alrededor de 47 800 pacientes al mes®).
En el laboratorio central del INSN se procesan alrededor de 800 muestras semanales
entre pacientes internos y externos, realizadndose un recuento diferencial y revision de
lamina a todas las muestras ya que el laboratorio no cuenta con ningun criterio para
determinar qué muestras requieren una revision de frotis de sangre periférica y qué

muestras no.

La lectura de frotices de sangre periférica es un proceso lento, tedioso y sujeto a muchas
fuentes de error, es por ello recomendable establecer criterios para determinar qué
muestras lo necesitan y de ese modo disminuir la carga laboral del personal del

laboratorio de hematologia.

El Grupo de Consenso Internacional para la Revision en Hematologia de la ISLH present6
en el 2005 sus criterios para las acciones que deberian seguirse ante el resultado de un
hemograma automatizado como una guia para la implementacion en los laboratorios de
hematologia a nivel internacional con la recomendacion de que cada laboratorio los valide
en sus propias condiciones antes de aplicarlos a los hemogramas de los pacientes,
propésito para el cual la ISLH elaboré también una serie de pasos que sirven como guia

para el proceso de validacion(t3,

Al analizar los datos se encontré que la eficiencia de los criterios de la ISLH en el
laboratorio central del INSN (61.2%) fue menor que la eficiencia reportada por Pratumvinit
y col (83.63%)® y cercana, aunque menor, a la encontrada por Comar y col (70.0%)8).
Asimismo, la tasa de revision de laminas encontrada (42.7%) fue mayor que la encontrada
por Pratumvinit y col (29.33%)® pero menor que la encontrada por Comar y col
(46.03%)(18). Cabe resaltar que ninguno de los trabajos mencionados fue realizado en
hospitales pediatricos, lo cual podria ayudar a explicar la baja eficiencia encontrada en el
presente estudio, ya que, como mencionan Becker y col@), las alarmas de los equipos

pueden perder especificidad en pacientes neonatos o infantes.

Por otra parte, el porcentaje de falsos negativos (0.2%) fue menor que los encontrados
por Pratumvinit y col (2.22%)® y Comar y col (6.73%)®, estando dentro del limite de




seguridad (menor a 5%) recomendado por el grupo de consenso de la ISLH®3, Dada la
baja tasa de falsos negativos, la baja eficiencia y el elevado porcentaje de revisién de
laminas se explica debido a la elevada tasa de falsos positivos (38.7%), por encima de las

encontradas por Pratumvinit y col (14.14%)® y Comar y col (23.27%)19,

Es importante recalcar que, debido a que los microscopistas leyeron las laminas después
de ver los resultados del equipo automatizado, la proporcion de verdaderos positivos
(4.0%) puede deberse en parte a la predisposicién a encontrar anormalidades debido a la
presencia de alarmas en los analizadores, sobretodo en el caso de linfocitos variantes,
como Van der Meer ha sefialado en su estudio®), por lo cual Hoffman cuestiona la utilidad
de las alarmas que dichos equipos muestran en la pantalla de resultados¥. Esta es una
de las principales limitaciones del presente estudio. Otra limitaciébn importante de este
estudio es que hubo varios microscopistas que leyeron las laminas cada dia, a diferencia
de lo recomendado por la guia de la ISLH que sugiere que sea un Unico microscopista o,
a lo mucho dos microscopistas, para eliminar la variabilidad interindividuo y obtener mayor

consistencia®?d,

Al separar los pacientes en internos y externos se observd que los pacientes internos
(hospitalizados) presentaban una eficiencia mucho menor (33.7%) que los pacientes
externos (65.6%), sin embargo, solo se observé un pequefio incremento en la eficiencia
de los pacientes externos con respecto a la poblacién general, considerandose aun baja.
Si bien los pacientes hospitalizados tenian una tasa mucho mayor de falsos positivos que
los pacientes internos (65.1% contra 34.5%), en ambos grupos la tasa de falsos positivos
fue mucho mayor que los encontrados por Pratumvinit y col®® y Comar y col® explicando

la baja eficiencia en ambos grupos.

Separando los pacientes en grupos etarios se observé que con los pacientes mayores de
5 afos los criterios de la ISLH tuvieron una eficiencia considerablemente mayor (73.4%),
aungue con una tasa de revision de laminas todavia algo elevada (30.7%), mientras que
con los pacientes menores de 5 afios la eficiencia fue muy pobre (48.4%) y la tasa de
revision de laminas fue muy elevada (55.3%). Es de recalcar que la eficiencia en el grupo
de pacientes mayores de 5 afios es mayor a la encontrada por Comar y col®, aunque no
alcanza la eficiencia encontrada por Pratumvinit y col®. Cuando el Grupo de Consenso de
la ISLH probo sus criterios para revision de laminas, observaron que las tablas de verdad,
y por lo tanto las eficiencias y tasas de revision de laminas, fueron similares para todos los

laboratorios participantes, que incluian laboratorios de hospitales pediatricos*?, sin




embargo, como Froom y col® demostraron, estos criterios pueden no ser apropiados
para pacientes pediatricos, hallazgo que concuerda con lo que este estudio ha

encontrado.

Se observé que, en la poblacion general, las principales causas de falsos positivos fueron
una alarma de linfocitos variantes (40.7%), reticulocitos mayores a 100x103/uL (26.6%) y
volumen corpuscular medio menor a 75 fL o mayor a 105 fL (23.7%). Sin embargo, al
realizar el analisis segiun edades, se encontré6 que en los mayores de 5 afios las
principales causas fueron reticulocitos por encima de 100x10%/uL (40.5%), alarma de
linfocitos variantes (19.0%) y plaquetas por debajo de 100x10%/uL o por encima de
1000x10°%/uL (16.7%); en los menores de 5 afios, en cambio, las principales causas de
falsos positivos fueron una alarma de linfocitos variantes (52.2%), volumen corpuscular
medio menor a 75 fL o mayor a 105 fL (31.2%) y linfocitos por encima de 7.0 x10%/pL
(22.3%), similar a lo encontrado por Froom y col®9,

Las diferencias en las causas de falsos positivos en ambos grupos etarios se pueden
explicar por las diferencias en la maduracion del sistema hematopoyético de los neonatos
e infantes. La alarma de linfocitos variantes se deberia, como indican Becker y col@? a
gue los linfocitos de los neonatos e infantes presentan caracteristicas morfolégicas
bastante heterogéneas que los algoritmos del equipo reconocerian como variantes o
atipicos. Proytcheva® indica asimismo que el volumen corpuscular medio de los
neonatos y nifios pequefios es mayor al de los adultos, lo cual explicaria por qué éste
criterio se activa con frecuencia entre los menores de 5 afios.

El rango de referencia de linfocitos para menores de 15 meses es hasta 9.3x10%/uL segun
Froom y col® y hasta 7.8x10%uL para menores de 5 afios segun Aldrimer y col®®;
asimismo se puede encontrar en Hematologia de Williams®@") que los rangos de referencia
en nifios de 4 afos es de hasta 8.0x10%/pL. Esto puede explicar en parte por qué el grupo
de nifios menores de 5 afios tiene una proporcién de falsos positivos tan alta (51.6%), y
por lo tanto una eficiencia pobre, ya que el criterio para valores absolutos de la ISLH
(mayor a 7.0x10%/uL en menores de 12 afios)*® esta por debajo del indice de referencia

para estos pacientes.

Este estudio ha demostrado que el criterio de seguridad de proporcién de falsos negativos
menor al 5% recomendado por el grupo de consenso de la ISLH®® se cumple

holgadamente por lo cual no habria motivos para no implementarlos después de una




adecuada validacion. Para mejorar la proporcion de falsos positivos, la ISLH®3
recomienda que se verifique la utilidad de las alarmas que estén generando un exceso de
revision de laminas y, previa consulta con la casa comercial, ajustar la sensibilidad de las
mismas. Froom y col®) recomiendan ademas de ajustar las alarmas, ajustar también el
criterio del recuento de linfocitos segun la edad del paciente.



Conclusiones

A partir de la investigacion realizada y segun los objetivos planteados, se concluye que el
nivel de eficiencia de los criterios para revision de lamina periférica del Grupo de
Consenso de la Sociedad Internacional del Laboratorio de Hematologia (ISLH) en el
laboratorio central del Instituto Nacional de Salud del Nifio, con las adaptaciones
realizadas para el presente estudio, fue relativamente baja (61.2%) y el porcentaje de
revisién de lamina periférica fue elevado (42.7%). Sin embargo, los criterios de la ISLH
presentan una buena eficiencia en los pacientes mayores de 5 afios (73.4%).

Recomendaciones

Se recomienda realizar un estudio mas grande, con un solo microscopista para todas las
lecturas de los frotices de sangre periférica y “a ciego” para evitar la influencia de las
alarmas del equipo en la lectura de dichos frotices y evitar los sesgos del presente
estudio. En el grupo de pacientes menores de 5 afios no es recomendable aplicar estos
criterios sin realizar algunos ajustes en los criterios de las alarmas y el limite de linfocitos

para elevar la eficiencia y disminuir la tasa de revision de laminas.
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Anexos

Pantalla de Resultados del Equipo Cell-Dyn Sapphire

Hematology Lab
University Hospital
4200 Medical Center Drive, CA 99999
(555)555-5555
Ver. de software: v3 N?de serie del analiz.: 42785AZ
CELL-DYN Sapphire Hoja control labor. 01/25/10 10:45
Secuencia: 9951 T. abierto Anadlisis: CBC+RETC [L]
Paciente/Humano Config. parametros: 1
ID de muestra: 12345 Intervalo param.: 1
Nombre: John Doe F/H proces.: 01/25/10 08:51
FN.: 12/12/59
MF: M Diferencial WBC NEU - EOS
Doctor:  Smith ] 1
User Defined A: Room 101 1 1
User Defined B: SC E e E
User Defined C: Lab2 1 ! : g
User Defined D: 1IC1111 o
X-B WBC RBC PLT RETC E k
2out In In 2out - E ‘5': -
WBC 564 10e3ul WVF 998 2 27
2.89 51.1 Z Q 1
0.00 0.00 = = :
0.00 : 0.00 ° 4 , —— ® e —
BLST 0.00 %BL  0.00 7° - COMPLEJIDAD 50° - LOBULARIDAD
MONe 408 %Me 7.24 FL Baja-alta Medicién optica PLT
EQCS .186 %E 3.29 ] p
BASO .039 %B 686
213 37.7 ]
0.00 0.00
RBC 530 10e6/ul RBCo 4.86
HGB 16.8 g/ %MIC 833
HCT 440 % %MAC .041
MCV fl %HPO -
MCH 316 pq %HPR 2 1
MCHC 38.0 gfdl g ;
ROW 112 % =
HDW % o R s
RETC 144. 10e3ul %R  2.71 st
IRF _ .245 Impedancia RBC RETC
NRBC 0.00 10e3ful NR/W 0.00 A
MCVr f
MCHr pg
CHCr g/dl 7 7
254, 10e3/ul 274. 1 IF\ ! ]
646 1 — 1 | |
159 10(GSD) = ] S
164 % 2= g el -
% { | Wl
[\ ! =
[ Al E ]
—— e =
Volumen (fl) ™

Tomado de Manual de operaciones del Sistema CELL-DYN Sapphire. Abbott Diagnostics
Division; 2010.




Ejemplo de Aplicacion de los Criterios de la ISLH

Resultados Criterios de la ISLH
Valores absolutos Alarmas
WBC 5.64 10e3/ul <4.0 6 >30.0 IG
2.89 <1.0 6 >20.0 BLAST
0.00 VARLYM
0.00 Aglt. PLT
BLST 0.00 ASYM
MONe .408 =1.5 {adulto) 6 >3.0 {menor de 12 afios) RIC/ROC
EQS .1%6 =2.0 PICIPOC
BASO .039 =0.5 *Datoserron
2.13 5.0 {adulto) 6 >7.0 (menor de 12 aiios) FP?
0.00 nvWBC
RBC 530 10es/ul Interferencia histograma PLTi
HGB 16.8 g/l <7 6 >2 por encima rango de referencia rstRBC
HCT 440 %
MCV fl <756 =105
MCH 316 pg
MCHC 38.0 gd <30 & =2 por encima rango de referencia
RDW 11.2 % =22
HDW %
RETC 144. 10e3/ul =100
IRF 245
NREC 0.00 10e3/ul Cualguier valor por encima de 0
MCVr fl
MCHr pg
CHCr g/dl
254, 10e3/ul =100 4 >1000
646 1
15.9 10(GSD)
d64 %
%




Ejemplo de VN

CELL-DYN Sapphire Hoja control labor.
; Andlisis: CBC+RETC L]
gecuencia: 904 T. abierto Config. parametros
Paciente/Humare intervalo param.. 5
ID de muestia. GREEES F/H proces.: 07/10/15 14:00
Nombre TR
s Diterencial WBC E_EU__EL—_—‘_’——
MWF
Doctor 1
SERVICIO ]
Usuario B N
cODIGO
1D de paciente Q 1
X.B WBC RBC PLT RETC o 1
In In In In In B %- o |
WBC 7.70 10e3ul WVF 943 2 2
SEG 255 %S 332 g g
BAND 0.00 %80  0.00 = Q
;aGST 0.00 %g; 0.00 ° ; ; ] : .
LST 0.00 %BL  0.00 . COMP o.
MONe .896 %Me 11.6 ;L Ba"04;3:";”‘:5-'!DAD :‘omLoeuLAmvo
EOS 215 %E  2.79 ion éptica PLT
BASO .058 %8 757
LYMe 398 %Le 51.7 PR
VARL 0.00 %Vl 0.00 o BT -
RBC 4.0 10e6ul RBCo 4.19 :
HGB 1L7 gd  %MIC 151
HCT 343 % %MAC .230
MCV 838 %HPO 1.02 i £
MCH 28.6 pg %HPR 086
MCHC 34.2 gd 3
ROW 122 % 1
gg_% 815 % .
55.3 10e3ul ; — .
RE 281 %R 135 T » T —
:MM NRW 0.00 Impedancia RBC
?& .
0e3ul
S




Ejemplo de VP



