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1. EL PROBLEMA

1.1. Planteamiento del problema

El hemograma completo se define como el analisis cuantitativo, cualitativo de los
componentes celulares de la sangre periférica junto al recuento diferencial
leucocitario (RDL) y es la prueba mas solicitada por los laboratorios clinicos, siendo
una contribucién importante en la toma de decisiones del clinico al evaluar al
paciente (1).

El RDL realizado a través del examen microscopico del frotis de sangre periférica,
requiere una gran competencia técnica pues demanda un mayor tiempo y dedicacion
del profesional, para minimizar los errores inherentes a la subjetividad. Por otro lado,
desde los primeros analizadores automatizados hasta la actualidad, los sistemas de
medicion y rendimiento han mejorado, siendo mas objetivos, precisos y confiables.
(2).

Desde el grupo de consenso internacional en hematologia (ICSH — International
Council for Standarization), profesionales del laboratorio como Barnes P, McFadden
SL, Machin SJ, han elaborado guias consensuadas con los criterios para aquellos
frotis que deben revisarse al microscopio (“The international consensus group for
hematology review: suggested criteria for action following automated CBC and WBC
differential analysis), pues declaran que existe poca uniformidad entre los diferentes
laboratorios sobre estas acciones a tomar. En la guia se recomienda que la lectura
manual de frotis de sangre periférica se realiza posterior a la activacion de alarmas
en los resultados del analizador (criterios aplicados por el instrumento) que conllevan
a su revision (1).

En Brasil, Comar. Malvezzi y Pazquinni; en su investigacion “Evaluation of criteria of
manual blood smear review following automated complete blood counts in a large
University Hospital” explican que es necesario reducir los RDL que requieran
revisiones manuales de frotis de sangre, sin sacrificar la calidad de la atencion al
paciente (2).

La Comision de Acreditacion de Laboratorios del Colegio Americano de Patdlogos
requiere que cada laboratorio elabore una lista de criterios especificos para aquellos

frotis de sangre que requieren revisarse, por ello varias instituciones han evaluado
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sus propios criterios adoptados. Como los Laboratorios Weinmann-Faillace (Porto
Alegre) que, con la finalidad de reducir la carga laboral en microscopia, y aumentar
(en lo posible) la eficiencia del laboratorio en términos de tiempo, mano de obra y
recursos, otorga la confiabilidad al analizador para la liberacion de resultados del
hemograma sin revisidn microscépica complementaria (sin perder informacién vital,

en resultados falsos negativos) (3).

En la guia CLSI H20 A2 “Evaluacion del Recuento diferencial de Leucocitos por
meétodo de referencia y métodos instrumentales, estandar aprobado”, se hace
referencia la existencia de tres categorias de errores en el RDL manual que se
relacionan al observador, la distribucion dispareja en lamina y el error estadistico.
Siendo éste ultimo el mas influyente, que se origina por el bajo numero de células
contadas por el observador (100 células) frente al analizador automatizado (conteos

mayores a 5 000 células) (4).

En el Perud, no se hallé evidencia objetiva relacionada a estudios de comparacion
entre los métodos manuales y automatizados para el RDL que permita seleccionar
aquellos frotices que necesiten revision por el profesional competente. Cabe
mencionar que esta comparacion debe ser una actividad propia de cada laboratorio,
de acuerdo con el tipo de analizador disponible y las caracteristicas de la poblacion
atendida (infantes, ancianos, donantes, gestantes, pacientes oncolégicos u otros) (3).
Asimismo, se indica que no se ha encontrado evidencia de la implementacion de
criterios a nivel nacional para la lectura manual del RDL por parte del Ministerio de
salud (MINSA), que es el ente rector para asegurar la garantia de calidad de los
servicios de salud (5).

La encuesta realizada por los autores Sakihara JC, Sierra Carhuancho J, Rodriguez
Torres R. con el titulo de “Importancia del Uso de Informacion Grafica y Alarmas de
los Auto analizadores Hematoldgicos por Tecnologos Médicos de Hospitales e
Institutos del MINSA”, hallaron que los laboratorios del Ministerio de Salud (MINSA)
encuestados (incluso el Laboratorio de Hematologia del Instituto Nacional de

Enfermedades Neoplasicas) no cuentan con criterios para establecer aquellos



resultados que requieren una revision (confirmacion) manual (5).

Sakihara J; en su trabajo de tesis para licenciatura titulado “Nivel de eficiencia de los
criterios para revision de lamina periférica del grupo de consenso de la Sociedad
Internacional del Laboratorio de Hematologia en el laboratorio central del Instituto
Nacional de Salud del Nifio” tuvo como 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; sefiala que se sigue realizando lectura de RDL manual 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 (3).

El Laboratorio de Hematologia del Instituto Nacional de Enfermedades Neoplasicas
(INEN) cuenta con analizadores automatizados de vanguardia en tecnologia, buen
desempefo y adecuada capacidad operativa; a pesar de ello, se mantiene aun el
RDL manual de todos los frotices de sangre periférica a partir de donantes “sanos”
del servicio de banco de sangre, pacientes ambulatorios de las salas de toma de
muestras, pacientes hospitalizados y emergencias (fuente: Procedimiento de Analisis
Hematoldgico de Muestra Bioldgica). Sin embargo, la demanda incrementada en los
hemogramas y por ende en la revisibn manual, asi como la exigencia de un menor
tiempo de respuesta (oportunidad), ha generado una brecha en la productividad
eficiente y confiable que afectaria potencialmente la calidad de los resultados. Como
consecuencia de lo descrito se observa un aumento del reporte de productos no
conformes (fuente: Sistema Informatico de la institucion), por incumplimiento de
entrega de resultados y resultados erroneos. Ante ello, el estudio propone reducir de
manera “confiable” la lectura manual del RDL junto al buen uso de la informacién de
los analizadores hematoldgicos que permitan la validacion directa e identificar los

frotices que requieran revision manual.

Ante lo anteriormente mencionado se plantea realizar la siguiente investigacion:

Estudio comparativo del recuento diferencial leucocitario automatizado y el método



de referencia en el Laboratorio de Hematologia del Instituto Nacional de

Enfermedades Neoplasicas, 2021.

1.2. Formulacién del problema

1.2.1 Problema General:
¢ Existe diferencia significativa del recuento diferencial leucocitario automatizado
y el método de referencia en el Laboratorio de Hematologia del Instituto
Nacional de Enfermedades Neoplasicas, 20217

1.2.2 Problemas Especificos:

1. ¢Existe diferencia significativa de los Linfocitos del recuento diferencial
leucocitario automatizado y el método de referencia en el Laboratorio de
Hematologia del Instituto Nacional de Enfermedades Neoplasicas, 20217

2. ;Existe diferencia significativa de los Monocitos del recuento diferencial
leucocitario automatizado y el método de referencia en el Laboratorio de
Hematologia del Instituto Nacional de Enfermedades Neoplasicas, 20217

3. ¢Existe diferencia significativa de los Eosindfilos del recuento diferencial
leucocitario automatizado y el método de referencia en el Laboratorio de
Hematologia del Instituto Nacional de Enfermedades Neoplasicas, 20217

4. ¢Existe diferencia significativa de los Basofilos del recuento diferencial
leucocitario automatizado y el método de referencia en el Laboratorio de
Hematologia del Instituto Nacional de Enfermedades Neoplasicas, 20217

5. ¢Existe diferencia significativa de los Neutrdfilos del recuento diferencial
leucocitario automatizado y el método de referencia en el Laboratorio de
Hematologia del Instituto Nacional de Enfermedades Neoplasicas, 20217



1.3.

Objetivos de la investigacion

1.3.1 Objetivo General:

Determinar si existe diferencia significativa del recuento diferencial leucocitario

automatizado y el método de referencia en el Laboratorio de Hematologia del

Instituto Nacional de Enfermedades Neoplasicas, 2021.

1.3.2 Objetivos Especificos:

1.

1.4.

Establecer si existe diferencia significativa de los Linfocitos del recuento
diferencial leucocitario automatizado y el método de referencia en el
Laboratorio de Hematologia del Instituto Nacional de Enfermedades

Neoplasicas, 2021.

. Establecer si existe diferencia significativa de los Monocitos del recuento

diferencial leucocitario automatizado y el método de referencia en el
Laboratorio de Hematologia del Instituto Nacional de Enfermedades
Neoplasicas, 2021.

Establecer si existe diferencia significativa de los Eosinofilos del recuento
diferencial leucocitario automatizado y el método de referencia en el
Laboratorio de Hematologia del Instituto Nacional de Enfermedades

Neoplasicas, 2021.

. Establecer si existe diferencia significativa de los Basofilos del recuento

diferencial leucocitario automatizado y el método de referencia en donantes
sanos en el Laboratorio de Hematologia del Instituto Nacional de
Enfermedades Neoplasicas, 2021.

Establecer si existe diferencia significativa de los Neutrofilos del recuento
diferencial leucocitario automatizado y el método de referencia en el
Laboratorio de Hematologia del Instituto Nacional de Enfermedades
Neoplasicas, 2021.

Justificacion de la investigacion

El presente proyecto de tesis “Estudio comparativo del recuento diferencial

leucocitario automatizado y el método de referencia en el Laboratorio de

Hematologia del Instituto Nacional de Enfermedades Neoplasicas, 2021.” es



importante porque contribuira a desarrollar informacion teorica y cientifica actualizada
sobre “La utilidad y eficiencia de los resultados que otorgan los Analizadores
Hematoldgicos Automatizados en el Recuento Diferencial Leucocitario”; para un

mejor entendimiento se realiza la justificacion bajo los siguientes aspectos:
1.4.1 Justificacion Tedrica:

El presente trabajo de investigacion se justifica tedricamente en la revision de
autores, revistas indexadas, guias internacionales del instituto de estandares del
Laboratorio Clinico (CLSI), trabajos de investigacion que dan soporte, validez y
confiabilidad a los hallazgos que se deriven de la presente investigacion, siendo los

autores en mencion:

Para la Variable 1. Método Referencia para el RDL, se referencia al documento
internacional de la CLSI aprobado “H20-A2 Evaluacién del Recuento Diferencial
Leucocitario de los métodos instrumentales y el método de referencia” (4) y los
siguientes autores Gulati; Pratumvinit et al; Maral, Shahram (6,7,8).

Para la variable 2: Método automatizado para el RDL, se referencia al documento
internacional de la CLSI aprobado “H20-A2 Evaluacién del Recuento Diferencial
Leucocitario de los métodos instrumentales y el método de referencia” (4) y los
siguientes autores Tayseer, Nikki Bouwer, Maral, Shahram, Comar S, Malvezzi M,
Pasquini R (2,8,9).

La guia CLSI H20-A2, es el documento recomendado para evaluar los analizadores
de hematologia que realizan RDL automatizado, La guia internacional considera el
RDL manual (microscopia) como el método de referencia (4).

El conocimiento generado contribuira en la utilidad de la informacion del analizador
hematologico, permitiendo que otros investigadores logren comparar e implementar
esta actividad en sus laboratorios. Los hallazgos que se deriven de la presente
investigacion seran contrastados con las revisiones de investigaciones previas dando

soporte, validez y confiabilidad a los resultados.



1.4.2 Justificacion Metodolégica:

La justificacion metodoldgica para la realizacion de este estudio radica en el hecho
de que se aplicara un instrumento especialmente disefiado para este trabajo, el
mismo que se sometera a un proceso de validacion lo que certificara su pertinencia y
utilidad en futuros trabajos que investiguen sobre el mismo tema en poblaciones

similares a la analizada en esta investigacion.

Asi mismo, el analisis y la determinacion estadistica respecto a las dos variables sera
revisada para verificar su pertinencia de acuerdo con los objetivos planteados.

1.4.3 Justificacion Practica:

El proyecto se justifica en la practica, pues permitira implementar acciones de mejora
en el RDL y reducir los productos no conformes relacionados a la oportunidad
(Tiempo de respuesta en la emision de resultados), aumentando la confiabilidad, la

productividad y calidad del laboratorio.

Por otro lado, el presente trabajo se justifica al contribuir con el conocimiento
aplicado que permita a estudiantes de post grado y la comunidad cientifica fomentar
la comparacion de sus analizadores frente a procedimientos manuales (una
evaluacion independiente y particular en su propio contexto) y mejorar el desempefio

de los servicios de apoyo al diagnostico dentro del contexto nacional.
1.5. Delimitaciones de la investigacion
1.5.1. Temporal

La viabilidad de la investigacion se garantiza a través del acceso a los datos de las
evaluaciones de Laboratorio de Hematologia del afio 2021.



1.5.2. Espacial

La viabilidad de la investigacion esta garantizada, pues se tiene acceso a los datos
de las evaluaciones en el Laboratorio de Hematologia del Instituto Nacional de

Enfermedades Neoplasicas.
1.5.3. Recursos

La viabilidad de la investigacion esta garantizada, pues es practico, factible de
realizar, de importancia para el Laboratorio de hematologia, tiene acceso a fuentes
de informacién, permite disponer de recursos humanos, materiales, tecnoldgicos,

econdmicos y de conocimiento cientifico.
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2. MARCO TEORICO

2.1. Antecedentes de la investigacion

2.1.1 Antecedentes Internacionales

Recuento Diferencial Leucocitario Automatizado:

Abhimanyu et al. (2020) en su investigacion tuvieron como objetivo “Comparar el
recuento de leucocitos total y diferencial entre el analizador automatizado XN 550 y
el método de referencia”. Realizo un estudio comparativo con 100 muestras de casos
de leucocitosis seleccionados durante un periodo de 1 afio, se evalud la eficacia de
ambos métodos segun la guia CLSI H20 A2 con el analisis estadistico Chi Cuadrado.
Resultados: El coeficiente de Pearson para el desempefio del RDL con valores de p
significativos para polimorfos, linfocitos, eosindfilos y los monocitos (valor de p =
0,000 cada uno) (10).

Slim et al. (2019) en su estudio multicéntrico tuvieron como objetivo “Evaluar el
desemperio analitico y clinico del Analizador Alinity hq de 29 parametros”, Aplicaron
1473 muestras de sangre total con EDTA 'y aplicaron el estudio comparativo con el
analizador CELL-DYN Zafiro y el método de referencia para el RDL. El diferencial de
glébulos blancos de Alinity hq mostré un alto nivel de acuerdo con los RDL manuales
y una mejor concordancia con los resultados de baséfilos manuales que el CELL-
DYN (11).

Kwang-Sook et al. (2019) en su estudio, tuvieron como objetivo “Evaluar el
desempenfio del analizador Alinity hq vs Analizador automatizado Sysmex XN 9000 y
Método de referencia”, aplicaron 314 muestras de pacientes adultos y pediatricos. El
analizador Sysmex XN - 9000 y el diferencial manual de 400 células. El desempefio
del recuento diferencial leucocitario (RDL) se evalué segun las directrices de la CLSI
H20 A2, mostraron una excelente correlacion para parametros de recuento
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diferencial de WBC (coeficiente de correlacion = 0,999) con el analizador Abbott
Alinity hq (12).

Prusnani, Hippargi (2018) en su estudio, tuvieron como objetivo “Comparar el
recuento diferencial de leucocitos del analizador hematolégico automatizado XN1000
con los resultados del método manual en muestras de sangre leucopénica”, utilizaron
346 muestras leucopénicas y frotis periférico, El analisis estadistico se realiz6
mediante regresion lineal y analisis de correlacion de Pearson, Las medias se
compararon mediante la prueba t de Student y se realizé un analisis grafico de
Bland-Altman para comparar las dos técnicas de medicion. Resultados: El coeficiente
de correlacion para los recuentos proporcionales de neutrofilos, linfocitos, eosindfilos,
monocitos y basofilos fue 0,998, 0,992, 0,996, 0,771 y 0,570 respectivamente (14).

Noha et al (2017) en su estudio, tuvieron como objetivo “Evaluar el desempefio del
analizador NS-hema21t vs Sysmex XT 1800i”, utilizaron 75 muestras de sangre total
con EDTA, el rendimiento del Recuento diferencial leucocitario se evalu6 segun las
directrices de la CLSI H20 A2 con el método de referencia. El recuento de neutrdfilos
mostré una correlacion R2= 0,97, mientras que el recuento de linfocitos mostré una
correlacion R2=0,97 (13).

Recuento Diferencial Leucocitario Manual:

Belaynesh (2019) en su investigacion realizada con el objetivo de “Validar los
criterios para revision manual de frotices propuestos por el Grupo de consenso
International de Hematologia®. Aplic6 un estudio transversal prospectivo en el
Colegio Médico Millennium del Hospital St. Paul de septiembre a noviembre de 2019
con 500 muestras de sangre de pacientes procesadas en analizador Beckman DxH
800 y el método de referencia. Utilizo las tablas de contingencia para determinar la
sensibilidad, la especificidad, los valores predictivos negativos y positivos (VPN,
VPP), la eficiencia y la tasa de revision. El resultado mostré una sensibilidad de los
criterios del 61,3%, una especificidad del 96,4%, un VPP del 87%, un VPN del

86,3%, una eficiencia del 86,4% y una tasa de revision del 20% (15).
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Vipina, Ambika (2018) en su estudio, tuvieron el objetivo “Verificar la precision del
Recuento diferencial leucocitario del método de referencia”. El estudio se llevo a
cabo en el Government Medical College, Kozhikode. Se tomaron un total de 30 casos
durante un periodo de 28 dias. La herramienta estadistica para la comparacion fue
indice Kappa de Cohen para evaluar la validez externa y la confiabilidad de los
recuentos diferenciales de Neutrofilos (Kappa= .512 p= .002-Acuerdo Moderado) y
Linfocitos (Kappa= 0.689 p= .000- Acuerdo -Acuerdo bueno) (16).

ICSH (2014) La Sociedad Internacional de Hematologia recomienda incluir nuevos
meétodos, como el analisis de imagenes digitales para células sanguineas, citometria
de flujo destinado a reemplazar el diferencial de 400 celdas del manual de referencia.
(18)

ISLH (2005), La Sociedad Internacional de Laboratorios de Hematologia (ISLH), a
través de un grupo de consenso internacional establecieron un conjunto de criterios
(reglas de consenso) para guiar la revision del frotis manual de recuentos
sanguineos completos, que incluye el recuento diferencial leucocitario (Diff),
encontraron 41 reglas aplicables como criterios para la revision de frotices y recuento

diferencial de leucocitos de analizadores hematoldgicos automatizados. (17)

CLSI (2007) en su guia aprobada H20-A2, Elaboro las directrices para aplicar el
método de referencia para recuento diferencial leucocitario (RDL) (4).

2.1.2 Antecedentes Nacionales

No hay evidencia nacional relacionada.
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2.2. Bases tedricas
2.2.1 Hemograma completo

El hemograma completo estda compuesto por parametros cuantitativos de recuento
de glébulos rojos, hemoglobina, hematocrito, constantes corpusculares, recuento de
plaquetas, recuento de leucocitos, RDL, etc. Estos varian de acuerdo con el tipo de
hemograma analizado en los laboratorios (19).

Segun la CLSI (2007) en su documento aprobado H20-A2, define el hemograma
desde una enumeracién de los principales subgrupos de leucocitos (granulocitos
segmentados, granulocitos eosindfilos, granulocitos basofilos, linfocitos y monocitos)
hasta una revision muy completa de todos los denominados elementos formes,
incluidos eritrocitos y plaquetas. En la actualidad se cita toda una generacion de
informes de hemograma, que incluye desde el mas simple, constituido por unos
pocos parametros obtenidos de forma manual, hasta los mas complejos vy
sofisticados, formados por decenas de parametros obtenidos del analizador
automatizado que utilizan una combinacidn de tecnologias; lo que eleva

considerablemente el alcance diagnostico y pronostico de esta determinacion (4).
Los parametros principales del hemograma completo son:

a. Recuento de Gldébulos Rojos: Consiste en determinar la cantidad de eritrocitos en
sangre periférica por unidad de volumen por microlitro (uL), milimetro cubico (mm3) o litro (L)

de acuerdo con el sistema de unidades adoptado en el laboratorio clinico o en la regién (20).

b. Hemoglobina: Los eritrocitos contienen una mezcla de hemoglobina, oxihemoglobina,
carboxihemoglobina, metahemoglobina y cantidades minimas de otras formas de
hemoglobina menores (21). Cuando se mide la hemoglobina se esta determinando la suma

de todas estas formas y para hacerlo los eritrocitos que la contienen deben ser lisados (19).

c. Hematocrito: Representa la fraccién de volumen eritrocitario y corresponde al volumen

ocupado por los gldbulos rojos en relacion con el volumen total de sangre (19).
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d. Constantes Corpusculares: Son promedios de Wintrobe, determinan el tamarfio vy el
contenido de hemoglobina de los eritrocitos, bajo los conceptos del volumen corpuscular
medio, de la hemoglobina corpuscular media y de la concentracién de la hemoglobina
corpuscular media. Los promedios corpusculares por muchos afios han sido el punto de

partida para la clasificacién morfoldgica de las anemias segun Wintrobe (22).

f. Recuento de Leucocitos: El recuento de leucocitos consiste en determinar la cantidad de
glébulos blancos en sangre periférica por unidad de volumen por microlitro (uL), milimetro
cubico (mm3) o litro (L), de acuerdo con el sistema de unidades adoptado en el laboratorio
clinico (23).

g. Estudio de Frotis de Sangre Periférica: El analisis de frotis de sangre periférica que
complementa a los parametros anteriores es el RDL y el analisis cualitativo de los
glébulos rojos, leucocitos y plaquetas), de acuerdo con las buenas practicas de
hematologia, el recuento diferencial leucocitario es parte fundamental del
hemograma y es que se reporta en el 100% de hemogramas solicitados en el
laboratorio (22).

2.2.2 Recuento Diferencial Leucocitario (RDL)

El recuento diferencial de leucocitos corresponde a la concentracion de las subpoblaciones
de glébulos blancos que circulan en sangre periférica. Independiente del método para
obtenerlo, bajo condiciones normales, el recuento diferencial de leucocitos en situaciones
normales estd constituido por 5 poblaciones celulares: polimorfonucleares neutréfilos,

polimorfonucleares eosindfilos, polimorfonucleares basdfilos, linfocitos y monocitos (9).

15



CUADRO 1: Descripcion morfologica de las células encontradas en un recuento diferencial normal de leucocitos
. Tamaiio , . i 3
Tipo celular Nucleo Cromatina Citoplasma Granulos
celular (p)
2-516bulos
. conectados por Colorrosa o . .
Neutrofilo . Grumos . 1° Grénulos primarios: raros
10 - 15 filam entos palido, crema o o .
Segmentado . gruesos . 2° Granulos secundarios: abundantes
delgados sin incoloro
cromatina visible
Contraido, pero
. debe visualizarse , . .
Neutréfilo en . Grumos 1° Granulos primarios: escasos
10- 15 la cromatina Azul claro arosa . .
banda gruesos 2° Granulos secundarios: abundantes
dentro de la parte
mas delgada
Redondo a oval;
" | Condensad
puede estar
. a- Escaso a
. . ligeramente . L
Linfocito 7-18 . intensamen moderado: * escasos y azurdfilos
indentado;
te celeste
nucleolos
. condensada
ocasionales
Azul.gris; puede
Variable, puede Grumos tener
. ser redondo, forma|moderadam| seuddpodos; Muchos granulos finos, con frecuencia
Monocito 12-20 . L
de herradurao ente vacuolas adoptan el aspecto de vidrio mélido
rifion. reticulares ausentes o
numerosas
2-3ébulos
colorcremaa o . .
conectados por G p 1° Granulos primarios: raros
o . rumos rosa; puede , .
Eosindfilo 12-17 filamentos ! 2° Granulos secundarios: abundantes, de
. gruesos tener bordes . .
delgados sin . color rojoa anaranjados redondos
. .. irregulares
cromatina visible
1° Granulos primarios: raros
2° Granulos secundarios: abundantes, de
En general 2 color lavanda a violeta oscuro, variable
Basofil 10-14 I6bulos conectados| Grumos colorlavanda a en nimero con distribucion irregular,
asofilo - . . . .
por filamen sin gruesos incoloro pueden enmascarar el nucleo o

cromatina visible

eliminarse durante el proceso de tincidn,
lo que da el aspecto de areas vacias en el
citoplasma.

Fuente: Atlas de Hematologia Clinica 4a Ed. 2014 - Editorial Médica Panamericana
“Introduccién al examen del frotis de sangre periférica”. (22)
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El RDL se realiza como finalidad obtener informacién de la distribucién relativa o
proporcional de los diferentes leucocitos en sangre periférica (23), permite establecer
los conceptos de neutrofilia, neutropenia, eosinofilia, eosinopenia, basofilia,
basopenia, monocitosis, monocitopenia, linfocitosis, agranulocitosis, y linfopenia que
pueden estar asociados a enfermedades benignas como procesos infecciosos,
procesos inflamatorios, mielotoxicidad, o enfermedades malignas como leucemia vy
mieloptisis (22). El porcentaje obtenido, o mas adecuadamente, el numero absoluto
de cada célula es de gran utilidad para el diagnostico de multiples enfermedades,

orienta en la eleccion del tratamiento a seguir en los pacientes (8;24)

El intervalo de referencia biolégico de cada tipo celular, teniendo en cuenta las

unidades de reporte, son:

. Valores . Valores .

Tipo celular Relativos Unidades Absolutos Unidades
Linfocitos 25-40 % 1-4.8 x10°/L
Monocitos 2-6 % 0-0.8 x10°/L
Eosindfilos 2-4 % 0-0.5 x10°/L
Basdfilo 0.3-1.5 % 0-0.2 x10°/L
SNeeg”r:;’:t';’ i 41-70 % 16-7 x10°/L
E::(;r:f'm en 2-5 % 0-05 x10°/L

Fuente: Rojas (2011) “Valores de Referencia Hematologicos en adultos sanos
del Instituto Nacional de Enfermedades Neoplasicas de Lima, Establecidos en
el analizador Sysmex” (25).

2.2.3 Métodos para la cuantificacion del Recuento Diferencial Leucocitario
Existen 2 métodos para realizar el Recuento Diferencial Leucocitario:

- Método de Referencia (Manual o Microscopia) (4)

- Método automatizado (4)
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2.2.3.1 RECUENTO DIFERENCIAL LEUCOCITARIO POR METODO DE
REFERENCIA (MANUAL):
Consiste en realizar el recuento diferencial de leucocitos mediante su
identificacion microscopica, de una en una, hasta completar 100 a 200 células
en el frotis de sangre periférica, la identificacion microscépica se realiza
teniendo en cuenta las caracteristicas morfolégicas citadas en el Cuadro 1
(22).

Cuando el RDL es manual, es indispensable:

(1) La calidad del extendido de sangre periférica, la distribucion de las células
en el extendido de sangre periférica (20,26,30).

(2) Seguir los procedimientos al “pie de la letra” definidos en los manuales de
procedimientos, que debe seguir el laboratorio clinico dentro de las buenas
practicas;

(3) La calidad de la coloracion (20,27).

(4) El personal que haga el recuento esté debidamente capacitado, tenga
experiencia y habilidad para identificar todas las células normales vy, las
anormales (20,28,31).

(4) Microscopio y contador de células (20,29)

Es importante tener en cuenta que el recuento diferencial de leucocitos por
meétodos manuales, tiene una fuente importante de errores estadisticos de la
muestra que generan una amplia variabilidad en los resultados, debido al
escaso numero de leucocitos analizados (32).

Ante la dificultad que usualmente tiene un laboratorio clinico para controlar
totalmente estas variables en los recuentos diferenciales de leucocitos, es
recomendable el empleo de autoanalizadores de hematologia que permitan
estandarizar los procedimientos e idealmente utilizar automatizacién para

hacer y colorear los extendidos de sangre periférica (32,33).
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2232 RECUENTO DIFERENCIAL LEUCOCITARIO POR METODO
AUTOMATIZADO (ELECTRONICO)

Consiste en el conteo y la diferenciacion de un gran numero de leucocitos en

analizadores automatizados. (34)

Dentro de las ventajas, cabe destacar:

(1) Disminucién del tiempo que el observador dedica al estudio microscopico
de un gran numero de frotis coloreados en la rutina hematoldgica. (35)

(2) Aumenta la precision de estos recuentos diferenciales, estableciendo un
sistema de control de calidad interno basado en el uso diario de controles
internos de sangre control comercial en tres niveles y se establece los limites
de tolerancia (TEa) para el recuento diferencial (4,36)

(3) Permite conocer la exactitud del analizador, de vital importancia para
garantizar la confiabilidad de los resultados emitidos: cuando se realizan
comparaciones entre el instrumento objeto de estudio y el método de
referencia realizada segun las recomendaciones de los organismos

internacionales, tal como se describe en el protocolo H20-A2 de la CLSI (4).

En el comercio, a nivel nacional e internacional, existe una gran variedad de
analizadores automatizados, entre ellos el Alinity hq de Abbott con capacidad
para la determinacion del recuento diferencial de 5 poblaciones leucocitarias
(Ver cuadro 1) aplicando para ello la tecnologia de Dispersiéon Optica y la
Fluorescencia (37).

Las poblaciones leucocitarias identificadas son:
Neutrdéfilos segmentados

Linfocitos

Monocitos

Eosinofilos

Basofilos
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2.2.3.2.1 TECNOLOGIA DE DISPERSION OPTICA:

a. Tecnologia de Dispersion Optica: Tiene lugar en el conjunto 6ptico, que se
compone de 3 subsistemas principales:

Subsistema de iluminacion: La fuente de luz es un laser de estado solido. El
laser genera un haz de luz polarizada verticalmente con una longitud de onda
de 488nm que interacciona con la muestra diluida para crear la dispersion de
luz y la fluorescencia (37).

Subsistema de la celda de flujo Optica: es una camara de flujo de disefio
exclusivo con un fondo acampanado en forma de cono y una abertura central
rectangular. Las células presentes en la dilucion de la muestra pasan de una a
una a través del haz del laser enfocado (38).

Subsistema de recogida y deteccion: Este sistema realiza multiples
mediciones de cada célula simultdaneamente, se compone de 8 detectores
opticos y 2 conjuntos de sistemas opticos:

- Conjunto de dispersidon luminica de avance: Realiza 5 determinaciones
de dispersion de avance es recogida por las lentes de dispersion de
avance y se enfoca en un bloque de deteccion. El detector interno del
bloque mide la perdida de luz axial (ALL), y el detector externo del
bloque mide 4 angulos de dispersion del angulo intermedio (IAS) (12).

- Conjunto de dispersion luminica lateral y de fluorescencia: Parte de la
luz laser se dispersa por las superficies y estructuras internas de las
células lateralmente (12).

La dispersion de luz tiene lugar cuando el haz de laser choca con una célula 'y
cambia de direccion. En la citometria de flujo, los sensores detectan la luz
dispersada a determinados angulos respecto al haz del laser y la convierten
en una sefal electronica medible que se envia al ordenador para ser
analizada y almacenada. Estas senales ofrecen informacién sobre las
caracteristicas de las células, tales como tamano, complejidad, lobularidad

nuclear y granularidad citoplasmatica, de gran utilidad en el proceso de
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identificacion de las células (38).
- ALL (Pérdida de luz axial): Tamafio
- |AS (Dispersion del angulo intermedio): Complejidad
- PSS (Separacion por dispersion polarizada): Lobularidad
- DSS (Separacion por dispersion despolarizada): Granularidad

2.2.3.2.2 TECNOLOGIA DE FLUORESCENCIA:

La fluorescencia es un fendbmeno en el que la luz dispersada se absorbe a una
longitud de onda y se emite a otra longitud de onda superior. En Alinity hq, la
fluorescencia celular se produce cuando se utilizan colorantes especiales que
interaccionan con la luz del Iaser. Estos colorantes tifien determinados acidos
nucleicos de las células. Cuando la luz laser interacciona con las células
tefidas, los colorantes emiten fluorescencia a una longitud de onda superior a
la del Iaser. La sefial fluorescente se utiliza en la determinacién del diferencial

leucocitario (37).

2.2.4 PROTOCOLO DE EVALUACION DEL RECUENTO DIFERENCIAL

LEUCOCITARIO POR METODO AUTOMATIZADO FRENTE AL METODO DE
REFERENCIA SEGUN GUIA CLSI H20-A2 (4).

Métodos para evaluar:
En este estudio, el método manual representa "la referencia" en cuanto al
diferencial leucocitario siendo empleado como el evaluador para estudios de

comparacion.

1.1Método de Referencia (Método manual o microscopia):
El RDL utilizando el método de referencia corresponde a la concentraciéon
de las subpoblaciones de leucocitos en el frotis de sangre periférica
mediante su identificacion microscopica (19,20).
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1.2Método automatizado (Equipo automatizado Alinity hq Abbot):

El RDL automatizado corresponde a Ila concentracion de Ilas
subpoblaciones leucocitarias en sangre periférica obtenidas por el
analizador hematologico (37).

ll. Consideraciones para Método de Referencia segun CLSI H20 A2:

2.1 Calificacion de los observadores, a través de:

Calificacion en la identificacion celular: Se realiza a base de 50 imagenes
digitales, se evalua el desempefio.
Criterio de aceptacion:

Desempenfo aceptado: 80% de aciertos.

Desempefo no aceptado: < 80% de aciertos.
Calificacion en el recuento diferencial: Se realiza a base de lecturas de
frotices de sangre periférica sobre un recuento total de 200 células, incluir
como minimo 5 observadores.
Las muestras incluyen los siguientes tipos celulares: neutrodfilos
segmentados, neutrofilos en banda, linfocitos normales, linfocitos atipicos,
eosinofilos, basofilos, monocitos, NRBC y blastos.
Estadistico utiliza el error estandar de proporciones y se evaluara el
recuento de cada observador versus media de los observadores con un
intervalo de confianza al 99%, se evalua el desempefio del observador
para cada tipo de célula evaluada.
Criterio de aceptacion:

Desempefo aceptado: Los resultados deben estar incluidos dentro del

intervalo de la Media + 99%IC para cada tipo de célula (4).

2.2 Preparacion de los materiales:

Se preparan al menos 100 muestras de sangre total de donantes sanos, y

100 muestras patologicas segun las recomendaciones de la guia CLSI H20

A2, se realiza duplicado de frotices, coloreados independientemente para
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cada observador y rotulados (1-A, 1-B).

En relacion con la muestra:

- No existe evidencia clinica de enfermedad que altere el recuento
diferencial de leucocitos.

- No hay evidencia de enfermedad respiratoria aguda reciente y

- Resultados del hemograma dentro del intervalo de referencia para otros
mensurandos del hemograma, incluyendo el recuento total de WBC.

- Realizar el recuento diferencial en 200 células, se informa el promedio a
100%. Este recuento debe realizarse por al menos 2 operadores
calificados, uno desde el frotis A y otro desde el frotis B (4).

Para minimizar los errores propios del método de referencia, la guia CLSI
H20-A2, recomienda seguir las pautas para calificar a los operadores vy
evaluar la competencia de los observadores (4,28).

lll. Consideraciones para el método automatizado:

Realizar el mantenimiento diario del analizador
Procesar los controles de calidad interno y liberar la corrida analitica,
incluyendo el monitoreo de las células a incluir en el estudio.

c. Procesar las muestras por el analizador hematolégico

IV. Analisis estadistico de la comparacion de resultados segun CLSI H20 A2:

Consiste en comparar ambos métodos, la base estadistica es una
comparacion de medias para cada muestra procesada, por cada método y por
cada tipo celular.

Se calculan las diferencias en ambos recuentos, para determinar si
representan a la imprecision combinada (método de prueba y referencia), o

son verdaderas diferencias entre ellos.
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Este analisis es principalmente util, para los tipos de leucocitos con un
intervalo normal mayor a 5%.

Elaborar la grafica de dispersion entre ambos métodos (x, método de
referencia y, método prueba) junto con los intervalos de confianza al 90% para
cada tipo celular.

2.3. Formulacion de hipétesis

2.3.1 Hipotesis general

Hi: Existe diferencia significativa del recuento diferencial leucocitario

automatizado y el método de referencia en el Laboratorio de Hematologia del

Instituto Nacional de Enfermedades Neoplasicas, 2021.
HO: No existe diferencia significativa del recuento diferencial leucocitario

automatizado y el método de referencia en el Laboratorio de Hematologia del

Instituto Nacional de Enfermedades Neoplasicas, 2021.

2.3.2 Hipotesis especificas

1.

Hi: Existe diferencia significativa de los Linfocitos del recuento diferencial
leucocitario automatizado y el método de referencia en el Laboratorio de
Hematologia del Instituto Nacional de Enfermedades Neoplasicas, 2021.
HO: No existe diferencia significativa de los Linfocitos del recuento diferencial
leucocitario automatizado y el método de referencia en el Laboratorio de
Hematologia del Instituto Nacional de Enfermedades Neoplasicas, 2021.

Hi: Existe diferencia significativa de los Monocitos del recuento diferencial
leucocitario automatizado y el método de referencia en el Laboratorio de
Hematologia del Instituto Nacional de Enfermedades Neoplasicas, 2021.
HO: No Existe diferencia significativa de los Monocitos del recuento diferencial
leucocitario automatizado y el método de referencia en el Laboratorio de
Hematologia del Instituto Nacional de Enfermedades Neoplasicas, 2021.
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3.

Hi: Existe diferencia significativa de los Eosindfilos del recuento diferencial
leucocitario automatizado y el método de referencia en el Laboratorio de
Hematologia del Instituto Nacional de Enfermedades Neoplasicas, 2021.

HO: No existe diferencia significativa de los Eosinofilos del recuento diferencial
leucocitario automatizado y el método de referencia en el Laboratorio de

Hematologia del Instituto Nacional de Enfermedades Neoplasicas, 2021.

Hi: Existe diferencia significativa de los Basofilos del recuento diferencial
leucocitario automatizado y el método de referencia en donantes sanos en el
Laboratorio de Hematologia del Instituto Nacional de Enfermedades
Neoplasicas, 2021.

HO: No existe diferencia significativa de los Basofilos del recuento diferencial
leucocitario automatizado y el método de referencia en donantes sanos en el
Laboratorio de Hematologia del Instituto Nacional de Enfermedades

Neoplasicas, 2021.

Hi: Existe diferencia significativa de los Neutrdfilos del recuento diferencial
leucocitario automatizado y el método de referencia en el Laboratorio de
Hematologia del Instituto Nacional de Enfermedades Neoplasicas, 2021.

HO: No existe diferencia significativa de los Neutrofilos del recuento diferencial
leucocitario automatizado y el método de referencia en el Laboratorio de

Hematologia del Instituto Nacional de Enfermedades Neoplasicas, 2021.
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3. METODOLOGIA

3.1. Método de la investigacion

Para Hernandez Sampieri, et al (2014) “El método deductivo es un sistema para organizar
hechos conocidos y extraer conclusiones, consiste en extraer una conclusion con base en
una premisa o0 a una serie de proposiciones que se asumen como verdaderas, se va de lo

general (como leyes o principios) a lo particular (la realidad de un caso concreto)”.

3.2. Enfoque de la investigacion

Segun el proceso como se va a generar el conocimiento, se propone desarrollar una
investigacion de enfoque cuantitativo. Hernandez, Fernandez y Baptista (2014) refieren como
un proceso secuencial a una o varias hipétesis que seran sometidas a prueba mediante la
medicion de datos cuantitativos analizados con métodos estadisticos para interpretarlos en
funcién del conocimiento previamente existente. También, brinda una gran posibilidad de
repeticion y se centra en puntos especificos de tales fendmenos, ademas de que facilita la

comparacion entre estudios similares.

3.3. Tipo de investigacion
Segun el tipo de investigacion es aplicada. Segun Murillo (2008), es una investigacion que

busca la aplicacion o utilizacién de los conocimientos adquiridos.

3.4 Nivel o Alcance:

El nivel del estudio que se propone es descriptivo en cuanto esta orientada a describir el
comportamiento de las variables relevantes tal como se presentan dentro de un objeto o
fendmeno de estudio, indicando sus caracteristicas en un espacio y tiempo dado.

Segun el alcance y analisis de los resultados(disefio) es de tipo Comparativo; el cual segun
Sampieri (2014) sefala q el propdsito de este estudio, es medir el grado de relacién que

exista entre dos o mas conceptos o variables (en un contexto en particular).

Linea de investigacion General: esta enmarcado dentro de la profesién y especialidad:
Salud, enfermedad y ambiente
Linea de investigacion Especifica: estda enmarcado dentro de la profesion especialidad y

es: Evaluacion de servicios y politicas sanitarias/Sistemas de salud.
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3.5. Disefo de la investigacion

Segun el periodo es de corte transversal (El disefio de investigacion transeccional o
transversal recolectan datos en un solo momento, en un tiempo unico (Liu, 2008 y Tucker,
2004). Su propésito es describir variables y analizar su incidencia e interrelacién en un

momento dado.

3.6. Poblacién, muestra y muestreo

3.6.1 POBLACION

Muestras de sangre total con anticoagulante EDTA y frotices sanguineos del Laboratorio de
Hematologia que son recepcionadas como parte de la rutina de trabajo del Laboratorio

durante el periodo Junio a Agosto 2021.

3.6.2 MUESTRA

En funcion al desarrollo de la guia H20 A2, se toma como muestra para el estudio 100
muestras normales y 100 muestras patoldgicas (excepto muestras que provengan de
diagnéstico de neoplasias hematoldgicas y que tengan un recuento de leucocitos mayor a
2.0 * 10"9/L) con sus respectivos frotices sanguineos, segun los criterios descritos

(preparacion de las muestras).

Se [utilizara la informacién “Resultados” de analisis del proceso de las muestras

hematoldgicas de la rutina del Laboratorio.

Para la toma de muestra del paciente de rutina, el Laboratorio tiene establecido un
Requerimiento de preparacion del paciente (No requiere ayuno), Manual de toma de muestra

de sangre venosa, y un documento de criterios de aceptacién y rechazo de muestras.

Criterios de inclusion para muestras normales segun Guia CLSI| H20-A2:
— No existe evidencia clinica de enfermedad que altere el recuento diferencial de

leucocitos.
— No hay evidencia de enfermedad respiratoria aguda reciente y resultados del

hemograma dentro del intervalo de referencia, incluyendo el recuento total de WBC.
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Criterios de inclusién para muestras patoldgicas, segun Guia CLSI H20-A2:

Condicion clinica Caracteristica del Recuento | Numero de Recuento
. . i proporcional de
diferencial de WBC Células (x
WBC
109/L)
Inflamacién Aguda Granulocitosis y/o Desviacion 29.0 >80%
. i izquierda (Abastonados)

Infeccion bacteriana

Inflamacién crénica Monocitosis =20.8 >10%

Infeccion parasitaria Eosinofilia =20.5 > 7%
Reaccién alérgica

Infecciones Virales Linfocitosis y/o Linfocitos 235 > 50%

formas variantes
20.7
Anemia aplasica Granulocitopenia <1.5 < 10%
Quimioterapia
Infeccion HIV Linfopenia <1.0 <7%
Leucemia aguda Células inmaduras, incluyendo 220 > 20%
blastos
Anemia Severa NRBCs =0.01 >1%

Desordenes
mieloproliferativos

Fuente: Guia CLSI H20-A2: Evaluacién del método de referencia y método automatizado del

recuento diferencial leucocitario, Estandar aprobado, segunda edicion. Enero 2007:

3.6.3 MUESTREO

No aplica (Muestreo de tipo no probabilistico por conveniencia).

3.7. Variables y operacionalizacion

Tabla 1. Variables y Operacionalizacion
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. Definicién . . n Iy n
Variables . Dimensiones Indicadores Escala de medicion |Escala Valorativa
operacional
Tamafio celular (p) 7-18
Nucleo Redondo a oval; puede estar ligeramente indentado; nucleolos ocasionales
Recuento de linfocitos K i o 0-100
en sangre periférica | Cromatina Condensada - intensamente condensada ° g
Citoplasma Escaso a moderado: celeste
Granulos + escasos y azurdfilos
Tamario celular (p) 12-20
Nucleo Variable, puede ser redondo, forma de herradura o rifion.
Recuento de monocitos
. . o .
en sangre periférica Cromatina Grumos moderadamente reticulares % 0-100
Citoplasma Azul.gris; puede tener seuddpodos; vacuolas ausentes o numerosas
Granulos Muchos granulos finos , con frecuencia adoptan el aspecto de vidrio molido
Tamafio celular (p) 12-17
El recuento diferencial de Nucleo 2-3 |ébulos conectados por filamentos delgados sin cromatina visible
leucocitos por Método de c :
- romatina Grumos gruesos
Variable 1: | referencia corresponde a | Recuento de eosindfilos 9 % 0-100
Método de la concentracion de las en sangre periférica . i
Referencia del subpoblaciones de Citoplasma color crema a rosa; puede tener bordes irregulares
Recuento glébulos blancos en el P - —
diferencial frotis de sangre periférica Granulos 1° Granulos primarios: raros
o s ) ) .
leucocitario | mediante su identificacion 2° Granulos secundarios: abundantes, de color rojoa anaranjados redondos
microscépica. Tamafio celular (u)  [10-14
Autor: Campuzano
Nucleo En general 2 I6bulos conectados por filamen sin cromatina visible
Cromatina Grumos gruesos
Recuento de basdfilos . . o
e Citoplasma color lavanda a incoloro % 0-100
en sangre periférica
1° Granulos primarios: raros
Gréanulos 2° Granulos secundarios: abundantes, de color lavanda a violeta oscuro, variable en
ndmero con distribucion irregular, pueden enmascarar el nicleo o eliminarse durante el
proceso de tincién, lo que da el aspecto de areas vacias en el citoplasma.
Tamafio celular (p) 10 -15
Nucleo 2-5 I6bulos conectados por filam entos delgados sin cromatina visible
Recuento de neutréfilos [Cromatina Grumos gruesos % 0-100
en sangre periférica - — - °
Citoplasma Color rosa palido, crema o incoloro
. 1° Granulos primarios: raros
Granulos o ot :
2° Gréanulos secundarios: abundantes
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Variables

Definicién
operacional

Dimensiones

Indicadores

Escala de medicion

Escala Valorativa

Variable 2:
Método
Automatizado
del Recuento
diferencial
leucocitario

El recuento diferencial de
leucocitos automatizado
corresponde a la
concentracion de las
subpoblaciones de
Leucocitos en sangre
periférica obtenidas por el
analizador hematolégico
Autor: Manual del Alinity
hq

Recuento de linfocitos
en sangre periférica

Tamafio celular (p)

Angulo 0-2.5°

Contenido celular/
complejidad

Angulo 2.5-7.5°

Complejidad interna
(segmentacion
nuclear y granulacion
citoplasmatica)

Angulo 90° (pol)

0-100

Recuento de monocitos
en sangre periférica

Tamario celular (p)

Angulo 0-2.5°

Contenido celular/
complejidad

Angulo 2.5-7.5°

Complejidad interna
(segmentacion
nuclear y granulacion
citopldsmatica)

Angulo 90° (pol)

0-100

Recuento de eosindfilos
en sangre periférica

Tamario celular (p)

Angulo 0-2.5°

Contenido celular/
complejidad

Angulo 2.5-7.5°

Complejidad interna
(segmentacion
nuclear y granulacion
citopldsmatica)

Angulo 90° (pol)

Granulos.

90° (depol)

0-100

Recuento de basdfilos
en sangre periférica

Tamario celular (p)

Angulo 0-2.5°

Contenido celular/
complejidad

Angulo 2.5-7.5°

Complejidad interna
(segmentacion
nuclear y granulacion
citoplasmatica)

Angulo 90° (pol)

%

Recuento de neutrdfilos
en sangre periférica

Tamafio celular (p)

Angulo 0-2.5°

Contenido celular/
complejidad

Angulo 2.5-7.5°

Complejidad interna
(segmentacion
nuclear y granulacion
citoplasmatica)

Angulo 90° (pol)

0-100

Fuente: Elaboracion propia
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3.8. Técnicas e instrumentos de recoleccion de datos

3.8.1. Técnica

a. Para el recojo de la informacion de ambas variables:

1. Se realizara la recoleccién de datos por descarga a partir del software operativo del
analizador hematoldgico, donde se descarga la informacion de los resultados de las

muestras seleccionadas, segun los criterios de inclusion considerados.

Todas las muestras que atiende el Laboratorio cuentan con un cdédigo de barras para
asegurar la trazabilidad de la identificacion de la muestra y del paciente; También cuenta con
un codigo interno consecutivo que le asigna el laboratorio para su rapida identificacion. Los
datos obtenidos se descargan del software del analizador Alinity Hq que cuenta con
impresion preconfigurada. Para el presente estudio se utilizara la codificacion de cédigo de
barras para la impresion e inmediatamente se le afade la codificacion interna del Laboratorio
para continuar con el proceso de comparacion frente a la Microscopia; Salvaguardan en todo

momento la confidencialidad de la informacion.

2. A partir de esta seleccion inicial, se continuara con la recolecciéon de datos de la
Microscopia (método de referencia) en las hojas de trabajo de frotis de sangre periférica
leidos por personal seleccionado (cumplen con la evaluacion de la competencia segun CLSI
H20-A2).

3.8.2. Descripcion de instrumentos
Se contara con un formato de registro de datos disefiado en hoja de calculo Excel para la
recolecciéon de datos de cada unidad de analisis estudiado (Anexo 1). En caso no se

encuentren la totalidad de los datos de interés, se excluira automaticamente del estudio.

3.8.3. Validacion

Luego de elaborada esta ficha de registro se procedera a su validacion, se refiere al grado
en que un instrumento mide realmente la variable que pretende medir. (Hernandez Sampieri
et al., 2014), a través del procedimiento denominado “Juicio de expertos” para ello se hara

llegar un documento que contenga la informacién respecto a las variables de estudio, asi
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como su operacionalizacion, y los objetivos de la investigacion. Ello con el objeto de que los
validadores juzguen cada elemento que se evaluara en términos de su pertinencia,

relevancia y claridad para la investigacion.

3.8.4. Confiabilidad

La confiabilidad nos indica el grado en el que la aplicacion repetida del instrumento al mismo
sujeto, produzca los mismos resultados y la validez se refiere al grado en el que

un instrumento mide lo que se supone que debe medir (Hernandez Sampieri et al., 2014).

3.9. Plan de procesamiento y analisis de datos

El analisis estadistico incluye:

(1) Para determinar la asociacion entre dos variables que siguen una distribucion normal se
utilizara la correlacion de Pearson, mientras que el test de correlacién de Spearman sera
aplicado si los datos no siguen la distribucion normal. Es importante indicar que el analisis de
correlacion permite cuantificar la magnitud de la relacion entre variables a través de los
valores de la recta de regresion (y = ax +b).

(2) Para la comparacion de métodos se calculara el error estandar de una proporcion para
cada tipo celular, se empleara un intervalo de confianza al 95%.

(3) Para la comparacion de las medias pareadas tomando como nivel de significancia
estadistica p<0.05 (t student), para determinar si las medias son estadisticamente diferentes.
(4) Para analizar el BIAS (Error Sistematico), se calculara tomando en consideracion la
ecuacion de regresion para cada uno de los subtipos celulares, como concentracién critica,

se escogera el limite superior e inferior de los valores de referencia para todas las células.

3.10. Aspectos éticos

Por la naturaleza del estudio no requiere consentimiento informado.

Este estudio no perjudica al paciente ni vulnera los limites éticos realizandose en todo
momento de manera confidencial y en funcion de los principios bioéticos que debe cumplir
toda investigacion cientifica.

La naturaleza del estudio es descriptivo que esta vinculado a un protocolo CLSI(Comité

Internacional de Estandarizacién del Laboratorio), donde el tamafio de la muestra esta
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detallado y no requiere consentimiento Informado, Para el trabajo de investigacion se
utilizara informacion de las muestras, no se utilizara ninguna informacion personal del
paciente atendido, Esta implicito el Consentimiento Informado, porque hay un acuerdo

preestablecido entre la organizacion(Laboratorio) y el paciente.

No habra contacto alguno con el individuo propietario de la muestra de sangre

No se divulgara informacion ni se manipulara la informacién por personas ajenas a la
investigacion. Del mismo modo, todas las variables seran codificadas para fines de este
estudio.

La autora de la investigacion declara no tener ningun conflicto de interés.

4. ASPECTOS ADMINISTRATIVOS

4.1 Cronograma de actividades:

12 | 01 | 02 | 03 | 04 | 05 | 06 | O7 | 08 | 09 | 10 | 11

N° Actividades - - - - - - - - - - - - Producto
21 22 | 22 | 22 | 22 | 22 | 22 | 22 | 22 | 22 | 22 | 22

Idea de X X X
investigacion,
Busqueda de

Bibliografia

Elaboracion de X
Planteamiento
del problema

Elaboracion de X X X X
Marco tedrico

Revision del X X
proyecto

Presentacion y X X
aprobacion del
Proyecto

Recoleccion X X
de datos

Procesamiento X
de datos

Analisis de X
resultados

Elaboracion de X X
Informe final

Entrega del X

10 Informe final
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4.2 Presupuesto:

PRECIO UNITARIO CANTIDAD PRECIO TOTAL

RECURSOS HUMANOS
Asesoria estadistica 2 400.00 800.00
RECURSOS MATERIALES Y EQUIPOS (BIENES)
Fotocopias y otros

0.70 500 350.00
Material de impresion

90.00 3 270.00
Impresiones 0.5 600 300.00
Memoria USB 32gb 35.00 2 70.00
Anillado 20.00 4 80.00
SERVICIOS
Anillado 5.00 4 20.00
Movilidad 15.00 30 450.00
Operario 1,750 2 3500.00
GASTOS ADMINISTRATIVOS Y/O IMPREVISTOS
TOTAL 5,840.00
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ANEXO

— ANEXO 1: MATRIZ DE CONSISTENCIA

Formulacion del
Problema

Objetivos

Hipotesis

Variables

Disefio metodologico

Problema General

¢ Existe diferencia
significativa del
recuento diferencial
automatizado y el
método de referencia
en el Laboratorio de
Hematologia del
Instituto  Nacional de
Enfermedades

Neoplasicas, 20217

Problemas Especificos

¢ Existe diferencia
significativa de los
Linfocitos del recuento

diferencial leucocitario
automatizado y el
método de referencia
en el Laboratorio de
Hematologia del
Instituto  Nacional de
Enfermedades

Neoplasicas, 20217

Objetivo General

— Determinar si  existe
diferencia significativa del
recuento diferencial
leucocitario automatizado
y el método de referencia

en el Laboratorio de
hematologia del Instituto
Nacional de
Enfermedades

Neoplasicas, 2021.

Objetivos Especificos

— Identificar si existe
diferencia significativa de
los Linfocitos del recuento
diferencial leucocitario
automatizado y el método
de referencia en el

Laboratorio de
Hematologia del Instituto
Nacional de
Enfermedades

Neoplasicas, 2021.

Hipotesis General:

Hi: Existe diferencia significativa del recuento
diferencial leucocitario automatizado y el método
de referencia en el Laboratorio de Hematologia
del Instituto Nacional de Enfermedades
Neoplasicas, 2021.

HO: No existe diferencia significativa del
recuento diferencial leucocitario automatizado y
el método de referencia en el Laboratorio de
Hematologia del Instituto Nacional de
Enfermedades Neoplasicas, 2021.

Hipotesis Especificas:

— Hi: Existe diferencia significativa de los
Linfocitos del recuento diferencial leucocitario
automatizado y el método de referencia en el

Laboratorio de Hematologia del Instituto
Nacional de Enfermedades Neoplasicas,
2021.

HO: No existe diferencia significativa de los
Linfocitos del recuento diferencial leucocitario
automatizado y el método de referencia en el

Laboratorio de Hematologia del Instituto
Nacional de Enfermedades Neoplasicas,
2021.

Variable 1

Método Automatizado
del Recuento diferencial
leucocitario

Linfocitos
Monocitos
Eosindfilos
Basofilos

Neutréfilos

Variable 2

Método de Referencia
del Recuento diferencial
leucocitario

Linfocitos
Monocitos
Eosindfilos
Basofilos

Neutréfilos

Tipo de Investigacion:

a. Tendencia: Cuantitativa

b. Orientacion: Aplicada

c. Tiempo de ocurrencia:
Prospectivo

d. Secuenciade
investigacion:
Transversal

e. Analisis y alcance de
resultados: Descriptivo

Método de la investigacion:

- Método
Comparativo

Descriptivo

Disefo de la investigacion:
M1-01
M2-02
01=02

01#02

41



— ¢ Existe diferencia
significativa de los
Monocitos del recuento
diferencial leucocitario
automatizado y el
método de referencia
en el Laboratorio de

Hematologia del
Instituto  Nacional de
Enfermedades

Neoplasicas, 20217

— ¢ Existe diferencia
significativa de los
Eosindfilos del recuento
diferencial leucocitario
automatizado y el
método de referencia
en el Laboratorio de

Hematologia del
Instituto  Nacional de
Enfermedades

Neoplasicas, 20217

— ¢ Existe diferencia
significativa de los
Basofilos del recuento
diferencial leucocitario
automatizado y el
método de referencia
en el Laboratorio de

Hematologia del
Instituto  Nacional de
Enfermedades

Neoplasicas, 20217

— ¢ Existe diferencia
significativa de los
Neutroéfilos del recuento
diferencial leucocitario

Identificar si existe
diferencia significativa de
los Monocitos del recuento
diferencial leucocitario
automatizado y el método
de referencia en el
Laboratorio de
Hematologia del Instituto
Nacional de Enfermedades
Neoplasicas, 2021.

Identificar si existe
diferencia significativa de
los Eosindfilos del
recuento diferencial
leucocitario automatizado y
el método de referencia en
el Laboratorio de
Hematologia del Instituto
Nacional de Enfermedades
Neoplasicas, 2021.

Identificar si existe
diferencia significativa de
los Basdfilos del recuento
diferencial leucocitario
automatizado y el método
de referencia en el
Laboratorio de
Hematologia del Instituto
Nacional de Enfermedades
Neoplasicas, 2021.

Identificar si existe
diferencia significativa de
los Neutrdfilos del recuento
diferencial leucocitario

— Hi: Existe diferencia significativa de los
Monocitos del recuento diferencial leucocitario
automatizado y el método de referencia en el
Laboratorio de Hematologia del Instituto
Nacional de Enfermedades Neoplasicas,
2021.

HO: No Existe diferencia significativa de los
Monocitos del recuento diferencial leucocitario
automatizado y el método de referencia en el
Laboratorio de Hematologia del Instituto
Nacional de Enfermedades Neoplasicas,
2021.

— Hi: Existe diferencia significativa de los
Eosindfilos del recuento diferencial
leucocitario automatizado y el método de
referencia en el Laboratorio de Hematologia
del Instituto Nacional de Enfermedades
Neoplasicas, 2021.

HO: No existe diferencia significativa de los
Eosindfilos del recuento diferencial
leucocitario automatizado y el método de
referencia en el Laboratorio de Hematologia
del Instituto Nacional de Enfermedades
Neoplasicas, 2021.

— Hi: Existe diferencia significativa de los
Basdfilos del recuento diferencial leucocitario
automatizado y el método de referencia en
donantes sanos en el Laboratorio de
Hematologia del Instituto Nacional de
Enfermedades Neoplasicas, 2021.

HO: No existe diferencia significativa de los
Basdfilos del recuento diferencial leucocitario
automatizado y el método de referencia en

Poblacion:

El total de Muestras
Hematolodgicas atendidos en
el Laboratorio de Hematologia
de Junio a agosto 2021.

Muestra:

Muestras Hematoldgicas
atendidos en el laboratorio de
Hematologia de Junio a
Agosto 2021.
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automatizado y el
método de referencia
en donantes sanos del

Laboratorio de
Hematologia del
Instituto  Nacional de
Enfermedades

Neoplasicas, 20217

automatizado y el método
de referencia en el
Laboratorio de
Hematologia del Instituto
Nacional de Enfermedades
Neoplasicas, 2021.

donantes sanos en el Laboratorio de
Hematologia del |Instituto Nacional de
Enfermedades Neoplasicas, 2021.

— Hi: Existe diferencia significativa de los
Neutrdfilos del recuento diferencial
leucocitario automatizado y el método de
referencia en el Laboratorio de Hematologia
del Instituto Nacional de Enfermedades
Neoplasicas, 2021.

— HO: No existe diferencia significativa de los
Neutrdfilos del recuento diferencial
leucocitario automatizado y el método de
referencia en el Laboratorio de Hematologia
del Instituto Nacional de Enfermedades
Neoplasicas, 2021.
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ANEXO 2: INSTRUMENTO DE RECOLECCION DE DATOS

A. Parte |I: Datos Generales

Equipo
N° Serie
Equipo
N° Serie

Operadores

Nombre operador 1
Nombre operador 2
Nombre operador 3

Intervalos de referencia
WBC

Neutrofilos %

Neutrofilos en banda %
Linfocitos %

Linfocitos atipicos %
Monocitos %

Eosinéfilos %

Basofilos %

NRBC%

Datos generales
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B. Parte II: Datos de muestras normales

Muestras Normales

Operador

Células

Muestra 1

Muestra 2

Muestra =

Muestra 4

Muestra 5

Muestra 6

Muestra

Muestra 8

Muestra 9

Muestra 10|

Muestra 11

Muestra 12|

Muestra 1:

Muestra 14

Muestra 1

Muestra 16]

Muestra 1

Muestra 18]

Muestra 19

Muestra 20

Operador 1

Linfocito:

Eosinofilos

Basofilos

N. segmentado:

Metamielocito:

Mielocitos

Promielocitos

Sum IG

Blastos

Linfocito Reactivo

Linfocito Anormal
Celulas Nec Si

Celulas Plasmaticas

RBC Nucleados / 100 WBC

Suma

o

o

o

o

o

o

o

o

o

o

)

o

o

o

o

)

o

o

o

Observaciones

Operador

Células

Muestra 1

Muestra 2

Muestra 3

Muestra 4

Muestra 5

Muestra 6

Muestra

Muestra 8

Muestra 9

Muestra 10

Muestra 11

Muestra 12|

Muestra 13

Muestra 14

Muestra 1

Muestra 16

Muestra 18]

Muestra 19|

Muestra 20

Operador 2

Linfocitos

Eo

Basofilos

N. segmentados

Metamielocitos

Mielocitos

Promielocito:

Sum 1G

Blastos

Linfocito Reactivo

Linfocito Anormal

Celulas

Celulas Plasmatica,

RBC Nucleados / 100 WBC

Suma

Observaciones

Operador

Células

Muestra 1

Muestra 2

Muestra

Muestra 4

Muestra 5

Muestra 6

Muestra

Muestra 8

Muestra 9

Muestra 10

Muestra 11

Muestra 12

Muestra 1

Muestra 14

Muestra 1

Muestra 16]

Muestra 1

Muestra 18]

Muestra 19

Muestra 20|

Operador 3

Linfocitos

Monocitos

Eosinofilos

Basofilos

N. segmentado:

Metamielocitos

Mielocitos

Promielocitos

Sum I1G

Blastos

Linfocito Reactivo

Linfocito Anormal

Celulas

Celulas Plasmaticas

RBC Nucleados / 100 WBC

Suma

Observaciones

Operador

Células

Muestra 1

Muestra 2

Muestra 3

Muestra 4

Muestra 5

Muestra 6

Muestra

Muestra 8

Muestra 9

Muestra 10

Muestra 11

Muestra 12|

Muestra 1

Muestra 14

Muestra 15|

Muestra 16

Muestra 1

Muestra 18|

Muestra 19|

Muestra 20]

WBC

%L

9%6M

%E

%B

%NS

1G% (#)

NRBC%

Describir alertas del equipo

Operador

Células

Muestra 1

Muestra 2

Muestra 3

Muestra 4

Muestra 5

Muestra 6

Muestra

Muestra 8

Muestra 9

Muestra 10

Muestra 11

Muestra 12

Muestr

3

Muestra 14

Muestra 15|

Muestra 16

Muestra 1

Muestra 18]

Muestra 19

Muestra 20|

Alinity HQ 2

WBC

%L

9%6M

%E

%B

%NS

1G% (#)

NRBC%

Describir alertas del equipo

45



C. Parte lll: Datos de muestras patoldgicas:

Muestras Patologicas

Operador

Células

Muestra 1

Muestra 2

Muestra

Muestra 4

Muestra 5

Muestra 6

Muestra

Muestra 8 | Muestra 9 [Muestra 10

Muestra 11

Muestra 12

Muestra 1,

Muestra 14

Muestra 1

Muestra 16]

Muestra 1!

Muestra 18|

Muestra 19

Muestra 20

Operador 1

Linfocitos

Monocitos

Eosinofilo:

Basofilo:

N. segmentados

Metamielocitos

Mielocito:

Promielocitos

Sum 1G

Blastos

Linfocito Reactivo

Linfocito Anormal

Celulas N i

Celulas Plasmatica.

RBC Nucleados / 100 WBC

Suma

o

o

)

o

o o o

)

o

o

o

o

o

Observaciones

Operador

Células

Muestra 1

Muestra 2

Muestra 3

Muestra 4

Muestra 5

Muestra 6

Muestra

Muestra 8 | Muestra o [Muestra 10|

Muestra 11

Muestra 12|

Muestra 13

Muestra 14

Muestra 15|

Muestra 16

Muestra 1

Muestra 18]

Muestra 19

Muestra 20

Operador 2

Tinfocitos

Monocitos

Eosinofilos

Basofilo:

N. segmentados

Metamielocitos

Mielocitos

Promielocitos

Sum IG

Blastos

Linfocito Reactivo

Linfocito Anormal

Celulas 1

Celulas Plasmaticas

RBC Nucleados / 100 WBC

Suma

Observaciones

Operador

Muestra 1

Muestra 2

Muestra 3

Muestra 4

Muestra 5

Muestra 6

Muestra

Muestra 8 | Muestra o [Muestra 10|

Muestra 11

Muestra 12|

Muestra 1

Muestra 14

Muestra 15|

Muestra 16

Muestra 1

Muestra 18|

Muestra 19

Muestra 20

Operador 3

Células

Monocitos

Eosinofilos

Basofilos

N. segmentados

Metamielocitos

Mielocitos

Promielocitos

Sum IG

Blastos

Linfocito Reactivo

Linfocito Anormal

Celulas 1.

Celulas Plasmaticas

RBC Nucleados / 100 WBC

Suma

Observaciones

Operador

Células

Muestra 1

Muestra 2

Muestra

Muestra 4

Muestra 5

Muestra 6

Muestra

Muestra 8 | Muestra 9 [Muestra 10|

Muestra 11

Muestra 12

Muestra 1

Muestra 14

Muestra 15|

Muestra 16|

Muestra 1!

Muestra 18|

Muestra 19

Muestra 20]

Alinity HQ 1

WBC

%L

%M

WE

%B

%NS

1G% (#)

NRBC%

Describir alertas del equipo

Operador

Células

Muestra 1

Muestra 2

Muestra 3

Muestra 4

Muestra 5

Muestra 6

Muestra

Muestra 8 | Muestra 9 [Muestra 10

Muestra 11

Muestra 12|

Muestra 13

Muestra 14

Muestra 1.

Muestra 16

Muestra 1

Muestra 18]

Muestra 19

Muestra 20

Alinity HQ 2

WBC

%L

%M

HE

%B

%NS

1G% (#)

NRBC%

Describir alertas del equipo
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