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RESUMEN

La imprecision en el recuento de plaquetas en los equipos automatizados
en casos de trombocitopenias o en ciertos casos de trombocitosis, puede
causar alteraciones en su variabilidad debido a las limitaciones que pueda
tener la metodologia. Ante la presencia de Flags o alertas en los
analizadores hematologicos, se sigue aplicando en la actualidad su
verificacion mediante un frotis de sangre periférica, donde podemos
observar alteraciones cualitativas y cuantitativas de las tres lineas
celulares sanguineas. En Lima Metropolitana y Callao los Tecnélogos
Meédicos en Laboratorio Clinico que realizan recuento estimado de
plaquetas en frotis sanguineo ante evidencia de una alarma de plaquetas
en sus equipos, utilizan diferentes métodos indirectos que se basan a
parametros por campo o indices eritrocitarios, entre ellos: El Método factor
20 000, Método de Fonio, Método de Dameshek, entre otros muy poco
frecuentes. Objetivo: Evaluar la diferencia entre los 3 métodos indirectos
para recuento estimado de plaquetas en comparacién con el gold
estandar en frotis de sangre periférica. Materiales y métodos: El método
de investigacion es hipotético deductivo, de tipo aplicada, con enfoque

cuantitativo y disefio experimental de estudio diagndstico.

Palabras claves: Plaquetas, Recuento indirecto de plaquetas,

variabilidad analitica.



1. EL PROBLEMA
1.1 PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

El hemograma a nivel mundial es una de las pruebas que mayor solicitud
tiene en el laboratorio clinico y es uno de los analisis que mas informacion
aporta al clinico, porque brinda una visién global de la homeostasis del
individuo. De ahi la importancia de que se evaluen el mayor numero de
parametros y, sobre todo sus modificaciones para mejorar su precision y
exactitud posible, obteniendo analizadores hematoldgicos robustos que
brinden un resultado mucho mas confiable y el tratamiento rapido para el

paciente. (1:2)

Al no existir en la actualidad un método de referencia real para el conteo
de plaquetas, el comité de expertos en citometria del ICSH (El consejo
Internacional de Normalizacion en Hematologia) recomendd algunos
métodos que incluyen: la microscopia de contraste de fase en
hemocitdmetro con oxalato de amonio y la determinacion de la relacién
Globulos Rojos / Plaquetas (PLT) medida con un contador por impedancia
directa con una corriente de flujo con enfoque hidrodinamico (recuento

indirecto de plaquetas). @

Los analizadores hematologicos tienen un coeficiente de variacion (CV)
bajo, en los instrumentos de primera generacion en un 4.0 % vy los
autoanalizadores de ultima generacion un inferior al 1% para el recuento
de plaquetas en base a sus diferentes metodologias que se conocen

actualmente. @

La imprecision en el recuento de plaquetas en los equipos automatizados
en casos de trombocitopenias o en ciertos casos de trombocitosis, puede
causar un aumento en su variabilidad debido a las limitaciones que pueda
tener la metodologia, por ejemplo, el poder diferenciar las plaquetas de
otras particulas y/o células de igual tamafo. Esto puede dar como
resultado en un recuento espureo de plaquetas, que puede ser

incrementado o disminuido. 4



Es por ello que, ante la presencia de los Flags o alertas en los
analizadores hematoldgicos, se sigue aplicando en la actualidad su
verificacibn mediante un frotis de sangre periférica, donde podemos
observar alteraciones cualitativas y cuantitativas de las tres lineas
celulares sanguineas. Por ejemplo, al realizar un recuento estimado de
plaguetas se puede descartar posibles pseudotrombocitopenias y al
evaluar la morfologia se podria hallar alteraciones asociadas a diversas
patologias tales como el sindrome de Bernard-Soulier, sindrome de
Wiskott-Aldrich y la anomalia de May-Hegglin, teniendo en consideracion
que para un frotis de sanguineo se requiere de un buen extendido, una
Optima coloracion para que el analista segun su capacidad, habilidad y

entrenamiento brinde informacion confiable en el reporte. (%)

El método de estimaciéon de plaquetas en frotis de sangre periférica es
rapido, barato y facil y no necesita de materiales costosos. Tarda aprox.
30 min. En centros de salud donde no se dispone de métodos o
equipamientos avanzados, la estimacién de plaquetas en frotis sanguineo
es considerado una herramienta fundamental en la evaluacion de
pacientes con trastornos hematoldgicos, agregando informacion util a la
obtenida por los sistemas automatizados actualmente de uso

generalizado para la evaluacion del hemograma de los pacientes. (67

No es una técnica analitica el frotis de sangre periférica, por ende, no
puede ser calibrada, ni controlado. Pero si pueden ser los analizadores
hematoldgicos que cuentan con materiales disefiados para tal fin. El
reporte de un extendido de sangre periférica requiere de un procedimiento
estandarizado y un personal con pericia para la elaboracién, coloracion y

observacion del frotis para asi incrementar la exactitud en el reporte.

La estimacioén del recuento de plaquetas a partir de frotis sanguineo debe
ser sistematica cada vez que el recuento automatico sea erréneo porque
incluso el analizador mas caro y eficaz no puede reemplazar el juicio
humano. Aunque el recuento de plaquetas en frotis es una prueba de

laboratorio de rutina diaria, las técnicas de estimacién parecen no haber



sido validadas en su totalidad. Esto se debe a que los métodos de
validacién de las pruebas diagndsticas se finalizaron durante el siglo 20 y
los investigadores se sienten tentados a validar primero los nuevos

métodos, especialmente los mas difundidos. )

En Lima Metropolitana y Callao los Tecnologos Médicos en Laboratorio
Clinico que realizan recuento estimado de plaquetas en frotis sanguineo
ante evidencia de una alarma de plaquetas de sus equipos
automatizados, utilizan diferentes métodos indirectos que se basa a
parametros por campo o indices eritrocitarios, entre ellos: El Método factor
20 000, Método de Fonio, Método de Dameshek, entre otros muy poco

frecuentes. ©®

En la actualidad no contamos con guias estandarizadas mediante un
consenso nacional para recuento estimado de plaquetas en frotis de
sangre periférica, donde se conozca la variabilidad analitica en cuanto a
su precision y exactitud, sin embargo, los profesionales realizan una
estimacion de plaquetas mediante un método que adquirieron como
conocimiento en su formacién universitaria, internado, revistas, articulos

cientificos o en capacitaciones relacionados al area de hematologia. ®
1.2 FORMULACION DEL PROBLEMA
1.2.1. PROBLEMA GENERAL.:

¢ Existen diferencias entre los 3 métodos indirectos para recuento
estimado de plaquetas en comparacion con el gold estandar en frotis de

sangre periférica, Lima - Peru, 20227
1.2.2. PROBLEMAS ESPECIFICOS:

e ;Cual es la variabilidad analitica del método Factor 20 000 en frotis de
sangre periférica en comparacion con el gold estandar para plaquetas?
e ;Cual es la variabilidad analitica del método de Fonio en frotis de sangre

periférica en comparacién con el gold estandar para plaquetas?



e ;Cual es la variabilidad analitica del método Dameshek en frotis de
sangre periférica en comparacion con el gold estandar para plaquetas?

e ;Cual de los métodos indirectos para recuento estimado de plaquetas
seria recomendable utilizar segun su variabilidad analitica en los

laboratorios clinicos?

1.3 OBJETIVOS DE LA INVESTIGACION
1.3.1. OBJETIVOS GENERAL:

e Evaluar la diferencia entre los 3 métodos indirectos para recuento
estimado de plaquetas en comparacién con el gold estandar en frotis de

sangre periférica, Lima — Peru 2022.
1.3.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS:

e Evaluar la variabilidad analitica del Método Factor 20 000 en frotis de
sangre periférica en comparacion con el gold estandar para plaquetas.

e Evaluar la variabilidad analitica del Método de Fonio en frotis de sangre
periférica en comparacién con el gold estandar para plaquetas.

e Evaluar la variabilidad analitica del Método de Dameshek en frotis de
sangre periférica en comparacion con el gold estandar para plaquetas.

e Evaluar cual de los meétodos indirectos para recuento estimado de
plaguetas seria recomendable utilizar segun su variabilidad analitica en

los laboratorios clinicos.

1.4 JUSTIFICACION DE LA INVESTIGACION
1.4.1. TEORICA

Los grandes avances tecnoldgicos relacionados con parametros
cualitativos y cuantitativos en el conteo de plaquetas, y en particular los
derivados de los analizadores hematolégicos, que hacen de estos

instrumentos mas sofisticados y completos para su determinacién, el frotis



sanguineo continua siendo en la actualidad el “Estandar de oro” siendo un

aporte muy valioso en el diagndstico hematologico.

Todavia no existe evidencia Cientifica - Tecnologica que haya
reemplazado el ojo humano para detectar o identificar cambios sutiles
como, por ejemplo, en la serie plaquetaria, el descartar
pseudotrombocitopenias, pseudotrombocitosis, por factores secundarios
o trombocitopenias verdaderas, lo que corresponde a la calidad de las
células (serie blanca, roja y plaquetaria) y sus caracteristicas morfolégicas
(cantidad, tamafio, forma y granularidad en caso de las plaquetas). Es por
ello que el uso de estos equipos sofisticados complementa, mas no
reemplaza el trabajo humano en la revisiéon detallada de hallazgos de
importancia clinica en el frotis sanguineo, su verificacién y recuento

estimado de plaquetas.
1.4.2. METODOLOGICA

La investigacién pretende usar formatos validados para evaluar los
extendidos y la coloracion en frotices sanguineos. Todos estos criterios
para evaluar la calidad del frotis y la coloracién se basan segun la guia
CLSI H20 A2, segun Conde y Rodriguez (2018).

Los extendidos sanguineos seran realizados por extensores
automatizados y para la coloracion de las laminas, utilizaremos la tincion

Wright — Giemsa que seran realizadas de manera manual.

Al final, los frotices y las laminas coloreadas seran evaluadas por un juicio
de 3 expertos en hematologia utilizando dicho formato. Las lecturas de las
laminas aplicando los métodos indirectos en estudio seran recolectadas
en una ficha de recoleccion de datos para su proceso estadistico

respectivo.
1.4.3. PRACTICA

Teniendo en cuenta la gran importancia clinica que poseen las plaquetas

en la hemostasia, y las limitaciones que pueden tener los analizadores



hematolégicos para detectar trombocitopenias, trombocitosis u otras
alteraciones que afecten la morfologia y su alteracion en el recuento,
deberia de verificarse mediante el estudio del frotis sanguineo utilizando

métodos indirectos para recuento estimado de plaquetas.

Este estudio pretende evaluar 3 métodos indirectos para recuento
estimado de plaquetas en comparacion con un gold estandar a través de
la metodologia de fluorescencia, para asi, conocer la variabilidad analitica

y cual seria el recomendable para ser utilizado en los laboratorios clinicos.

En Lima Metropolitana y Callao — Peru, los Tecndlogos médicos en
Laboratorio Clinico y Anatomia Patoldgica utilizan 3 métodos indirectos
para recuento de plaquetas: EI Método del Factor 20 000, Método de

Fonio y el Método de Dameshek. (¥

En nuestro pais no existen guias estandarizadas para recuento estimado
de plaquetas en frotis de sangre periférica, como también no se conoce
su variabilidad analitica, el cual puede ser una propuesta a largo plazo

para fines de consenso a nivel local y nacional.
1.5 DELIMITACION DE LA INVESTIGACION
1.5.1. TEMPORAL

La investigacion tiene como objetivo recolectar 170 muestras en un
periodo estimado de 5 meses, con la finalidad que sea una muestra

representativa para los resultados que se vayan a obtener.
1.5.2. ESPACIAL:

Esta investigacion se desarrollara en un Laboratorio Clinico que segun la
NTS N° 072 — MINSA/DGSP- V.01. pertenece al nivel de categorizacién
lI- 1, se encuentra en la regién de Lima metropolitana, actualmente cuenta
con acreditacion ISO 15189 y atiende un aproximado de 2500 pacientes

por dia.



1.5.3. RECURSOS:

El presente estudio cuenta con las herramientas necesarias para poder
desarrollar el proyecto de investigacion, un laboratorio privado de Lima
metropolitana apoyara con la recoleccion y procesamiento de las
muestras sanguineas en el analizador automatizado bajo la metodologia
de PLT — F. El desarrollo de los frotices sanguineos seran realizados por
un laminador automatizado y la coloracion sera de manera manual.

También se cuenta con el apoyo de 3 expertos de hematologia que

realizaran las lecturas utilizando los 3 métodos indirectos de estudio.

2. MARCO TEORICO
2.1 ANTECEDENTES
2.1.1. INTERNACIONALES

Michal Witkowski et al. “Comparacion de varios métodos de diagndstico
para evaluar el recuento de plaquetas en pacientes con trombocitopenia
inmunitaria” Polonia, (2021) El objetivo de este estudio fue comparar
métodos de recuento plaquetario y encontrar el mas confiable. El recuento
exacto de plaquetas (PLTC) se evalué6 mediante cinco métodos en
pacientes adultos con Purpura trombocitopénica inmune (PTI) no tratada
previamente (métodos con EDTA, Método de Citrato, Método de Fonio,
Fluorescencia e Inmunofluorescencia). Se inscribieron 66 pacientes en el
estudio. La mediana de edad fue de 56 afos y el 56% eran hombres. Los
datos se presentaron como desviaciones estandar (SD). La mediana de
PLTC en EDTA fue 69 G/L, en citrato 69 GI/L, en fluorescencia 69 G/L, en
Fonio 90 G/L y en inmunofluorescencia 83 G/L. Se observd una diferencia
significativa en PLTC al comparar EDTA con inmunofluorescencia (53% +
123%), seguido de Fonio (51% * 91%). La PLTC de inmunofluorescencia
diferia del método fluorescente en un 40% = 78%. No se observo
diferencia en PLTC al comparar el método estandar con FFC

(Fluorescencia) (7% = 43%) y la morfologia con citrato (7% + 58%). El



método mas valioso para la obtencion de PLTC es el método
inmunofluorescente. Estos hallazgos son especialmente importantes para
ayudar a tomar decisiones terapéuticas durante un momento dificil para

acceder a la atencion médica como una pandemia. (1%

Gian C. Ramirez et al. “Validaciéon de un nuevo método de estimar
recuentos bajos de plaquetas: Método G&S” Peru, (2020). Los
analizadores de hematologia son capaces de producir recuentos bajos de
plaguetas con gran precision y exactitud. Sin embargo, estos
autoanalizadores producen conteos erréneos debido a la presencia de
interferentes y se requieren de metodologias adicionales para corroborar
los recuentos de plaquetas, frotis de sangre (recuento indirecto) y
recuento directo, utilizando la camara de Neubauer. Se validé la
estimacion de confiabilidad producida por el método G&S, donde se
analizaron ciento cincuenta conteos de plaquetas en el area de
hematologia y emergencia del Hospital Nacional Docente Madre Nifio -
San Bartolomé, mediante cuatro metodologias: por dispersion optica de
plaquetas (PLTO), un conteo indirecto (método de Fonio) en frotis
sanguineo y dos recuentos directos (Directo y G&S). La estadistica mostro
una correlacidon positiva entre los métodos, Directo, G&S e indirecto
(0.987, 0.998 y 0.981) en comparacién con el método automatizado
(PLTO). (M

El método Directo, G&S e Indirecto mostr6 que la mayoria de las
diferencias se ubican alrededor del sesgo (4 245.7 plaq./ul, 27.8421
plag./ul y — 28 984.4 plaq./ ul, respectivamente. El método G&S mostro
menor distancia de la media (0) lo que significa que tiene el mayor grado
de precision. En el método indirecto se obtuvo mediciones por debajo de
0, lo que significa que los recuentos de plaquetas tienden a sobreestimar.
Aplicaron Bland-Altman demostrando que el método G&S presentd
concordancia alta en el método PLTO. Se concluyé que el método G&S
es economico, facil de realizar y ha demostrado confiabilidad estadistica

con respecto a la metodologia automatizada, y es util para confirmar



recuentos bajos de plaquetas después de una sospecha de error del
equipo automatizado o cuando este dispositivo no esta disponible para su

uso. ("

Vyankatesh T. Anchinmane, Shilpa V. Sankhe. “Utilidad del frotis
sanguineo en la estimacién del recuento de plaquetas “India (2019)
Existen varios métodos de recuento de plaquetas utilizados en el
laboratorio de hematologia. Estos métodos son el conteo manual, el
conteo automatizado del analizador de hematologia, la estimacion del
conteo de plaquetas en frotis de sangre periférica (PBS), etc. Se realizé
un estudio para estimar los recuentos de plaquetas por el método del
factor 20 000 y correlacionarlos con los resultados del método del
analizador de hematologia automatizado. Se usé 100 muestras de sangre
con EDTA. Cada muestra se proceso para la estimacion del recuento de
plaguetas con un analizador de hematologia automatizado y un examen
de PBS tenido con Leishman. Se evaluaron datos como medidas de
tendencia central (media y mediana) y variacién (rango y desviaciones
estandar) para las cien muestras de sangre. El recuento de plaquetas
estimado por el método del factor 20 000 utilizado en este estudio tuvo un
rango de 6 a 58 x10%/ul. El recuento de plaquetas del analizador oscild
entre 5 - 55 x10%/ul. El método de estimacion PBS mostré una media
(20,25 x 10%/ul) y una mediana (18 x 10%ul) en comparacion con el método
de recuento de plaquetas del analizador (media 19,13 x 103/l y una
mediana de 16,5 x 10%/ul, respectivamente). Las DE del recuento de
plaquetas en sangre entera por el método del analizador y el método PBS
fueron 9,4062 x 103y 9,2084 x 103%/ul, respectivamente. (12

Donde no hubo ninguna diferencia estadisticamente significativa para
estos parametros. Se aplico correlacion de Pearson con el recuento de
plaquetas mediante un analizador hematoldégico como "meétodo de
referencia" y el recuento de plaquetas mediante el método PBS como
"método de prueba". El resultado de la prueba de correlacién de Pearson

mostré una pendiente de 1,000 y una interseccion con el eje y de -1,120.



El coeficiente de correlacidén de la regresion lineal para el andlisis de la
estimacion del recuento de plaquetas para el método PBS y el método del
analizador hematoldgico fue de r = 0,9789, lo que indica que estos
métodos tienen una excelente correlacién positiva entre si para los
resultados del recuento de plaquetas. Concluyendo que el método de
estimacion de plaquetas factor 20 000 puede tomarse como un
procedimiento temprano y rapido para la evaluacién de plaquetas en

casos criticos de trombocitopenia grave. (12)

Balakrishnan A. et al. “Estimacion de recuentos de plaquetas: Analizador
automatico versus recuentos de frotis de sangre periférica basado en el
método tradicional y de proporcion de plaquetas: glébulos rojos” India,
(2018). Realizé una comparacioén del recuento de plaquetas mediante tres
métodos: 1. Analizador automatico de seis partes. 2. Método tradicional:
contar el promedio de plaquetas por diez campos de alta potencia y
multiplicar el mismo por 15.000. A partir del frotis contando el numero de
plaquetas por 1000 glébulos rojos y calculando el recuento de plaquetas
sobre la base de la relacién plaquetas: glébulos rojos. Se analizaron
muestras de acido etilendiaminotetraacético (EDTA) para el recuento de
plaguetas durante un periodo de dos meses mediante los métodos
mencionados. Se utilizé el software estadistico SPSS y pruebas T
independientes para comparar las variables entre los grupos. Se calcul6
la sensibilidad y especificidad de los métodos. Se analizaron 250
muestras de EDTA de las cuales los recuentos normales de plaquetas
fueron (56,4%) trombocitopénicas (35,2%) y trombocitosis (8,4%). No
hubo diferencia significativa entre los recuentos de plaquetas realizados
por el analizador automatico en comparacién con el método tradicional
(valor de p 0,500) con una sensibilidad de 82.9% y especificidad 98.7%,
el método de relacién Plaquetas: RBC (0,906) con una especificidad de
96.3% y la sensibilidad de 89.8 %. Se concluy6 que los recuentos de
plaquetas tradicionales y la relacidén plaquetas: glébulos rojos se pueden
utilizar como métodos alternativos confiables en comparaciéon con los

analizadores automaticos. (13)



Zainab S. Al- Hosni, Murtadha Al- Khabori “Reproducibilidad de la
estimacion manual de plaquetas después de recuentos bajos de
plaguetas automatizados”, Oman (2016) La estimacion manual de
plaquetas es uno de los métodos utilizados cuando las estimaciones
automatizadas de plaquetas son muy bajas. Sin embargo, la
reproducibilidad de la estimacién manual de plaquetas no se ha estudiado
adecuadamente. Se evalué la reproducibilidad de la estimacion manual
de plaquetas después de recuentos de plaquetas bajos automatizados y
evaluar el impacto del nivel de experiencia de la persona que cuenta en
la reproducibilidad de las estimaciones manuales de plaquetas. En este
estudio transversal, frotis de sangre periférica de pacientes con recuentos
de plaquetas inferiores a 100 x 10°% L se recuperaron y se entregaron a
cuatro evaluadores para realizar la estimacion manual de plaquetas de
forma independiente utilizando un método predefinido (promedio de
recuentos de plaquetas en 10 campos utilizando objetivo 100x

multiplicado por 20). (14

La estimacion media automatizada del recuento de plaquetas 6pticas fue
de 40 + 30 x 10%L, los datos obtenidos por los evaluadores fueron R1: 51
+44 x 10%L, R2: 48 £ 45 x 10%/L, R3: 40 £ 35 x 10%/L y R4: 40 + 36 x 10°/L,
se analizaron los datos utilizando el coeficiente de correlacion intraclase
(ICC) como método de evaluacion de la reproducibilidad, donde los pares
de evaluadores oscilaron entre 0.84 y 0.89, lo que indica una fuerte
correlacion. Al evaluar la diferencia entre pares de evaluadores, no hubo
diferencia significativa en el ICC (p = 0,420) Se concluyé que la
concordancia entre diferentes evaluadores que utilizaron la estimacion
manual de plaquetas fue excelente. Es necesaria una confirmacion
adicional, con un estudio prospectivo que utilice un método estandar de

oro de recuento de plaquetas. (14

Umaraki MK, Shashidhar H.B. “Estimacion del recuento de plaquetas a
partir de un frotis de sangre periférica basada en la proporcion plaquetas:

glébulos rojos. Un estudio prospectivo en un hospital de tercer nivel.” India



(2016) EIl estudio se realizd con el objetivo de estimar el recuento de
plaquetas indirectamente a partir de un frotis de sangre periférica (PBS)
sobre la base de la relacion Plaquetas: Globulos rojos (RBC) y utilizando
un recuento de RBC automatizado; y verificar la fiabilidad de este método
en comparacion con el recuento de plaquetas automatizado. Se realizé un
estudio prospectivo en un hospital de tercer nivel con 200 muestras de
sangre anticoaguladas con acido etilendiaminotetraacético (EDTA). Las
muestras se evaluaron mediante un analizador hematoldgico automatico
utilizando el método de recuento de impedancia y mediante el examen de
PBS. El numero de plaquetas / 1000 RBC en PBS se multiplicé por el
recuento automatico de RBC en 10%/uL para obtener una estimacion del
recuento de plaquetas en 10%/uL. Se realizo la prueba T de dos muestras
donde se obtuvo un recuento de plaquetas automatizadas entre 20 - 688
x 103%ul y un valor medio de 308 x 10%ul. El recuento estimado de
plaquetas tuvo un rango de 15 — 695 x 10%/ul y una media de 309 x 103%/ul.
El valor de p fue de 0.928 y le valor de T fue de - 0.09, por lo tanto, los dos
meétodos estan altamente correlacionados positivamente. Correlacion de
Pearson de los dos métodos mostré una alta correlacién. Concluyendo
que la estimacion del recuento de plaquetas sobre la base de la relaciéon
plaquetas: gldbulos rojos es una técnica confiable y se puede utilizar para

validar recuentos de plaquetas automatizados. (9

Mohamed Brahimi et al. “La estimacion del recuento de plaquetas de un
frotis de sangre sobre la base de la proporcion de glébulos rojos:
plaquetas”, Argelia (2009). La estimacion del recuento de plaquetas a
partir de frotis de sangre es una prueba de laboratorio de rutina diaria, que
debe ser sistematica cada vez que el recuento automatico sea erréneo.
Se llevaron a cabo ciento noventa y un recuentos de plaquetas mediante
dos métodos de laboratorio: un recuento automatico utilizando un
contador de células de impedancia y luego un método manual mediante
la revision de frotis de sangre microscopicos. El numero de plaquetas por
1000 eritrocitos se multiplicé por el RBC automatizado (x10° células / pl)

para dar un recuento manual aproximado (x10° células / pl). Se utilizé la



prueba t de dos pares para comparar los dos métodos. Los analisis de
regresion para todo el conjunto de datos recopilados en nuestro estudio
con los dos métodos de laboratorio dieron la siguiente ecuacion de
minimos cuadrados al comparar el método automatico (y) con el manual
(x): y=0.8548x + 12.013 (r = 0.908). El valor del coeficiente de correlacion
intraclase (ICC) se mide en una escala de 0 a 1, asumiendo que una
buena confiabilidad seria un ICC > 0.75, en el estudio, el ICC fue igual a
0.905 que es ampliamente superior a este limite. Se trazd un grafico de
las diferencias entre los valores automatico y manual frente a sus medias
para evaluar la concordancia entre los dos métodos, y este grafico mostré
que la diferencia media fue igual a 3.209 plaquetas/ul, lo que es
clinicamente aceptable. Se concluyé que la estimacion del recuento de
plaquetas a partir de la relacién glébulos rojos: plaquetas es una técnica

confiable y debe proponerse como método de referencia. (16)

Raimundo Gomes O. et al. “La recomendacion absoluta del método de
camara Neubauer para el recuento de plaquetas en lugar de los métodos
indirectos en pacientes con trombocitopenia grave” Brasil (2003) El
recuento de plaquetas exacto y preciso es crucial para recomendar la
transfusion de plaquetas en pacientes trombocitopénicos, principalmente
cuando los recuentos de plaquetas son inferiores a 30.000 / pl. La mayoria
de los laboratorios todavia utilizan los métodos indirectos para confirmar
los recuentos de plaquetas automatizados bajos, este trabajo compard
dos métodos indirectos utilizados en la practica (Método de Fonio y
Nosanchunk et al.) Con el método directo recomendado por el Comité
Internacional de Normalizacion en Hematologia (Brecher y Cronkite). Los
meétodos indirectos de recuento de plaquetas se realizaron por triplicado.
Cada cuenta se obtuvo como la media de 10 campos de inmersion en
aceite (objetivo 100x), en un total de 30 campos. Se evaluaron los datos
por el coeficiente de variacion (CV%). Los métodos manuales indirectos
con coeficientes de variacion superiores al umbral aceptable superior
(15%) tienen menor precision y exactitud en comparacion con el método

de referencia directa. (17



El analisis de precision en subgrupos trombocitopénicos segun umbrales
establecidos para transfusion de plaquetas se obtuvo que el método
directo como referencia (ICSH) en recuentos < 10 000 plaquetas /ul
presenta un CV de (11.8 %), Nosanchunk et al. (38.6 %) y método de
Fonio (36.7 %), en recuentos de 10 000 a 20 000 plaquetas /ul el método
directo tuvo un CV de (12%), Nosanchunk et al. ( 24.7%) y método de
Fonio (24%) y en recuentos de > 20 000 plaquetas/ ul, el método directo
tuvo un CV de (8.2 %) , Nosanchunk et al. (19.5 %) y Método de Fonio
(18.7%).Los datos obtenidos muestran que los métodos indirectos
presentan baja precision y exactitud, y que el método directo para niveles
inferiores a 30 000 plaquetas/ul es el método mas exacto y preciso para

pacientes que presentan riesgo de sangrado. (7)

2.1.2. NACIONALES

Lucia Rodriguez R. y Ricardo Conde S. “Concordancia en el recuento e
identificacion morfologica de plaquetas en frotis sanguineo entre
Tecndlogos médicos de hospitales e institutos especializados de lima
metropolitana y callao” Lima (2018) El propdsito del estudio era hallar el
grado de concordancia en recuento e identificacion morfolégica en frotis
de sangre periférica entre Tecndlogos Médicos. El estudio fue descriptivo,
prospectivo y de corte transversal. En el periodo de muestreo participaron
106 Tecnodlogos Médicos que laboran en el area de Hematologia. Se
utilizé un cuestionario de 14 preguntas, 3 frotis sanguineos coloreados
(trombocitosis, rangos normales y trombocitopenia) y 4 imagenes de
morfologia plaquetaria que fueron validados por un juicio de 3 expertos.
El CV% que utilizaron los autores para el recuento estimado de plaquetas
en lamina periférica fueron entre 69 000 — 111 000 plg./ ul un CV de (23%),
recuentos de 236 000 — 320 000 plq./ul un CV de (15%) y recuentos de
636 000 — 860 000 plg./ul un CV de (15%). No se realizé un estudio para
determinar la variabilidad analitica. Se obtuvo una concordancia débil para
el conteo de plaquetas en frotis de sangre periférica y para la identificacion

morfolégica una concordancia moderada. Es necesario e importante



promover y llevar a cabo un consenso sobre citomorfologia hematica, con
el propésito de uniformizar los distintos y variados criterios usados en la

actualidad.

Roberts Congona R. ‘Influencia de interferentes en el recuento
plaguetario en pacientes hemato-oncoldégicos mediante el principio de
impedancia y recuento optico/fluorescente en el analizador SYSMEX XE-
2100 FULL”, Lima (2011). La revision del frotis sanguineo brinda una
estimacion cualitativa (bajo, normal y alto) util del recuento de plaquetas.
Nos brinda informacion de las alteraciones en la morfologia: como las
macroplaquetas presentes en algunas neoplasias y plaquetas
agranulares en el sindrome de plaquetas grises. Tambien permite evaluar
la agregacién plaquetaria que son producidas por el EDTA, que estan
asociadas a un falso recuento disminuido de plaquetas; satelitismo
plaquetario que pueden conducir a recuentos inexactos; y agregados
plaquetarios. Por lo tanto, aunque es menos exacto que un método
automatizado, tiene mucho aporte para identificar alteraciones. Entre
ellos: Método de Fonio, Método de Dameshek- modificacion de fonio y
Método factor 20 000. 4

Doris G. Pacheco “Estudio de los métodos: automatizado, factor de
estimacion 20 000 y de Dameshek en comparacion al método de camara
para el recuento de plaquetas en sangre venosa” Peru (1999). El propésito
fue determinar la veracidad y correlacion de los métodos para el recuento
automatizado de plaquetas (COBAS ARGOS 5 DIFF) y los métodos
indirectos que con mayor frecuencia son utilizados en los laboratorios de
Lima y Callao segun el Método de recuento en Camara segun Brecher y
Cronkite. Se analizaron 245 muestras de sangre venosa en el periodo de
enero y febrero de 1999, se procesaron de manera independiente por los

cuatro métodos en estudio. (18

Con los resultados se realizd el andlisis de regresion lineal donde se
obtuvo que en el método automatizado tuvo un r de 0.82, Factor 20 000

un r de 0.96 y Dameshek 0.96, correlacién con el método de referencia



2.2

2.21.

obtuvo el método automatizado un r de 0.9605, Factor 20000 un r de
0.9427 y Dameshek 0.9433 y dispersion del error relativo el Factor 20 000
en recuento muy bajos presenta un DS de 34.93 y un CV de 132.61%, en
intervalo bajo un DS 37.19 y un CV 106.13 %, en intervalos normales un
DS 19.06 y un CV de 145.83 % y en valores altos un DS de 16.33 y un CV
de 135.07% y el Método Dameshek en recuento muy bajos presenta un
DS de 25.74y un CV de 117.97% en intervalo bajo un DS 38.88 y un CV
104.74 %, en intervalos normales un DS 17.85 y un CV de 121.43% y en
valores altos un DS de 18.39 y un CV de 123.59%. Segun el analisis
estadistico se concluyd que ningun método es satisfactorio de manera
independiente segun en el intervalo de recuentos muy bajos, sin embargo,
el que mostro mejor correlacion es el método Dameshek. En los recuentos
mayores a 50 000/mm?3, los tres métodos fueron satisfactorios
especialmente el método automatizado; sin embargo, los recuentos por

este método tuvieron una tendencia a los errores por defecto. (18)
BASES TEORICAS

Aspectos generales de las plaquetas

2.2.1.1. Megacariopoyesis

Proceso por el cual los megacariocitos, son originados a partir de las
células madre troncal totipotencial, cuya funciéon es la formacion y
produccion de plaquetas (trombopoyesis), las cuales son importantes para
mantener una adecuada hemostasia en el torrente sanguineo periférico.
Un adulto normal, de 70 kilogramos de peso, produce alrededor de
100.000 millones de plaquetas (1011) por dia, siendo en casos necesarios

su aumento en casi 20 veces en su produccién. (19
Megacarioblasto

Son células grandes irregulares con un solo o multinucleado, redondos u
ovalados y un citoplasma azul, no presenta granulos. Pueden presentar

seudopodos con diversos tintes azulados conteniendo multiples granulos.



b)

d)

Los filamentos de nucleo de cromatina se pueden distinguir en los

megacarioblastos. Se suelen observar nucléolos. (29)
Promegacariocito

Se distinguen de los megarioblastos por la presencia de estructuras
azurdfilas en todo el citoplasma adyacente al nucleo. Su fase 2 de la
maduracion, el nucleo puede presentarse dividido una o varias veces y
aumentando también en tamano. Pueden presentar apéndices

citoplasmaticos azulados de aspecto homogéneo o esponjoso. (20
Megacariocito

Los megacariocitos son células grandes con citoplasma parcialmente
abundante, forma redonda, bordes lisos y multinucleado. La cromatina
nuclear es de forma filiforme y tosca, sus filamentos de cromatina con
espacios bien marcados. El citoplasma presenta abundantes granulos

pequefios, que se distribuyen uniformemente de color azul rojizo. (29
Metamegacariocito

Se caracterizan por su citoplasma granuloso que se aglomeran en masas
separadas entre si por espacios parcialmente palidos (membranas de
demarcacién). Su citoplasma granular puede conglomerarse en la
periferia. En su fase mas madura los megacariocitos adquieren
movimientos lentos ameboides. Extendiendo partes de su citoplasma a
través de su membrana basal y entre las células endoteliales de las

sinusoides de la medula 6sea. (20
2.2.1.2. Trombopoyesis
Proplaqueta

Se produce por la extensibn de su citoplasma a partir de los
Megacariocitos, estas extensiones estan compuestas por engrosamientos
en tandem del tamafo de plaquetas conectados por finos puentes

citoplasmaticos. Este proceso comienza con la erosion de uno de los polos



b)

del citoplasma causando la formacion de pseudopodos que comienzan a
elongarse formando finos tubulos que se ramifican a lo largo de toda su

longitud. 1)
Preplaqueta

Tienen mayor tamafio que las plaguetas maduras, pueden presentar
forma circular o de mancuerna. Estas dos formas le permiten mezclar y
distribuir el contenido granular La forma de mancuerna se escinde por la

parte central dando lugar a dos plaquetas libres. ()
Plaquetas

El Colegio Americano de Patélogos (CAP) menciona que “Las plaquetas,
también conocidas como trombocitos, son pequefios fragmentos gris

azulado proveniente de los megacariocitos maduros. (22

El Consejo Internacional de Normalizacién en Hematologia (ICSH) refiere
que las plaquetas son pequefos fragmentos granulares azul grisaceo que
miden de 1.5 a 3 um de diametro, proceden del citoplasma de los

megacariocitos, que contienen pequefios granulos rojizo-purpura. (23
2.2.1.3. Estructura plaquetaria

Las plaquetas no presentan ADN gendmico, pero si de ARN mensajero
(ARNm), producto originado por los megacariocitos. Presentan una forma
discoide, sus dimensiones son de aproximadamente 2.0 - 4.0 ym, y con
un volumen medio de 7 - 11 fL. Sus caracteristicas les permite que sean
expulsadas hacia los bordes de los vasos sanguineos, manteniendo la
integridad vascular. Su concentracion oscila de 150,000-450,000

células/uL. Permanecen en circulacion en un promedio de 10 dias. "

Sus granulos densos presentan adenosin trifosfato (ATP) y adenosin
difosfato (ADP) no metabdlicos, serotonina y calcio. Los granulos alfa
contienen proteinas adhesivas como fibrindgeno, fibronectina, factor Von

Willebrand (FVW), trombospondina y vitronectina. ()



b)

Sus granulos alfa presentan sustancias que estimulan el crecimiento,
como el factor plaquetario 4, factor transformador de crecimiento y el
factor de crecimiento derivado de plaquetas (FCDP). Los factores de la
coagulacion, entre ellos factor V, kinindbgeno de alto peso molecular, factor

Xl y activador plasminégeno inhibidor-1. (5)
2.2.1.4. Funcion Plaquetaria

Las plaquetas sin adherirse pueden circular en el endotelio vascular sano.
Las plaquetas activadas cumplen un papel importante en la respuesta
tanto benignas como patolégicas que afecten al torrente sanguineo y en
la formacién de trombos. El proceso de transformacion de plaquetas
inactivas en un tapon plaquetario bien formado ocurre a lo largo de un
continuum, que se divide en tres etapas: Adhesidén, agregacion y

secrecion. 1)
2.2.2. Alteraciones cuantitativas de las plaquetas
Trombocitopenia

German Campuzano M. considera la disminucion del numero absoluto de

plaquetas en el torrente sanguineo por debajo de 150.000 / pL. (19:52)

Pseudotrombocitopenia

Satelitismo Plaquetario

El CAP define “El satelitismo de plaquetas como "rosetones de plaquetas”,
se debe al aglutinamiento y adherencia de cuatro o mas plaquetas a un
neutrofilo, o muy raramente a un monocito. Es un fenémeno in vitro
producto de la interaccion de una inmunoglobulina con el EDTA, existe
unién no especifica a las plaquetas. Estas interacciones Ag-Ac se ligan a
la superficie de neutréfilos o monocitos. Este fendmeno no tiene
significado clinico, pero causa trombocitopenia falsa en los contadores

celulares automatizados. (22)



c)

b)

Trombocitosis

German Campuzano M. define el término utilizado para indicar el
aumento, con relacion al valor maximo (450.000 por L) esperado, en el

recuento de plaquetas. (19
2.2.3. Alteraciones cuantitativas de las plaquetas
Micromegacariocito

La ICSH define al micromegacariocito como un megacariocito del tamafio
de un promielocito aproximadamente o mas pequeiio como un lébulo o
nucleo bilobulado. Puede presentarse desnudo el nucleo. El citoplasma
es parcialmente basofilo. Pueden estar presentes las vacuolas
citoplasmaticas y el numero variable de granulos, como también

pequeiias protuberancias citoplasmaticas o "ampollas". (23)

Nucifora E. y colaboradores lo define como una pequefia célula, muy
basdfila, con una corona. Multinicleos pequefios que estan separados de
material nuclear, presentando formas hipolobuladas o mononucleadas. Se

considera uno de los elementos diagndsticos de Mielodisplasia. 24
Microplaquetas

Segun el Instituto de Salud Publica de Chile define la microplaqueta con
un diametro menor a 1uym de forma redonda u ovalada. Su citoplasma es

levemente basofilo-gris con granulos rojo-purpura. (29
Macroplaquetas

La ICSH define como aquellas que miden entre 3 - 7 um de diametro, sin
embargo, el Instituto de Salud Publica de Chile lo define estructura que
oscila entre 4 — 7 um de forma redonda u ovalada con proyecciones
citoplasmaticas (Blebs) finas. Citoplasma levemente basofilo-gris con

granulaciones rojo - purpura distribuidas. (25



d) Plaquetas Gigantes, Megaplaquetas

f)

El CAP define a las plaquetas gigantes como mayores de 7 um,
normalmente de 10 a 20 ym de diametro. En términos morfoldgicos para
identificar una megaplaqueta es utilizando como referencia al tamafo de
un hematie normocitico, si es mayor que el tamafio de la célula roja
normocitica se considera megaplaqueta. El borde de la plaqueta gigante
puede presentar una forma redonda, festoneada o estrellada. El
citoplasma puede presentar granulaciones azurdfilas finas, que pueden
confundirse en formas gigantes. Las plaquetas gigantes pueden
presentarse en condiciones reactivas, neoplasicas y hereditarias. Las
causas reactivas pueden incluir situaciones en las que el recambio de
plaguetas se encuentra notablemente aumentados como en el caso de la
trombocitopenia inmune o reacciones graves leucemoides. Las plaquetas
gigantes se observan con frecuencia en los trastornos mieloproliferativos
y mielodisplasicos. Las plaquetas gigantes son raras en las condiciones
hereditarias, que también cursan con trombocitopenia asociada. Estos
trastornos se denominan macrotrombocitopenias congénitas, que incluye

la anomalia de May-Hegglin y el sindrome de Bernard — Soulier. (22
Plaquetas Hipogranulares

El CAP lo define como plaquetas que carecen de granulos enteros, o
tienen un numero reducido de sus granulos que se encuentran en las
plaguetas normales. Pueden ser normales en tamano, su forma y la
configuracién, o incluso ampliadas y deformadas. Su citoplasma es de
color azul palido o gris azulado. Las formas hipogranulares y otras formas
displasicas se observan tipicamente en trastornos mieloproliferativos y

mielodisplasicos. (22
Plaquetas Agranulares

Vizcargliénaga, Maria Isabel las define como aquellas que aparecen
grises en extendidos de sangre periférica o en aspirados de medula 6sea

cuando se colorean con colorantes Wright — Giemsa. Esto se debe a la



g)

ausencia de granulos alfa en megacariocitos y en el citoplasma

plaquetario. (26)
Plaquetas Bizarra, Anormales, Amorfo

Segundo Mesa C. define que cursan con morfologia anormal, con
prolongaciones aumentadas de las filopodias y de su diametro transversal
produciendo deformidad. Se denomina anormal, amorfo. Se pueden
observan, pacientes esquizofrénicos, SMD, Sindrome de Bernard Soulier
y SMP. @7

2.2.4. Metodologias para recuento de plaquetas

En el estudio y su seguimiento de un paciente con trombocitopenia es
importante disponer de un recuento de plaquetas preciso y exacto y esto
va a depender, de la metodologia que se utilice. Desde el punto de vista
del laboratorio clinico se dispone de dos tipos de recuentos de plaquetas:

El manual y el electrénico. (28)
2.2.4.1. Métodos Manuales
Método Directo

Antes de la incorporacion de los contadores hematoldgicos con la finalidad
de obtener resultados rapidos en los laboratorios clinicos, se realizaba los
conteos de plaquetas en camara de Neubauer, teniendo como Gold
standard la microscopia de contraste de fase utilizando oxalato de amonio
1%. Los métodos manuales para el conteo de plaquetas suelen ser
tediosos, se requiere de mucho tiempo del profesional y tienen un
coeficiente de variacién de 10% a 25% a pesar de cumplir los criterios de
calidad. Ademas, estos métodos no son costo-eficientes porque,
consumen mucho recurso humano, tienen limitaciones a pocos
parametros y, sobre todo, son muy imprecisos por lo que en la actualidad

no son recomendables. @



b)

Métodos Directos:

Método de Brecker y Conkrite
Método de Rees — Ecker

Método de Guy y Leakes

Método Indirecto
Métodos en base a Parametros Eritrocitarios:
Método de Rabl (1896), modificados por Gottieb Y Fénio (1912)

Se realiza en aumento de 1000x, en campos donde los eritrocitos se
encuentras bien sueltos (monocapa). Se correlaciona de la
proporcionalidad entre el N° de eritrocitos y plaquetas por campos y el
numero de eritrocitos y plaquetas por mm3. Se deben contar como minimo
10 campos y hacer el promedio, cuantas plaquetas se observan por
campo y a la par los datos numéricos de eritrocitos del equipo
automatizado. Por ejemplo, si en 15 campos de aproximadamente 180
eritrocitos se observan en promedio, 10.0 plaquetas. En base al recuento
total de eritrocitos automatizado (eritrocitos/mm® — ya previamente
conocida, por ejemplo, 3°000,000/mm?3), se utiliza la regla de tres simples,
obteniendo el nimero de plag/mm?. plag/mm? = 10.0 x 3°000,000/180 =
166,666 plaq / mm3 (15:18.29)

Método de Dameshek (modificacion del método de Fonio)

Es una modificacion del método de Fonio, en el cual el nimero de glébulos
rojos se calcula a partir del hematocrito del paciente. Este método se debe
ubicar con objetivo de 100x, 5 campos de aproximadamente 200 hematies
(pacientes normales) y contar en cada campo el niumero de plaquetas; la
suma de ellos es el numero de plaquetas contenido en 1000 hematies,
esta cifra se multiplica por el hematocrito corregido (Hto de paciente + N)

del paciente y luego por 100. (18)



c)

d)

f)

Métodos en base a aproximacion por campos Método del Factor 20
000

Se determina el numero de plaquetas por la multiplicacion de un factor
20.000, se obtiene de estudios en contadores hematologicos, que
transforma el niumero de plaquetas en mm?3. En este célculo, no se
requiere de correlacionar eritrocitos con las plaquetas ni saber el recuento
de eritrocitos. Requiere de modo determinante, que el analisis del
promedio de plaquetas por campo (en aumento de 1000x) al final del
recuento de diez campos, se haga obligatoriamente en un lugar de la
extension (cuerpo- cola) donde los eritrocitos estén sueltos (monocapa)
pero con algunos tocandose, independientemente del numero de

eritrocitos en el campo. (29
Método de Nosanchuk Chang & Bennett

Para realizar el conteo de plaquetas por este método, se enumeran en el
microscopio Optico con aumento de 1000x, plaquetas en 8 campos. La
suma obtenida sera multiplicada por 2000 (constante) para proporcionar

el valor estimado de plaquetas por ul de sangre. 753
Estimacion plaquetaria por el método de Barbara H. O'Connor

Para realizar el conteo plaquetario por este método, fueron enumeradas
con aumento de 1000x, plaquetas en 10 campos y luego se calcula el
valor medio por campo. Este valor medio se multiplica por 13 000
(constante de multiplicacion) que proporciona el valor estimado del

recuento de plaquetas. ()
Otros métodos de estimacién de plaquetas en frotis sanguineo

Ritu Bajpai et al mencionan de un método que se basa al calculo en un
frotis sanguineo: EI nUmero promedio de plaquetas en un campo de aceite
(100x) de multiplicado por 15 000. Contar como minimo 10 campos con

objetivo de inmersion, como promedio representa 15 000 plaquetas /mm?.
(6)



Alvaro Moreno y David Menke establecen que un frotis sanguineo de un
paciente sano por lo general presenta 15 a 30 plaquetas en un campo de
400x y de 8 a 20 plaquetas por campo de alta potencia en 1000x de
aumento de aceite. Para su verificacion se anade el numero de plaquetas
contabilizadas en 8 a 10 campos por debajo de 1000x (Campo ancho
frente a los oculares estandar) y multiplicar esto por 2000 para

correlacionar con el recuento total de plaquetas (plaquetas por uL). 31
2.2.4.2. Método Electronico

A pesar de los primeros contadores de células, en donde las
trombocitopenias presentaban un alto CV% y tenian que ser verificadas
por los métodos directos, teniendo como referencia la microscopia de
contraste de fase. La tecnologia en los analizadores, con los que se hacen
los hemogramas, tienen un CV por debajo de 3% pues utilizan tecnologia
de impedancia sola o0 combinada con dispersién éptica, de ahi el motivo
por el cual los contadores de 4ta generacion son considerados como

método para el recuento de plaquetas. @

Como Gold estandar para recuento de plaquetas segun la ICSH y la
Sociedad Internacional de Hematologia de Laboratorio (ISLH)
recomiendan para el conteo de plaquetas la citometria de flujo por
fluorescencia, con un recuento de glébulos rojos mediante un contador de
particulas por la metodologia de impedancia, mono canal vy

semiautomatizado. (32)

Representa un método sencillo, objetivo y cuantitativo del analisis de las
células y otras particulas en suspension. Su principio consiste que al
momento que pasan las células u otras particulas, alineadas, de una en
una, en direccion a un laser. La interacciéon de las células con el haz de
luz produce 2 tipos de datos: lo que se produce por dispersion de luz y lo
que se relaciona con la emisién de la luz producto de los fluorocromos que
ese encuentran presentes en las células al ser estimuladas por el rayo de

luz. Las glicoproteinas de las plaquetas son principalmente para



identificarlas y clasificarlas de una manera correcta segun la causa de
algunas enfermedades. El fenotipo de plaquetas consiste en la evaluacion
de sus glicoproteinas de membrana donde se utiliza marcadores
especificos como CD41, CD42 y CD61 y es posible caracterizar
anomalias en la expresion de glicoproteinas de la membrana, también se
han propuesto otros marcadores de adhesién plaquetaria como
antiCD42a, antiCD42b, antiCD42c y antiCD42d. (33

a) Plaquetas Fluorescentes (PLT-F) (Equipos XN de Sysmex)

La serie XN de Sysmex utiliza la impedancia para la mayoria de los
conteos de plaquetas. Cuando la veracidad en el conteo de plaquetas
llega a sus limitaciones por medio de la impedancia eléctrica, el resultado
cursa con una alarma. La serie XN realiza un analisis en un canal nuevo
usando un reactivo fluorescente, aumentando su conteo seis veces. Las
plaguetas son identificadas y contadas utilizando un colorante
fluorescente de oxazina, especifico para plaquetas, el cual tifie la

superficie del reticulo endoplasmico y la mitocondria plaquetaria. (534

En la trombocitopenia, este método tiene una alta exactitud y precision
siendo esencial para las decisiones clinicas apropiadas. Durante el
seguimiento en el tratamiento, se utilizan recuentos entre el promedio de
50 y 100 x 103/ pL (50 - 100 x 10° / L) como indicativo a la necesidad
potencial de transfundir plaquetas. El nuevo método PLT-F demuestra
excelentes resultados de reproducibilidad en muestras con recuentos de

plaquetas inferiores a 50 x 10°/ L. (5:34)

2.2.5. Interferentes que pueden afectar el recuento de plaquetas en

equipos automatizados
Macroplaquetas

En condiciones patolégicas o no, pueden mostrar las plaquetas un
volumen alto, por ello los analizadores consideran las particulas de 30 6

36 fL de volumen. 4



b)

d)

Existen posibilidades donde las plaquetas gigantes no son discriminadas
de microcitos, por lo cual no son excluidas del recuento y resulta en un

falso recuento disminuido de plaquetas. 4
Fragmentos de leucocitos

Los pacientes que estén bajo terapia citotdéxica pueden presentar en sus
muestras, fragmentos de leucocitos, los cuales se tifien con fluorescencia
y son incluidos en el recuento de citometria, debido a las caracteristicas
compartidas del interferente con el tamafio y la intensidad de
fluorescencia de las plaquetas. Ademas, reconocer los fragmentos en un
frotis de sangre periférica es dificultoso, pero es mas facil demostrarlo por

microscopia electronica. 4
Microcitos

Los analizadores hematoldgicos con principio de impedancia no pueden
discriminar plaquetas de hematies microciticos y/o macroplaquetas de
hematies de tamafo normal. El método actual de referencia también
utiliza la impedancia para obtener un ratio de plaquetas, sin embargo, si
la muestra tiene microcitos (en caso de una anemia ferropénica o
talasemias) esto deberia verificarse con detenimiento, porque
probablemente sea inexacto, y por ende haya una sobrestimacion en el

recuento de plaquetas. 4
Plaquetas Agranulares

En el sindrome de plaquetas grises, las plaquetas tienen una
caracteristica de ser agranulares, gracias a ello, se ve afectado el
recuento en la citometria por fluorescencia por la disminucién en su

intensidad de fluorescencia. ¥
Background

En un recuento de plaquetas debajo de 20 x 10%L bajo el principio de
impedancia quiza lleguen a ser mas inexactos, esto se debe a la

disminucién de los eventos analizados y la elevada influencia del recuento



f)

g)

h)

de fondo, que por lo general es de 5 x 10%/L (ejemplo, SYSMEX 1800 XT).
4)

Bacterias

Los microorganismos pueden producir niveles altos en el conteo
plaquetario, esto ocurre en situaciones raras (cuando el paciente cursa
con sepsis). El histograma es anormal y se produce una agregacion hacia
la izquierda, donde se ubican estas particulas mas pequenas. No solo
sucede en bacterias, los hongos como el caso de Candida sp, o0 hematies

afectados por trofozoitos de Plasmodium falciparum. 4
Crioglobulinas

Las crioglobulinas pueden generar un espureo recuento elevado de
plaquetas, dependiendo si estos son los suficientemente pequenos, y en

ciertos casos podrian alterar el recuento de hematies. )
Lipidos

Pacientes con hiperquilomicronemia, en muestras después de las
comidas, o después de la terapia de nutricion parenteral, los lipidos
pueden producir pequenas gotitas in vitro, que afectan el recuento
plaquetario, de igual forma los pacientes leucémicos tratados con L -
aspariginasa. Los lipidos poseen un alto indice de refractividad y puede

producir sefiales anormales localizadas cerca al de las plaquetas. ¢4
Fragmentos de hematies

Los fragmentos son producidos por la hemolisis de los hematies, estos
fragmentos tienen un tamafio que varia entre las 2um y 4um. Si su origen
de los hematies son fragmentos citoplasmaticos pueden carecer de

contenido de acido nucleico. 4

Se postula que estos fragmentos o esquistocitos generan falsos recuentos

(presentes, por ejemplo, en la anemia microangiopatica) produciendo una



sobreestimacion del nimero real de plaquetas en los contadores celulares

basados al principio de impedancia. ¢4
2.2.6. Frotis de Sangre Periférica

En el cuidado del paciente, las formulaciones diagndsticas descansan
sobre una triada que consiste en la historia clinica, el examen fisico y las
investigaciones de laboratorio. La literatura revela que hasta el 70% de las
decisiones clinicas y los diagndsticos estan respaldados por la medicina
de laboratorio. El frotis de sangre periférica (FSP) es una herramienta
hematolégica basica y altamente informativa a disposicion del médico en
la deteccion, el diagndstico y el seguimiento de la progresion de la
enfermedad y respuesta terapéutica. Una comprension experta de la
interpretacién de la sangre periférica es importante para una practica

clinica exitosa. (3
2.2.6.1. Indicaciones para un frotis de sangre periférica:

El inicio de un Frotis de Sangre Periférica es a menudo una solicitud
clinica por parte del médico tratante debido a una sospecha clinica o, con
menos frecuencia, iniciado por el laboratorio. El laboratorio puede iniciar
un frotis de sangre periférica basandose en hallazgos anormales de un
conteo automatizado o informacién clinica de pacientes cuyo diagndstico
puede estar respaldado por un frotis de sangre periférica. Este ultimo se
guia por las politicas de laboratorio individuales o las pautas de regulacion
locales. 39

Las indicaciones clinicas comunes para el analisis de frotis de sangre
periférica incluyen citopenia inexplicable: anemia, leucopenia o
trombocitopenia; leucocitosis, linfocitosis 0 monocitosis inexplicables;
ictericia 0 hemdlisis inexplicable; caracteristicas de anemias hemoliticas
congénitas como esplenomegalia, ictericia o dolores éseos; sospecha de
enfermedad mieloproliferativa crénica o aguda, p. leucemia mieloide
cronica; sospecha de insuficiencia organica como enfermedad renal,
insuficiencia hepatica; caracteristicas del sindrome de hiperviscosidad

como en paraproteinemias, hiperleucocitosis leucémica, policitemia;



sepsis bacteriana grave e infecciones parasitarias; tumores malignos con
posible afectacion de la médula ésea; casos de sospecha de anemia
nutricional; sospecha de enfermedades linfoproliferativas crénicas como
la leucemia linfocitica cronica; linfoma con derrames leucémicos;

evaluacion de la respuesta terapéutica en hemopatias entre otros. (%)

2.2.6.2. Requisitos para un frotis sanguineo aceptable (CLSI H20 A2)
Cualidades deseables de un frotis de sangre:

Area de trabajo suficiente.

Minimo 2,5 cm de longitud que termine al menos a 1 cm del final de la
lamina.

Transicion gradual en el grosor de las areas gruesas a las delgadas, que
termina en un borde de pluma.

Morfologia aceptable dentro del area de trabajo.

Mas estrecho que el portaobjetos sobre el que se extiende la pelicula, con
margenes laterales suaves y continuos que sean accesibles para el
examen por inmersion en aceite.

Ningun artefacto introducido por la técnica.

Distorsion distributiva minima.

Un extremo lejano que se vuelve gradualmente mas delgado, sin vetas
granulosas, valles o crestas, todo lo cual indica un mayor numero de
leucocitos transportados a esta area.

Pueden ocurrir frotices menos 6ptimas en casos de anemia/policitemia o
en casos con proteinas plasmaticas anormales (p. ej., en mieloma,

enfermedad por crioaglutininas). (3¢)
2.2.6.3. Preparacion del frotis de sangre periférica:

Para garantizar resultados precisos y confiables, se deben controlar las
variables preanaliticas que pueden afectar la calidad de la pelicula. Estos
incluyen la preparacion, el consentimiento del paciente, la técnica de
muestreo de sangre, el transporte al laboratorio y la conservacion de la
muestra. El muestreo de sangre es invasivo, por lo que se debe indicar al

paciente sobre el procedimiento. La sangre se obtiene de las venas



periféricas y se almacena en un tubo con anticoagulante. La proporcién

de sangre a anticoagulante debe estar en la proporcion correcta. (35

En casos especiales, la sangre capilar se puede obtener por puncion en
el dedo. Se debe tener cuidado para garantizar un dafo tisular minimo. El
exceso de liquido tisular afecta la distribucion de los elementos celulares
de la sangre. El &cido etilendiaminotetraacético (EDTA) es el
anticoagulante de eleccion. Las muestras se analizan mejor dentro de las
2 horas posteriores a la extraccion de sangre. La demora en la
preparacion del frotis de sangre puede permitir la degeneracion de los
elementos celulares de Ila sangre y puede provocar una
pseudotrombocitopenia (recuento de plaquetas falsamente reducido)

debido a la formacién de agregados de plaquetas. (3%
2.2.6.4. Método del portaobjeto o Método de cuina

Para esta técnica se requiere el uso de dos portaobjetos limpios de 75 x
25 mm (3 x 1 pulgadas). Se recomienda el empleo de dos portaobjetos de
buena calidad con bordes biselados: uno como soporte del frotis de
sangre y el otro como portaobjetos extensor. (¢7)

En un extremo del portaobjetos se agrega una gota de sangre
anticoagulada con EDTA Kz en un promedio de 3 mm de diametro. Otra
opcion es agregar una gota de sangre de similar tamafio que fluya en
direccion a la puncion de un dedo o del talén. Es muy importante el tamafio
de la gota. Si la gota es de gran volumen, crea un frotis largo o grueso vy,
si es de pequeno volumen, el frotis es corto o delgado. Al preparar el frotis
sanguineo, se sostiene firmemente el portaobjetos extensor en direccion
a la gota de sangre en un angulo promedio de 30 a 45 grados sobre el
portaobjetos que se realizara el frotis. El extensor se desliza hacia atras
dentro de la gota y se mantiene en esa posicién hasta que la sangre se

esparce por toda la superficie de contacto entre los portaobjetos. (37:38)



2.2.6.5. Método de Wedge — pull (CLSI H20 H2)

. Prepare tres frotis de sangre de cada muestra en portaobjetos de buena
calidad, limpios, secos y sin polvo, de 25 x 75 mm (1 x 3 pulgadas) de 0,8
a 1,2 mm de espesor. Etiquete las laminas A, B y una de "repuesto”. Se
utilizaran dos frotis de sangre para el procedimiento y el tercero se
mantendra como repuesto. (Si la sangre es leucopénica, prepare una
mayor cantidad de extensiones de sangre [p. €j., seis]).

. Preparar extensiones de sangre dentro de las cuatro horas posteriores a

la extraccidén de sangre.

Nota: No almacene muestras en el refrigerador. Es necesario mezclar
adecuadamente (20 inversiones completas) antes de preparar el frotis de

sangre.

. Prepare frotis de sangre utilizando la técnica manual de extracciéon de
cufia. Coloque una gota (aproximadamente 0,05 ml) de sangre bien
mezclada cerca de un extremo de un portaobjetos de vidrio. Sostenga un
segundo portaobjetos esparcidor mas estrecho con bordes pulidos en un
angulo de aproximadamente 45° e inmediatamente aspire la gota de
sangre. Deje que la sangre se extienda casi hasta el ancho del
portaobjetos. Luego, empuje rapida y suavemente el portaobjetos del
esparcidor hacia el extremo opuesto del portaobjetos, tirando de la sangre
hacia atras.

. Tine la lamina dentro de la hora de preparacion con una tincién de
Romanowsky, que contiene fijadores, o fija dentro de una hora con

metanol "sin agua" (es decir, < 3 % de agua) para tefiir mas tarde. (36)
2.2.7. Medicion del desempeiio analitico

La variabilidad y la incertidumbre son inherentes a todos los fendmenos
observados. Por lo tanto, el laboratorio debe tratar de controlar tales
fendmenos para establecer limites de referencia de salud y de

enfermedad. 39



a)

b)

Confiabilidad

Para que un resultado de laboratorio pueda ser considerado como

confiable, es de principal importancia que sea preciso y exacto. (39
Precision

Se llama precisién a la repetibilidad o reproducibilidad de resultados que
se logra de manera intra o interlaboratorio. La reproducibilidad se
cuantifica por lo general en el laboratorio clinico a través de coeficiente de

variacion porcentual, independientemente de que se trate de un fendmeno

analitico o bioldgico. 39

Coeficiente de variacién de un conjunto de resultados obtenidos al medir
repetidamente un mensurando con un mismo procedimiento de medida.
(40)

La precision en las mediciones puede estar influenciada por el que mide
(observador), o por aquello con lo que se mide (instrumento de medicidn);
y por lo que es medido, observado, ya sea sujeto o variable/s en estudio.
Para evitar errores aleatorios y reducir al maximo los potenciales sesgos
de medicién, el investigador debera tener en cuenta la variabilidad de
todos y cada uno de estos componentes en el momento de planificar la
medicién o mediciones de la/s variable/s de un estudio y conocer la
confiabilidad del propio observador (intra observador o intra rater) o entre
observadores (inter observador), si fueran varios de ahi la necesidad de
un adecuada formacion y entrenamiento de los observadores o del
instrumento de medicion (intra instrumento), o entre instrumentos (inter
instrumento). 1)

Imprecision interdiaria:

Es la imprecisidon que se observa en un laboratorio que inicia con
resultados obtenidos en diferentes dias.

La imprecision interdiaria puede obtenerse por condiciones intermedias.
Cada laboratorio debe realizar su estimaciéon con la frecuencia de

calibracion (diaria, semanal, etc.), y los cambios de operador, lote de



calibrador, lote de reactivos, etc., que sean habituales en el trabajo
cotidiano. Siguiendo criterios estadisticos se recomienda hacer la
estimacion con un minimo de 30 dias. (40

Imprecision intraserial:

Es la imprecision observada de un laboratorio que inicia con resultados
obtenidos en una misma serie de medidas.

La imprecision intraserie se obtiene en condiciones de repetibilidad, es
decir, con las mismas muestras, el mismo operador, los mismos
componentes del sistema de medida, durante un intervalo corto de tiempo
y sin calibraciones entre las mediciones. Segun criterios estadisticos es
recomendable hacer la estimacion con un minimo de 30 mediciones.

Si los resultados obtenidos de la imprecision intraserial no son coherentes
con resultados previos, ya sea suministrados por el fabricante u obtenidos
en la bibliografia, deberia interrumpirse el estudio hasta averiguar y

corregir la causa de la discrepancia. (4%

SD
CV = = X100
X

Donde:
CV: Coeficiente de variacion

SD: Desviacion Estandar
X: Media

Para evaluar la variabilidad total en el laboratorio clinico, el primer paso
es el de medir la imprecisién. Por ejemplo, en una serie de muestras de
cinco individuos en un tiempo determinado para evaluar sodio en suero.
Al realizar las pruebas, tendriamos una serie de resultados semejantes,
pero nunca idénticos, por el fendmeno de la variabilidad total. No debemos

de olvidar que el proceso de medicidon por si mismo puede introducir



d)

variacion al fendmeno observado. La confiabilidad es inversamente

proporcional a la variabilidad. (9
Desviacion Estandar

La desviacion tipica o estandar es la medida de dispersion mas utilizada
por sus propiedades y porque involucra a todos los datos en su

construccion. (39

YV (X — X)?
N

o=

Donde:

O = Desviacion estandar

X = Variable

Xi = Observacion numero i de la variable X

N = Numero de observaciones
X = Es la media de la variable X
Veracidad

El término veracidad, se define como el grado de concordancia existente
entre la media aritmética de un gran numero de resultados y el valor

verdadero o aceptado como referencia. 42)

La veracidad se relaciona con la presencia de errores de tipo sistematico,
también se le llama “sesgo”, puede expresarse como un valor absoluto o

relativo al valor verdadero. La veracidad de un método de medicion es



importante cuando es posible disponer del valor verdadero del

mensurando sujeto a medicion. (42

El valor verdadero no se conoce en algunos métodos de medicion, pero
puede ser posible contar con un valor de referencia que sea certificado
para el mensurando sujeto a medicidn; por ejemplo, si se dispone de
materiales de referencia, se establece el valor de referencia con base a
otro método de medicién o mediante la preparacién de una muestra
conocida. Se podria investigar la veracidad de un método de medicién
mediante el comparar el valor de referencia certificado, con los resultados
que se hayan obtenido por el método de medicion. El termino sesgo se ha
utilizado durante mucho tiempo en cuestiones estadisticas, pero debido a
que causo algunas objeciones de caracter filoséfico en algunos campos
profesionales (tales como la medicina y las leyes), se ha decidido acentuar

el aspecto positivo usando veracidad como nuevo término. (42

El término exactitud se utilizd durante cierto tiempo para referirse
Uunicamente a la componente ahora denominada veracidad, pero quedé
claro para muchas personas que dicho término debia indicar el
desplazamiento total de un resultado con respecto a su valor de

referencia, debido tanto a los efectos aleatorios como a los sistematicos.
(42)

2.3. FORMULACION DE LA HIPOTESIS
2.3.1. HIPOTESIS GENERAL

Hi: Existe diferencia entre los 3 métodos indirectos para recuento
estimado de plaquetas en comparacion con el gold estandar en frotis de

sangre periférica, Lima — Peru 2022.

Ho: No existe diferencia entre los 3 métodos indirectos para recuento
estimado de plaquetas en comparacion con el gold estandar en frotis de

sangre periférica, Lima — Peru 2022.



2.3.2. HIPOTESIS ESPECIFICOS

H1: Existe una variabilidad analitica aceptable del Método Factor 20 000
en frotis de sangre periférica en comparacion con el gold estandar para

plaquetas.

Ho: No existe una variabilidad analitica aceptable del Método Factor 20
000 en frotis de sangre periférica en comparacion con el gold estandar

para plaquetas.

H1: Existe una variabilidad analitica aceptable del Método de Fonio en
frotis de sangre periférica en comparacién con el gold estandar para

plaquetas.

Ho: No existe una variabilidad analitica aceptable del Método de Fonio en
frotis de sangre periférica en comparacion con el gold estandar para

plaquetas.

H1: Existe una variabilidad analitica aceptable del Método de Dameshek
en frotis de sangre periférica en comparacion con el gold estandar para

plaquetas.

Ho: No existe una variabilidad analitica aceptable del Método de
Dameshek en frotis de sangre periférica en comparaciéon con el gold

estandar para plaquetas.

H1: El método indirecto para recuento estimado de plaquetas que seria
recomendable utilizar segun su variabilidad analitica, es el método de

Fonio.

Ho: ElI método indirecto para recuento estimado de plaquetas que no seria
recomendable utilizar segun su variabilidad analitica, es el método de

Fonio.



3. DISENO METODOLOGICO
3.1. Método de la investigacion

El método de investigacion es hipotético deductivo, porque se plantearon
hipotesis en la evaluacion de la variabilidad analitica en los 3 métodos
indirectos para recuento estimado de plaquetas. Segun Rodriguez y Pérez
(2017) refiere que parte de una hipétesis inferida de datos empiricos y
aplicando reglas de deduccion que se somete a verificacion empirica para
conocer si existe correspondencia con los hechos, comprobando la

veracidad o no de la hipotesis de partida. (43:44)

3.2. Enfoque de la investigacion

Es de enfoque cuantitativo, porque recurre a la medicion numérica de
datos recolectados para probar la hipétesis que fueron propuestas, se
basa en el analisis estadistico de los mismos para evaluar la variabilidad
analitica de los 3 métodos indirectos para recuento estimado de plaquetas
en frotis de sangre periférica. Segun Hernandez S. (2014) refiere que
refleja la necesidad de medir y estimar magnitudes de los fendmenos o
problemas de investigacién, como también se plantea un problema de

estudio delimitado y concreto sobre el fenomeno. 43

3.3. Tipo de investigacion

El tipo de Investigacion es aplicada, porque se pretende conocer la
variabilidad analitica de los 3 métodos indirectos en comparacion del gold
estandar. Segun Zoila Vargas (2009) refiere que se caracteriza porque
busca la aplicacion de los conocimientos ya adquiridos, y a su vez que se
adquieren otros, después de sistematizar la practica basada en la

investigacion. (45

3.4. Diseiio de investigacion

El disefio de la investigacién es experimental — de estudio diagndstico
porque se tiene como objetivo evaluar la variabilidad analitica en 3
métodos indirectos para recuento estimado de plaquetas en frotis de

sangre periférica sin influir, ni manipular deliberadamente nuestras



variables de estudio y observar fendmenos tal como se dan en su contexto
natural segun Hernandez S. (2014). “% Donde se recolectara datos a
través de las lecturas de recuento estimado de plaquetas en los frotices
sanguineos para evaluar la confiabilidad (precision) y la comparacién de
los 3 métodos indirectos con un gold estandar para evaluar la validez

(sesgo).

3.5. Poblacion, muestra y muestreo
3.5.1. Poblacién

La poblacion estara compuesta por un conjunto de muestras de sangre
periférica provenientes de pacientes de ambos sexos, de cualquier edad
y raza que se va a realizar un hemograma automatizado donde presenten
recuentos de cualquier rango de plaquetas, el lugar donde se realizara la
recoleccién de la muestra, el proceso y los frotices sanguineos sera en un
laboratorio clinico de una clinica privada de Lima metropolitana que
cuenta con acreditacion ISO 15189 y atiende un aproximado de 2500

pacientes por dia.

3.5.2. Muestra

Fue calculado con una féormula probabilistica que compara promedios en
4 grupos independientes, en este caso, la comparacion de promedios de
los 3 métodos indirectos para recuento de plaquetas con el gold estandar
para plaquetas (plaquetas fluorescentes). Para el célculo de poder, se
considero los resultados reportados por Witkowski Michal et al. (2021),
utilizando la diferencia minima de media y la desviacion estandar del
método de Fonio (media: 90, SD: 51) en evaluacion con respecto al gold

estandar (media: 69, SD: 40) respectivamente. (1%

Es importante que el tamano de muestra deba garantizar el adecuado
control del error tipo 2 (B). Es por ello que el valor minimo aceptable de la
potencia en un estudio de investigacion debe ser al menos 80%. Y que
se trabaje con un nivel de significancia de 0.05 para controlar el error tipo
1 (a).



A continuacion, se muestra el calculo obtenido por Hsu, Jason.

Se utilizé el Analisis de Poder de Comparacion multiple obteniendo
tamanos de muestra de 170, 170, 170y 170 de los 4 grupos cuyas medias
se van a comparar. La muestra total de 680 sujetos logra un poder del
82.19 % para detectar una diferencia de al menos 21,00 utilizando la
prueba de comparacion multiple Hsu a un nivel de significancia de 0,05.

Se asume que la desviacion estandar comun dentro de un grupo es 45.50

Los datos obtenidos fueron:

Multiple Comparisons Power Analysis
Numeric Results for Multiple Comparison Test: Hsu (With Best)

Average Minimum Standard

Size Total Detectable  Deviation
Power n) k N Alpha Beta Difference (S) Diff/S
0.8219 17000 4 680 0.0500 0.1781 21.00 4550  0.4615

Hsu Test Details

Percent Minimum
n of Detectable Standard
Group n Total N Alpha Power Difference Deviation
1 170 25.00 0.0500 0.8219 21.00 45.50
2 170 25.00
3 170 25.00
4 170 25.00

Total 680 100.00

References
Hsu, Jason. 1996. Multiple Comparisons: Theory and Methods. Chapman & Hall. London.

Se calcul6 un tamafio de muestra de 170 con un poder del 82.19% y un

nivel de confianza de 0.05.

3.5.3. Muestreo

El muestreo es de tipo probabilistico aleatorio sistematico porque segun
la poblacién de pacientes que se van a considerar seran a través de un
rango clinico muy amplio. Otzen y Manterola (2017) refiere que es cuando
el criterio de distribucion de los sujetos a estudio en una serie es tal, que

los mas similares tienden a estar mas cercanos. 46




Criterios de inclusion

Pacientes de cualquier edad, género y raza.
Muestras de sangre venosa que hayan sido tomado en el laboratorio.
Pacientes con recuentos bajos, normales y altos de plaquetas.

Pacientes que presenten cualquier condicién de salud.

Criterios de exclusion

Pacientes que ingieran algun medicamento que produzca agregacion
plaquetaria, ejm: aspirina, anticoagulante, etc.

Muestras de sangre venosa que tengan mas de 2 horas luego de haber
sido tomadas.



3.6. Variable y operacionalizaciéon

A ESCALA
VARIABLE OPERAGTONAL DIMENSION | INDICADOR | £oCALADE VALORATIVA
(NIVELES O RANGOS)
Se realizara lecturas de
Factor 20000 frotices sanguineos Numérica Bajo
Método de Fonio coloreados en microscopio Unidimensional 103 /ul discreta Medio
Método de Dameshek por expertos y estimaran Alto
recuento de plaquetas.
Se procesara bajo la
. . metodologia de fluorescencia . Bajo
Gold Estandar " PLT- F tifiendo el reticulo Unidimensional 10° Jul Numerica Medio
endoplasmatico y la discreta Alto

mitocondria plaquetaria.




3.7. Técnicas e instrumentos de recoleccion de datos
3.7.1. Técnica

La técnica es de tipo observacional, ya que se recolectara muestras de
sangre venosa en tubos de EDTA Kz que se encuentran en el laboratorio
clinico privado para luego ser procesados en el equipo automatizado
(Gold estandar).

3.7.2. Descripcion de instrumentos

Recoleccion de muestra: Se recolectara muestras de sangre venosa en
tubos EDTA K> que hayan cumplido con los criterios preanaliticos. Las
muestras seran procesadas dentro de la 1ra hora que fueron

recolectadas. Estaran conservadas a temperatura ambiente (24 a 28°C).

Método de ensayo: Las muestras recolectadas seran procesados en el
analizador hematolégico XN - 3100 Sysmex para el conteo de plaquetas
mediante la metodologia de plaquetas fluorescentes (PLT-) el cual realiza
un analisis automaticamente en un canal nuevo usando un reactivo

fluorescente y aumentando su tiempo de conteo hasta seis veces.

En el canal de PLT-F, las plaquetas son reconocidas y contadas utilizando
la oxazina como colorante fluorescente, que es muy especifico para
plaquetas, tifiendo la superficie del reticulo endoplasmico y la mitocondria
de la plaqueta. Esta identificacion celular tiene una correlacion excelente
con los anticuerpos monoclonales CD41/CD61 y minimiza su interferencia

por fragmentos de eritrocitos, microcitos o fragmentos de leucocitos. 47)

Una vez procesadas las muestras en el analizador hematolégico el tubo
pasa al laminador automatizado que realiza los frotices sanguineos
cumpliendo los criterios de 6ptima calidad segun CLSI H20 A2. Luego los
extendidos de sangre periférica seran coloreados con la tincién Wright —
Giemsa de manera manual en base al protocolo aplicado segun Conde y
Rodriguez (2018). (Ver anexo 1)

Se validaran las laminas en base a la calidad del frotis sanguineo y la

coloracién mediante un juicio de 3 expertos del area. (Ver Anexo 2)



Ficha de recoleccion de datos: Los 3 expertos realizaran los 3 métodos
indirectos para estimar plaquetas (Factor 20 000, Método de Fonio y
Método de Dameshek). Se realizara lecturas por triplicado en cada frotis
sanguineo en cada método indirecto en estudio utilizado y los datos seran
registrados en un formato de reporte de conteo de plaquetas. (Ver Anexo
3)

Luego los datos obtenidos de las lecturas se utilizaran para evaluar la
confiabilidad (precision) y la validez (sesgo) con la comparacion mediante
el gold estandar (PLT- F).

3.7.3. Validacion

En cuanto al Gold Estandar de PLT- F se realizaron los controles externos
para poder evaluar la exactitud de la prueba. (falta agregar C. externo o
interlaboratorial del gold estandar) Para evaluar la calidad de los frotices
y la coloracion Wright- Giemsa se utilizaran formatos el cual detalla
caracteristicas importantes segun la Guia H20 A2 CLSI que fueron
validados por un estudio segun Conde y Rodriguez (2018) para que los

expertos puedan brindar su juicio de dichas caracteristicas del formato. (¥

3.7.4. Confiabilidad

Existen datos generales de los métodos indirectos para el recuento
estimado de plaquetas, segun Conde y Rodriguez (2018) encontraron un
23% de coeficiente de variacion en las trombocitopenias moderadas (50
—100 x 10%/ul). ®

En cuanto al Gold Estandar de PLT- F segun su informacién técnica
presenta una precision dentro del £ 5% o = 10 x 10%/ul, una precision en
condiciones de repetibilidad del 2,5% o menos (PLT 100 x 10%/uL o mas)
y 5,0% o menos (PLT 20 x 10%/uL o mas), un limite de fondo del 3 x 10%

ul o menos. (46



3.8. Plan de procesamiento y analisis de datos
3.8.1. Evaluar la confiabilidad (Precision):
Aplicaremos la férmula para hallar promedio, SD y CV% con los datos

obtenidos.

_ ?=1xi-fi
X
n

Y — X)?
N

o =

SD
CV = = X100
X

3.8.2. Evaluar la validez (sesgo):

a) Prueba T de Student

La prueba "t" de Student es un tipo de estadistica deductiva. Es utilizado
para determinar si existe una diferencia significativa entre las medias en
dos grupos. Con toda la estadistica deductiva, se asume que las variables
dependientes poseen una distribucion normal. Especificar el nivel de la
probabilidad (nivel del alfa, nivel de la significacion p) que estamos
dispuestos a aceptar antes de los datos (p < 0.05 es un valor comun que
se utiliza). 49

b) Método de Bland Altman

El método permite evaluar el grado de acuerdo entre dos instrumentos
que tienen la misma escala de medicion. Para ello, es representado de
forma grafica las diferencias que existen entre dos mediciones frente a su

media, de similar forma a los graficos media-diferencia de Tukey. (50
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3.9. Aspectos éticos

Con el previo conocimiento de los principios éticos, como del Consejo de
Organizaciones Internacionales de las Ciencias Médicas (CIOMS) y las
leyes nacionales para estudios de investigacion, podemos asegurar en
mantener en confidencialidad la identidad de las muestras de sangre

venosa que participaran en la investigacion.

Su ejecucién de dicho estudio no involucra ningun riesgo para la salud e
integridad de las muestras. Se solicitara el consentimiento al jefe del

laboratorio, previa informacion de los objetivos propuestos del estudio.

Se solicitd la aprobacion al comité de ética e investigacion de la
Universidad Privada Norbert Wiener para la ejecucion de dicho estudio,
aplicando los principios éticos, bioéticos y sea un beneficio en el campo
del diagndstico clinico.



4. ASPECTOS ADMINISTRATIVOS

4.1. Cronograma de actividades

ANO 2022 - 2023

. . . Enero Febrero Marzo
FASE Noviembre [ Diciembre 2023 2023 2023

112|3(4(|1|2(3(4(1(2|3|4|1(2|3|4(1(2]|3

Proceso y validacion | x| x| x|[x

Lectura de laminas
con los expertos

Ordenar en tabla los
datos

Resultados X | X

Plan de
procesamiento

Analisis de datos X | x

Discusion X

Conclusiones y
recomendaciones

Revision de algun
dato

Presentacion del
trabajo




4.2. Presupuesto

COSTO
4 COSTO
DESCRIPCION CANTIDAD UNI(1S'7\;QI0 TOTAL (S1.)
MATERIALES DE ESCRITORIO
Papel A-4 1 millar 12.00 12.00
Folders 1 1.50 1.50
Sobre Manila 4 1.00 4.00
Boligrafos 2 2.00 4.00
Fotocopias 300 0.10 30.00
Tinta de impresora 3 50.00 150.00
Anillados 3 7.00 21.00
SUBTOTAL 222.50
SERVICIOS TERCEROS
Internet Mensual 30.00 120.00
SUBTOTAL 120.00
TRANSPORTE
Local 200 2.00 400.00
SUBTOTAL 400.00
MATERIAL BASICO DE LABORATORIO
Laminas portaobjeto (25.4 x 200 5.00 40.00
76.2 mm)
Laminas cubreobjeto (24 x
50 mm) 1 paquete 10.00 50.00
Colorante Wright - Giemsa 1L 105.50 105.50
ngwdo cupreobjeto para 50 ml 80.00 80.00
microscopia
SUBTOTAL 200.5
TOTAL 943.00
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ANEXO 1

TINCION SEGUN WRIGHT - GIEMSA

Principio:

El color de los nucleos celulares, son frecuentemente rojo purpura, todo

inicia en la interaccion molecular de la eosina y el complejo azur B - ADN.

Ambos colorantes forman el complejo. El grado de intensidad de la

coloracién depende del contenido de azur B y de la relacion entre azur B

y eosina amarilla. El resultado de la tincion puede estar implicado a

diferentes factores como el valor del pH de la solucion colorante, de la

solucion tampon (amortiguador), el tiempo de tincion y la fijacién.

Resultados:
; RESULTADOS
TIPO DE CELULA _
NUCLEO CITOPLASMA GRANULOS
Linfocitos Azul violeta Azul
(Lobulado) Azul
Monocitos ) Azul claro
violeta
Granulocitos Tono rosado a azul
Azul oscuro Rosa palido
neutroéfilos claro
Granulocitos
Azul Rosa palido Rojo ladrillo

eosinofilos

Granulocitos

Puarpura a azul

Azul oscuro- negro

basofilos oscuro
Trombocitos
Azul
(plaquetas)
Eritrocitos Rojizo

Control de calidad:

El control de calidad de los extendidos sanguineo seran evaluados por un

juicio de expertos donde evaluaran la buena calidad del frotis, distribucién

de las células y coloracion.

Trabajar con los tiempos de coloracién establecidos por el laboratorio.




ANEXO 2

FORMATO PARA VALIDAR LA CALIDAD DE UN FROTIS
SANGUINEO Y LA COLORACION

Cédigo de lamina:

CRITERIOS DE VALIDACION EXPERTO 1 | EXPERTO 2| EXPERTO 3
Bueno
LONGITUD* Regular
Malo
Bueno
TRANSICION GRADUAL* Regular
Malo
CALIDAD Bueno
DEL . Regular
EXTENDIDO BORDES LIBRES S
MORFOLOGIA PLAQUETARIA Si
CONSERVADA* No
Bueno
DISTRIBUCION PLAQUETARIA*  |—~ogular
Malo
Presente
PRECIPITADO Y/O ARTEFACTOS* [ Alsente
Bueno
COLORACION Regular
Malo
Presente
AGREGADOS PLAQUETARIOS Ausente

*Criterios de validacion segun H20 A2 CLSI.

EXPERTO -1 EXPERTO - 2

EXPERTO - 3




ANEXO 3

REPORTE DE CONTEO DE PLAQUETAS EN FROTIS SANGUINEO

METODO FACTOR 20 000

LECTURA 1

LECTURA 2

LECTURA 3

PROMEDIO

LAMINA 1

LAMINA 2

LAMINA 3

LAMINA 4

LAMINA 5

LAMINA 6

LAMINA 7

LAMINA 8

LAMINA 9

LAMINA 10

LAMINA 11

LAMINA 12

LAMINA 13

LAMINA 14

LAMINA 15

LAMINA 16

LAMINA 17

LAMINA 18

LAMINA 19

LAMINA 20

LAMINA 21

LAMINA 22

LAMINA 23

LAMINA 24

LAMINA 25

LAMINA 26

LAMINA 27

LAMINA 28

LAMINA 29

LAMINA 30

LAMINA 31

LAMINA 32

LAMINA 33

LAMINA 34

LAMINA 35

LAMINA 36

LAMINA 37

LAMINA 38




LAMINA 39

LAMINA 34

LAMINA 3%

LAMINA 39

LAMINA 83

LAMINA 33

LAMINA 39

LAMINA 96

LAMINA 97

LAMINA 98

LAMINA 99

LAMINA 94

LAMINA 9%

LAMINA 98

LAMINA 93

LAMINA 93

LAMINA 99

LLANWI NG BY)

LLANWI NN 871

LLANW N BY2

LLANWI NN 18

LLANWI NN B34

LLANWI N 5

LLANWI N 16

LLANWI NN\ 87

LLAWINA 8

LLANWI N B

LLANW I, 16160

LLANWINNA BI71

LLANWINAA B2

LLANW I 1618

LLACWI NN 17104

LLANWINA 1715

LLANWI N 1716

LLANWINNAA 1717

LA M 1718

LLANW W, 1769

LAY I, 1720

LLANWI o 1271

LAY N 1722

LA 0, 1728

LLANWI NN B4

LLANW A 1825

LLANW I 1525

LLANWI N B2

LAMINA 128




LAMINA 129

LAMINA 130

LAMINA 131

LAMINA 132

LAMINA 133

LAMINA 134

LAMINA 135

LAMINA 136

LAMINA 137

LAMINA 138

LAMINA 139

LAMINA 140

LAMINA 141

LAMINA 142

LAMINA 143

LAMINA 144

LAMINA 145

LAMINA 146

LAMINA 147

LAMINA 148

LAMINA 149

LAMINA 150

LAMINA 151

LAMINA 152

LAMINA 153

LAMINA 154

LAMINA 155

LAMINA 156

LAMINA 157

LAMINA 158

LAMINA 159

LAMINA 160

LAMINA 161

LAMINA 162

LAMINA 163

LAMINA 164

LAMINA 165

LAMINA 166

LAMINA 167

LAMINA 168

LAMINA 169

LAMINA 170




REPORTE DE CONTEO DE PLAQUETAS EN FROTIS SANGUINEO

METODO DE FONIO

LECTURA 1

LECTURA 1

LECTURA 1

PROMEDIO

LAMINA 1

LAMINA 2

LAMINA 3

LAMINA 4

LAMINA 5

LAMINA 6

LAMINA 7

LAMINA 8

LAMINA 9

LAMINA 10

LAMINA 11

LAMINA 12

LAMINA 13

LAMINA 14

LAMINA 15

LAMINA 16

LAMINA 17

LAMINA 18

LAMINA 19

LAMINA 20

LAMINA 21

LAMINA 22

LAMINA 23

LAMINA 24

LAMINA 25

LAMINA 26

LAMINA 27

LAMINA 28

LAMINA 29

LAMINA 30

LAMINA 31

LAMINA 32

LAMINA 33

LAMINA 34

LAMINA 35

LAMINA 36

LAMINA 37

LAMINA 38




LAMINA 39

LAMINA 40

LAMINA 41

LAMINA 42

LAMINA 43

LAMINA 44

LAMINA 45

LAMINA 46

LAMINA 47

LAMINA 48

LAMINA 49

LAMINA 50

LAMINA 51

LAMINA 52

LAMINA 53

LAMINA 54

LAMINA 55

LAMINA 56

LAMINA 57

LAMINA 58

LAMINA 59

LAMINA 60

LAMINA 61

LAMINA 62

LAMINA 63

LAMINA 64

LAMINA 65

LAMINA 66

LAMINA 67

LAMINA 68

LAMINA 69

LAMINA 70

LAMINA 71

LAMINA 72

LAMINA 73

LAMINA 74

LAMINA 75

LAMINA 76

LAMINA 77

LAMINA 78

LAMINA 79

LAMINA 80

LAMINA 81

LAMINA 82

LAMINA 83




LLANWI NNAA 12D

LLANWI NNAA 153D

LLANWI NN 18381

LLANWI NNAQ\ 18372

LLANNWI NNAQ\ 18383

LLANWINNAA BB

LLANWINNAA B85

LLANWI NN 1816

LLANNWI NNAQ\ 87

LLANWINNAA 188

LLANWI NN 18D

LLANWINNA BE)

LLANWI NN BB

LLANWI NN\ BI2

LLANWINNAA DE3

LLANWINNAQ BBt

LAMINA 186

LAMINA 186

LAMINA 1082

LAMINA 188

LAMINA 108

LAMINA 166

LAMINA 166

LAMINA 162

LAMINA 168

LAMINA 168

LAMINA 136

LAMINA 156

LAMINA 152

LAMINA 158

LAMINA 158

LAMINA 166

LAMINA 166

LAMINA 162

LAMINA 168

LAMINA 168

LAMINA 186

LAMINA 186

LAMINA 182

LAMINA 188

LAMINA 188

LAMINA 126

LAMINA 126

LAMINA 127

LAMINA 128




REPORTE DE CONTEO DE PLAQUETAS EN FROTIS SANGUINEO

METODO DE DAMESHEK

LECTURA 1 LECTURA 1 LECTURA 1 PROMEDIO

LAMINA 1

LAMINA 2

LAMINA 3

LAMINA 4

LAMINA 5

LAMINA 6

LAMINA 7

LAMINA 8

LAMINA 9

LAMINA 10

LAMINA 11

LAMINA 12

LAMINA 13

LAMINA 14

LAMINA 15

LAMINA 16

LAMINA 17

LAMINA 18

LAMINA 19

LAMINA 20

LAMINA 21

LAMINA 22

LAMINA 23

LAMINA 24

LAMINA 25

LAMINA 26

LAMINA 27

LAMINA 28

LAMINA 29

LAMINA 30

LAMINA 31

LAMINA 32

LAMINA 33

LAMINA 34

LAMINA 35

LAMINA 36

LAMINA 37

LAMINA 38




LAMINA 39

LAMINA 40

LAMINA 41

LAMINA 42

LAMINA 43

LAMINA 44

LAMINA 45

LAMINA 46

LAMINA 47

LAMINA 48

LAMINA 49

LAMINA 50

LAMINA 51

LAMINA 52

LAMINA 53

LAMINA 54

LAMINA 55

LAMINA 56

LAMINA 57

LAMINA 58

LAMINA 59

LAMINA 60

LAMINA 61

LAMINA 62

LAMINA 63

LAMINA 64

LAMINA 65

LAMINA 66

LAMINA 67

LAMINA 68

LAMINA 69

LAMINA 70

LAMINA 71

LAMINA 72

LAMINA 73

LAMINA 74

LAMINA 75

LAMINA 76

LAMINA 77

LAMINA 78

LAMINA 79

LAMINA 80

LAMINA 81

LAMINA 82

LAMINA 83




LAMINA 84

LLANWINAA 82D

LLAWINA BY)

LLANWI N 371

LLACWI NN B2

LLANWI AN 638

LLANWA o0\ 1ot

LLANW A 1855

LLANWINNAA 85

LLANYA v 17

LLANWI 0 1838

LLANWINNAA 1B

LAY M BY)

LLANW o B!

LLAWINNA B2

LLANWI I BB

LAMINA 144

LAMINA 14%

LAMINA 104

LAMINA 143

LAMINA 143

LAMINA 149

LAMINA 160

LAMINA 167

LAMINA 168

LAMINA 169

LAMINA 134

LAMINA 13%

LAMINA 138

LAMINA 133

LAMINA 133

LAMINA 139

LAMINA 160

LAMINA 167

LAMINA 168

LAMINA 169

LAMINA 184

LAMINA 18%

LAMINA 109

LAMINA 1983

LAMINA 193

LAMINA 199

LAMINA 120

LAMINA 127

LAMINA 128




GOLD ESTANDAR: “PLAQUETAS FLUORESCENTES”

CONTEO AUTOMATIZADO DE PLAQUETAS

CONTEO CONTEO
AUTOMATIZADO AUTOMATIZADO
LAMINA 1 LAMINA 39
LAMINA 2 LAMINA 40
LAMINA 3 LAMINA 41
LAMINA 4 LAMINA 42
LAMINA 5 LAMINA 43
LAMINA 6 LAMINA 44
LAMINA 7 LAMINA 45
LAMINA 8 LAMINA 46
LAMINA 9 LAMINA 47
LAMINA 10 LAMINA 48
LAMINA 11 LAMINA 49
LAMINA 12 LAMINA 50
LAMINA 13 LAMINA 51
LAMINA 14 LAMINA 52
LAMINA 15 LAMINA 53
LAMINA 16 LAMINA 54
LAMINA 17 LAMINA 55
LAMINA 18 LAMINA 56
LAMINA 19 LAMINA 57
LAMINA 20 LAMINA 58
LAMINA 21 LAMINA 59
LAMINA 22 LAMINA 60
LAMINA 23 LAMINA 61
LAMINA 24 LAMINA 62
LAMINA 25 LAMINA 63
LAMINA 26 LAMINA 64
LAMINA 27 LAMINA 65
LAMINA 28 LAMINA 66
LAMINA 29 LAMINA 67
LAMINA 30 LAMINA 68
LAMINA 31 LAMINA 69
LAMINA 32 LAMINA 70
LAMINA 33 LAMINA 71
LAMINA 34 LAMINA 72
LAMINA 35 LAMINA 73
LAMINA 36 LAMINA 74
LAMINA 37 LAMINA 75
LAMINA 38 LAMINA 76




CONTEO CONTEO
AUTOMATIZADO AUTOMATIZADO
LAMINA 77 LAMINA 115
LAMINA 78 LAMINA 116
LAMINA 79 LAMINA 117
LAMINA 80 LAMINA 118
LAMINA 81 LAMINA 119
LAMINA 82 LAMINA 120
LAMINA 83 LAMINA 121
LAMINA 84 LAMINA 122
LAMINA 85 LAMINA 123
LAMINA 86 LAMINA 124
LAMINA 87 LAMINA 125
LAMINA 88 LAMINA 126
LAMINA 89 LAMINA 127
LAMINA 90 LAMINA 128
LAMINA 91 LAMINA 129
LAMINA 92 LAMINA 130
LAMINA 93 LAMINA 131
LAMINA 94 LAMINA 132
LAMINA 95 LAMINA 133
LAMINA 96 LAMINA 134
LAMINA 97 LAMINA 135
LAMINA 98 LAMINA 136
LAMINA 99 LAMINA 137
LAMINA 100 LAMINA 138
LAMINA 101 LAMINA 139
LAMINA 102 LAMINA 140
LAMINA 103 LAMINA 141
LAMINA 104 LAMINA 142
LAMINA 105 LAMINA 143
LAMINA 106 LAMINA 144
LAMINA 107 LAMINA 145
LAMINA 108 LAMINA 146
LAMINA 109 LAMINA 147
LAMINA 110 LAMINA 148
LAMINA 111 LAMINA 149
LAMINA 112 LAMINA 150
LAMINA 113 LAMINA 151
LAMINA 114 LAMINA 152




CONTEO CONTEO
AUTOMATIZADO AUTOMATIZADO
LAMINA 153 LAMINA 162
LAMINA 154 LAMINA 163
LAMINA 155 LAMINA 164
LAMINA 156 LAMINA 165
LAMINA 157 LAMINA 166
LAMINA 158 LAMINA 167
LAMINA 159 LAMINA 168
LAMINA 160 LAMINA 169
LAMINA 161 LAMINA 170




6.1. Matriz de consistencia

TiTULO DEL PROYECTO: “EVALUACIQN DE 3 METODOS INDIRECTOS PARA RECUENTO ESTIMADO DE PLAQUETAS EN FROTIS
DE SANGRE PRIFERICA, LIMA — PERU, 2022”

AUTOR: LIC. T.M. CONDE SANABRIA RICARDO

PROBLEMA DE INVESTIGACION

OBJETIVOS DE INVESTIGACION

VARIABLE

DIMENSIONES

METODOLOGIA

General: ; Existen diferencias entre los 3 métodos
indirectos para recuento estimado de plaquetas en
comparacion con el gold estandar en frotis de
sangre periférica, Lima-Peru, 20227

General:

Evaluar la diferencia entre los 3 métodos

indirectos para recuento estimado de plaquetas en
comparacion con el gold estandar en frotis de sangre
periférica, Lima — Pert 2022.

Especifico:

1. ;Cual es la variabilidad analitica del método Factor
20 000 en frotis de sangre periférica en comparacion
con el gold estandar para plaquetas?

2. ;Cual es la variabilidad analitica del método de Fonio
en frotis de sangre periférica en comparacién con el
gold estandar para plaquetas?

3. ¢Cudl es la variabilidad analitica del método
Dameshek en frotis de sangre periférica en
comparacion con el gold estandar para plaquetas?

4. ;Cudl de los métodos indirectos para recuento
estimado de plaquetas seria recomendable utilizar
segun su variabilidad analitica en los laboratorios
clinicos?

Especifico:

1.

Evaluar la variabilidad analitica del Método Factor 20 000
en frotis de sangre periférica en comparacién con el gold
estandar para plaquetas.

Evaluar la variabilidad analitica del Método de Fonio en
frotis de sangre periférica en comparacién con el gold
estandar para plaquetas.

Evaluar la variabilidad analitica del Método de Dameshek
en frotis de sangre periférica en comparacion con el gold
estandar para plaquetas.

Evaluar cudl de los métodos indirectos para recuento
estimado de plaquetas seria recomendable utilizar segun
su variabilidad analitica en los laboratorios clinicos.

Método Factor
20 000
Método de
Fonio
Método de
Dameshek

Gold Estandar
“PLT-F”

UNIDIMENSIONAL

Enfoque de la investigacion:
Enfoque cuantitativo

Tipo de investigacion:
Investigacion aplicada

Nivel de investigacion:
Descriptiva

Método de investigacion:
Hipotético deductivo

Diseio de investigacion:
No experimental

Poblacion:

Conjunto de muestras de
sangre periférica.

Muestra: 170 muestras para
recuento de plaquetas.

Técnicas de procesamiento
de datos:

Confiabilidad: (Media,
desviacién estandar y CV%).
Validez: (Método de T
Student y Método de Bland
Altman)




