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Cifnico del

2l Lrabajo - de  rukiea oen la

s ades da 1A

cuanta difterencaal g

ioabt

Py

por =1 An izagor Cowltor Jr. s ferma

que fueron contados o0 forma  manaat aa

MALCrSSanELo -

- . .
Ante esta abservacidn - deswdinos cuantificar este  fenomenc

para evaluar su magnitud y pasible Wrascendor
R ~ ,
Fara esto’ disehdnos ~un  protocolo i) thvastigacion

prospeckiva on el que se raaliraren’ dekerminaciones  en

paralelo de. la técnica automatizada vs, el metodo  manual

durante la rutina. d= trabajo de nuestro Deparfamento .

La ecuenta difersncial - de loe  leucocitos es parte
fundamental de la Biometr{ia Hematica ( BH X la que en
procedimientos manuales consiste en la realizecion de wna
eufensi&w séngufnea ( frotis ) en un porta @ cubreobjetos
« este es sometido a una  tincidn de Remanawshy N
hsbitualmenhe‘ccn colorante de Wright 2! cual ng;pué% es

revisado visualmente e@n un microscopio contande por lo

menas 100 =dlulas con un gcular de 10 x y un ocbjetivo de

l.a cuenta diferencial  manual trad:cional de los glébulos
blancos ba recibido racientamsnte muchas crfticas debide a
su alto casto imprecisxcﬁ { poca reproducibilidad ) por
variabilidad inherante y baja  sensibilidad  sobrz  todo

cuande se utiliza como prueba de ezcorutinio .
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. « 7 .
Lne LLANiCnn

plien las cuanias

difoerenciales wn los spLbalicadas , asteo da una

informscion timitade a muy

o (particularmente on

cuantn 3 moriuss de bianon on inin Pl taniaa Loz
s
contadoros automdticas en canbiag analiczan un gran numeco de
! ’ n
chlulas afreciendn mayor precision ,  velacidad y  menor

costo que el conteo. difencial manual (1),

Los  primeros  @guipas  AutonatiTades  sE o basaban o oan el

reccnatimxen&o,de celulas tehidas. sobrae un frétls L BN
enbargn sy costo era  muy: #lto. .y salo se . utilizaron. an
laboratorins a¢ndér =e . roalizan. gran ndmero.’ de - cuentas
diferenciales € 107 2 VIAY ser ocomparardos cén_los aquipos
‘mas reciontes de citpmetria de fluio se encoptrd Que anbos
no identifican células anarmales Yy qQue inftorean un
difor@n;iél de . escrutinio. desplegandc varias. sefales o
bandaras on las muestras que deben quiserﬁe Al microscopia

(4) Por cotra  parte la velocidad y la reproducibilidad es

i £
mejor. . en los equipos de citametria que en los de actura

avtomaticada de los frotis .

. ,
Los  cantadares Cowltar para determingr 2 nume ;o BT
leucoritos s@ basan on el " Principio Copliac®

. . . s .
Frincipio Coulter : Las celulas que atraviesan una

d ’ X
apertiura por la cual esta panandag una ooer lentey provooan

. . ’ .
cambions en la resistencra ‘Rlectrica que se reqistran coma

impulsoé eldotricos, (6).

£1 Coulter Jr. al iguai que otros wnstrumantos Doulter  de
la smrie § , 5@ basan para la curnta diferencial en el

2
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andlisis de 1o vollmenes” de les . leucozitos . ., los
eritrn:itos’snn lisados con un ruﬁct;vo ’

lxsante.débll oo BEle reactive permite que.lo%: IEQCQ:ifns
queden intecros. pera  con’ su  Citaplasma vcnh;rn(au .los
linfn:itos S8 raducen a un medio de su voludéﬁ originai, s
mientras que 1os granulocitos debido -a BUS drénulos
citaplasmicas~ﬁe contrasn A  d0s bterceras  parkss  d2 s
volumen inicia,los monocitos y-otras célulés Vmononucléé}és
sa redﬁcenra'un voiumeﬁ duéxésté entre los 11nfociths vy los

granulocitos (4),

Fierra. (1) ha”determinado ™ gque “los basdfilos tambien se

ubican en el drea de’ lgs mononucleares |,
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TABLA 1,

CLASTIFICACION DE L(‘S.LEUCDEITDS DE ACURRDO A GUS VOLUMEN

AFRDY IMADOS

TIFO DE CELULA COLUMEN CFL) CLASIFICACION
MNormchlastos .. : S350 .= 70 3 - lintfocito:
l.inforitos : 35 - S0 Linfocito
Monrocitos ‘80 ~ 180 © Mononuclear
Eoaindfilos o e =170 T . " Mononuclear o*

Granulocite

Rasdfilns 80 ~ 180 Mononuciear
Neutrof .. Segment. > 120 Granulocito
Neutrof. Banda 120 Granulocito
Metamielocitos > 120 . Granulecito
Mielocitos ‘ S ANO=-T00 Granulocito 7

Blastos 50 =350 Variable
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ram.a 2 .,

VALORES DE REFERENCIA  DEL NUMERD DE LEUCOCITAS
kg DEL COMTED DIFERENCIAL

ALVAR L.t CBAIN BI.

Celula o SRS e NeUAmmEs :

Leucoci tos 100 A0 =10.900

Lintocitos 12-44 '496'-:75?01‘_4

Monoci tos 1-13 40 #-»‘i‘ai?"i" 0- . 800
Eosindfilos o- 7 ol- - 763 0 - s00
Basdfilos o- 0= ,zzi' oo 200
Segmentados an-7& 1400 ~ 8 264 2000 - @ 000
Bandas o-11 = 1199 0 =1 Q00

ALVAR L. hev, Inv.Clin,(Mex}),1963515:43. (% mogirficado}

Bain BJ,:England J.M. 197531t I06-309.
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OBJETIVOS
fi—:Establecerila cerrelacion: de. larcuenta. diferenciale en .

el Coulter Jr. con la cuenta difersnziasle manuatl,

.- Establecer ' la sensibilidad vy especificidad - -dei-Coulter

Jr. para detsctar granulocifdi trmaduros y eosinafilos.
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MATERIAL Y NETQDDS

Frospectivamente estudianos un'tntai de 150 personas “en
tras qruéua . que‘incluyernn & D0 pacientes  hospltalizades
¢ S0 pacientes sabulatocrios voS0 individuns anarentamonto
SAnps qugracudxuran al Departamento gs Medicineg  Preventiva
. Obtuvimos muestras.de sangre vennsa en tubos Vacuta;ner
que contenian (K32 EDTA}‘ :

Eﬁtud;amés u;«ﬁrdméqu de 10, muestras cada d{a'{fquraﬁte‘ 2
sémihas;'Tédas,fﬂeron analizadas-an una ﬁr&mera éL#pa,an';n;
Coufter qf. el cual se mantuvo en control da_acuerdo a las
indicaciones del fabricante: con verificaciones diarias. de
calidad ', cdﬁ sahqfeé contral en niveles :alto "y normal vy

baja { 4c Flus Tri Pack - Cauiter Y .

E£]1 tiempo transcurrido entre la toma de la . muestra v la
realizacion del estudia fue’ entre 1 Y 4 horas , tiempo
durante el cual las muestras permanecieron a temperatura
ambiente .

Realizamos frotis sanqu{neos de cada una de las muestras
durante el dia de trabajo los cuales fuzron analizados por

un Pavélcgo Ci{nico Certifrvado pUr el Lt

P B 1)
Patalogfa Cl;nLca (X) el cual dascoancfa los  resul kadns
obtentdos en el Coulter Jr. y solo tenfa la infdrmaczﬁﬁ de
la srrie roja v la cifra absoluta de los leucocitaos
obtenida 2n 21 contadar Coultar Counter S plus , el cual

fue controtado en forma similtanea al Coulier Jr .{Riagrama

de e2studio).,

(¥ .~ Dr Arturo M. Terr
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Al termingr de contar las 130 muestras poroel mdtodo manual
el avtomatizade ,  comparames las racsultados obtenidos por
medio de upa . ceomputadora’ persanal Apple Il E con uwn

pragrama automatizado ue brasstadistica ¢ Daisy s
V.Coillian 1981 ) cuando encontramas una difersncis entre

el conteo manual y. el ohbtenido . por el Couliervar‘ de- mas

de 2 b.S. ( Mimike Jde Rumke ref. ) ‘contsmps Auevamente el

diferencial a 100 células & incluimes los datos para el

“andlisis estadistice |

En el programa automatizado . de estadistica analizamos. -las
medidas de tendencia. central y de diﬁpersién . media ,-D.S.
, GV, ] adem&sv de 1las pruebas de correlacidﬁ para
variables continuas ( r ) y las pruebas de diferencia
intragrupal (ot Y . Determinamns  la significancia
estadfstica en un nivel 1gual o menor a 0,035 en

Gldbulos Elancos (GE) , Granulotites (GR)

, Linfocitos (L)

y Menocitns (M) . Finalmente aplicamos el Teorems de Bayes

(&) () para evaluar los resultados de Granulocitos
Inmaguraos (GT) , Eosinéfilos (E) , Blastos (B) y Linforitos
Atfpxcos (LA . Aplicamos Curvas de Operacioﬁ Relativa

(COR)Y en diversos miveles de Granulocitos Inmaduros (GI)
.
para determinar el nivel! optimo de Sensibilidad. ( TABLA 72

1.
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DIAGRAMA DE ESTUDIO:

COMTER JR. T [ T ] DIFERENCIAL AUTORATIZADG
ESFECIMEN - - & = S e ey lT S

‘COULTER S F‘LUS, T— DIFERENCIAL EN.MICROSCOPTO| .
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TABLA . STEOREMA LUE BAYES 3 DEFINTCIONED

SENSINILIDAD. ~(S) Probabitidad de qur 2l Coulter. Jr.
detecte IAvCélpla yenpresendia de la céigja

en el frptiéfr‘

ESFELIF 1GIDAD, ~(&

VALOR PREDICT VO’ POSITIVO S (VPR)
3 Vflé"céiu\; én el frotis nipresencia de
detgécion en el Coulter Jr.
VYALOR PREDICTIVO NEBATIVO.-(VYFN} Probabilidad de que no
exista la célula an el frotis en ausencia de

deteccidn en el Coulter Jr.

INDICE DE FALSA FOSITIVAS.-(IFF) Porcentaje de deteccidn en
el Coulter Jr, 2n ausencia d2 chlulag en el

frotis.

INDICE DE FALSAS NEGATIVAS.~(IFN) Forcentaje de no
deteccidn en el Coulter Jr. en presencia de

células en el frotis.

FOTENCIA DIAGNOSTICA.-(PD) Foreentaje de aciertos positivos

y neqgativos.

10
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En muestras estudiadas en el Coulter Jr. @) aparateo

v - .
prasento una sanal {(handera) debido a sospecha de calutas

o la cugnta difaranciall las 150

muastras estudiadas (20 L O,

De las cuales 20 fusron Panientes Hospitalirzades ;. 8
Facientes Ambulatorios y 2 derﬂedicina Preventiva:

£nila tabla 4 4.5 I--1-] pﬁesentuﬁ_[os;ﬁesultadés,de_lag_

medidas de tendenciicentraly dispersiﬁn.ademas de las

correlaciones {r) 'y comparaciones intragrupales: (£) de lis

tres qrupos gl AT A ] T i

1.~ Pacientes Hcsbitali:adoé.:'Notesé quela cbrrelacién

que auiste en las gusntas de Granulocifes. y Linfocitos'.

son satisfactorias ¢ r = 0.928 y 0.95°) mientras que
existen diferencias significativas''en los monocitos.(..p

0005 ) [ Tabla 473

3]
i

.- Pacientes Ambulatorios : En mste qruportambién hay
) B Gl R .
buena correlacion en Granulocites vy . Linfocitos (. r =
0.910 » 0,874 ) ron difarenciaz imporkantee an 1a cyenta

‘de Monocitos ( p € 0,057)

( Tabla 5).

il

(B}

.- Madicina freventiva @ Al igual que en los grupns 1.y
1a correlacion 25 buena ap Granglecitns y Linfocitos ¢
o= 0.84% y 0.857 ) pero aala en los Monocitos ( p <
Do ) L Takla &6 1

11
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EVALUACION ESTADISTICA DE LA CUENTA DIFFHCNCIAL

DE COULTER JR,
MANUAL., PACIENTES HOSFITALIZADGE .

V8,

v.MAX, 97 98
'CORRELACION . ., 0.928 .
T 0.462
e 0.35 (N.S:)
TABLA S.
PACIENTES AMBULATOREOS

6R.JR.,  GR. H. L. JR. L. M. M. JR. MM
MED 1A 58.4 55.9 4.9 38.7 4.56
D.S. z. 14.9 1301 13.2 201 a.1
c.v. 23.8 261 x7.5 14’1 46.9 87.9
v.mIn. s 16 1z 18 2 o
v.max, 81 80 83 70 23 20
CORRELAC FON ©.910 0,876 0.520
T 0.519 1.42 z.84
F 0,70 (NS, ¢.10 (N.S.) < 0,05

12



TARLA &.
FACTENTESE DE mEDICINA F’RFVFNTIVR

L. oM, M, IR, MLt
5,26
S2.4
255"
V.MIN. 42 32 13 Q
v.max, : 86 a4 i1
CORREL AC 10N 0.843 0.1 0.424
T ©.270 0.938 - 2,33
3 0,80 (N.S.) 0.1 - (N.S.) < 0.0t
GR. = GRANULOCITOS - JR. = COULTER JR.
L. = LINFOCITOS M. = DIFERENCIAL MANUAL
M. = MONOCITOS

13



TABLA 7
GRANULOCITOS INMADURQOS 2 LO00/MMT

INTERNOS EXTERNOS M.PREV. PROMEDIQ

CNVMPN 2 e7 100 104 9
k] : 80 100 100 3
1Fe B 7% 8o o 50 70
E i Y 92 98 IR - -
VFP 21 20 S L300

1FN : z o -0 B

FD R ) 68 92 T

TABLAIB. . :
: EOSINOFILOS > 700 / HM3

INTERNDS EXTERNOS M.PREV. PROMEDIO S

VPN 100 100 100 100
s 100 LOO 100 100
E &5 ¥z 98 a5
IFF : Q4 =00 S0 75
VPP & 20 850 25
1IFN 0 o] 8] Q
PD bt 92 98 85
TABLA 9.

LINFOCITOS ATIPICOS

INTERNDS EXTERNOS M.PREV. FROMEDIO

VPN 2 95 100 100 98
E 57 20 °8 82
S 33 100 100 78
IFP as 83 50 27
VPP ia 1é 50 27
IFN S [A] o] 2
P 84 {0 98 1

14



TABLA L0,

BLASTOS
. INTERNOS EXTERNGS #M.FREV, .  PROMEDIQ
VRN ¥ L) 100° 100 99
SR D LT 9z 9@ 74
s - o : &7 100 Lon 89
1Fp i &0 8o .50 &3
VPP : U 20 50 37
CIRN T ) - 2 ) o I
PD - 92 Ced T e liga-
TABLA 11.
EVALUACION GLOBAL DE LAS VARIAELES
£08 &1 LA BLAST RESULTADO
VPN t 100 %9 98 99 9%
s 160 93 78 89 90
E 85 %6 82 %4 89
IFP 73 70 73 63 70
vPP 25 0 27 57 30
IFN o 1 2 1 1
PD a5 86 91 9% 90

¥ VER DEFINICIONES EN TABLA 3.

15
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En las fablas 7 LB L% Ly ilr'gkesenta%csr los
resultados que  encontrames al’ a “utilizar el Tecrema  deo
Rayes para conocer la : ' : i
rosihilidades diagnéﬁticéﬁ' de * las _d}vé%éag'.'variablés

estudiadas an 21 diferencial automatizado .

= Branulocitos Iﬁmadﬁrns :.Tabla 7. Su,prin;ipal ~cualidad .
se relaciona al valer predict@vorrneqapivp ( VPN =99 Z)”
qu? coma> se recardara es la probabxlidad‘ déi que- no 
egistan chiulas inmaduras en la micrnscop{a del froh?s_@n,
ausencia de deteccidn en el Coulter Jr. S L .

.= El valor de corte para granulocitps 58 abéuvo AE'la Curva
de Qperacion Relativa + "ya que el Vaparato no tiene
asignado un valor determinado para desplegar la bandera
de sospecha.

En la Tabla 12 mostramos 1la evaluacion de las Curvas do

Operacion Relativa | resultante de modificar el " valor
de corte " de los granulocitos inmaduros @n fumeros
absolutos desde - 400 hasta > 1000 / anT. Notese que 2l

aplicar el criterio en * 1008 / mm T. se logra la mdxima
sensabilidad ( 930 LY . el mesor VPN (974 v un IFN  da

(3400

~ Eosinofilos : Tabla 8 con un valor de corte de 700 7/ mm3.
sstablecido por el (Coulter Jr, dande su principal
caracter{stica #s @] VPN con 100 % s Aasi Zomn unad

Senaibilidad del 109 Y.

~ Linfocrtos Atfpicos: Tabla 9 .al iqual que'para la tabla
2 su mejer maracraristica ests an el, VPN adamas de tener

wna zensinilidad del 7B %. 16
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Hlastos: Tabla 10 . Su cualidad  mas uwtil tambian radida an . el

VPN con 99% en proméedio.

17
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TABLA - 12, GRANULOCITOS INMADUROS: CURYA DE OPERACION RELATIVA.

PRUERA - 7 VALDR DELCORTE

T3 agn

VPP &

VEN 7400077 gl Ten 97
1Fp 36 . sz 0 dB 78
IFN 25 - 19 : & 3

PD 707 1 4B 70 68

is
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DISCUSION

Trabajos previns han evaluado contadores hamato!éqicng same)antes

(. Coulter Caunter § 1V . Dif.  contra cuenta diferencial o por
procedimiento manual - ) encontrando C restitados ;lmjlefn; A los
nuestros.los cuales %e pueden considerar como muy buenos en cuanto 4
g;anuiacitos y‘ljnfccitcs (. comn cor?eﬁé?icnés slrededor do 0,9)1 ¥
pobre en ta poblacidn de manénucleafas:(co(rei@cipnes.ﬁenacgs,a 0,5
fmm.;\s 4,5, &r. . . ‘

Estas diferencias son explicables debido a que en el grupc de células
mononusleares se  incluysn a atras lineas :elularesique nc: s0n
posibles diferenciar como una poblacion = aparte mediante esta
metodoliongia.

v,gr: algunos eosindfilos ) basdfilos , linfocitos grandes o at{picos

atc,

En la curva de operacion relativa aplicada a la evaluacidn de los
granulocitos inmaduras encontramos que con  wn valor de corte de mas
de 10060 s mm3. oxiste un {ndice de falsas positivas del 78 % , al
obligarnos esto a realirzar un conteo manual no pusde considerarse
zoma un defecto siendc inclusive en nuestra oplnisn un acierte . Lo

- 2 .
aue =i podria ser preocupante son los errores  relacionados a los

. s N
falsos negativos " en 10s que aun cuando existen " bandas en el
diferencial no son detectadas por el Coulter Jr., siendo un  problema
pequeno al ocurrir en tan solo el % % de los casos v sequramente  con

minimas desviaciones " hacla la iroquierda ™.

. . - L - :
Finalmente es nutstra opinion que los equipos Coulter con diferanclal

. ’
automatizado reprasentan un avance significativo de la Tecnologla  ya

. : /
que permiten incrementar ¢l numero de casos tudiados por dia vy sor

19
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operario en forma  importante . facilitando lé clas;ficacidn de )as
individuns sanos guyo estodio no roquiere dé un conteo diferencial
microacépico ademas de llevarue 5 caba an farma répida.la. detecé;éﬁ
de aquéiios pacientes qua raguiersn’ de un estudio CU}AddOED a2l cual
es .orientado adecuadamente en Yorma prelimxaar pDr_él eqﬁ}pn qQue val
contar con " banderas " o safiales especificas de anormalidades 7

‘existentes ayuda al microscopista -a realizar. un diagndstico mas

= certero.

En base a nuestros resultados vy a nuestra experiencia no se debe

pensar que estds equipos pueden llegar a sustituir al examen

N z : . -
microscOpico de 1los extendidos de sangre periférica Debemos
considerarlos como una herramienta valiosa que facilita - 1la

aplicabilidad de los recursss vy optimiza la confiabilidagd de los

resul tados.

Creemos que cada labhoratorio que adauiera este tipo de instrumentos
debe llevar a cabo un estudio semejante en el cual pueda uhicar
criterios especfficus para el tipo de paciente que atiendan ¢
Hospitalizados o externos » Aagudos o© crénicas , adultos o

! ,
pediatrices, ete .
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