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ABREVIATURAS

%CV: Porcentaje de Coeficiente de Variacion

%RETIC: Porcentaje de reticulocitos

%rP: Porcentaje de plaquetas reticulocitarias

CCI: Control de Calidad Interno

CIL: Comparacion interlaboratorios

CLIA: Las enmiendas para la mejora de laboratorios clinicos
CLSI: Instituto de estandares clinicos y de laboratorios

dL: decilitros

ema: entidad mexicana de acreditacion

Etp: Error total permitido

g: gramos

GI: Grados de libertad

Hgb: Hemoglobina

HiCN: Hemoglobina en Ciametahemoglobina

HTC: Hematocrito

HU: Hospital Universitario

IFCC: Federacidn internacional de Quimica Clinica y Medicina de
Laboratorio

IR: Intervalos de referencia

IRF: Fraccion de reticulocitos inmaduros



ISD: indice de Desviacion Estandar

ISO: Organizacion Internacional de Normalizacion
JCTML: EIl comité conjunto para la trazabilidad en medicina de laboratorio
K2EDTA: Acido etilendiaminotetraacético Dipotasico
MCH: Hemoglobina corpuscular medio

MCHC: Concentracion de hemoglobina corpuscular medio
MCHTr: Hemoglobina reticulada corpuscular medio

MCV: Volumen corpuscular medio

MPV: Volumen plaquetario medio

N: Tamano total de la muestra

NCCLS: Comité Nacional de Normas del Laboratorio Clinico (ahora CLSI)
OMS: Organizacién Mundial de la Salud

PEA: Programa de Ensayos de Aptitud

PIV: indice de Varianza

PLT: Plaquetas

Q: Cuartil

RBC: indice de glébulos rojos

RDW: Dispersion del tamafio del eritrocito

RETIC: Reticulocitos

RIC: Rango Intercuartil

RNA: Acido ribonucleico

S: desviacion estandar/ ¢



Sig: significancia

UANL.: Universidad Autébnoma de Nuevo Leon
UB: Incertidumbre del material de referencia
Uc: Incertidumbre combinada

Uexp: Incertidumbre expandida

Ur: Incertidumbre por repetibilidad

VR: Valores de Referencia



RESUMEN

El presente trabajo de estudio tiene por objetivd evaluar y demostrar el desempefio clinico de
un parametro que no ha tenido gran impacto en México y cuyo nombre es “Contenido de
Hemoglobina reticulocitaria” por sus siglas en inglés MCHr. La MCHr ha ganado un gran
interés en la deteccion oportuna de diversas enfermedades entre las principales la anemia
ferropénica, y cuya importancia radica en la valoracion diagnostica mediante el analisis de una
biometria hematica. El protocolo consiste en verificar la MCHr en el equipo de abbott-Alinity®
y determinar los valores de referencia en una poblacion adulta sana de un hospital de tercer nivel
en México. Para cumplir con los puntos de verificacion que son: precision, linealidad, veracidad
e incertidumbre y llegar a determinar los intervalos de referencia, se emplearon herramientas
como la guia de la Entidad Mexicana de Acreditacion (ema) y la Clinica an laboratory
standards institute (CLSI). Para la determinacion de los intervalos de referencia, se analizaron
169 hombres y 122 mujeres que acudieron al Hospital Universitario de la Universidad
Auténoma de Nuevo Ledn (UANL) en la ciudad de Monterrey NL. Se utiliz6 el método no
paramétrico de Tukey para las detecciones de valores extremos y se determinaron los IR de
acuerdo al EP28.A3c de la CLSI. En cuanto a los resultados obtenidos se observd la variabilidad
del intervalo calculado con respecto al IR sugerido por el fabricante. EI desplazamiento y los
cambios de amplitud comprueban una dispersion no significativa y la relacion entre ambos
géneros tienen correlacion significativa. La importancia de verificar la MCHr y determinar el
método en el laboratorio ayuda a la certificacion y acreditacion de la misma ante entidades

internacionales.
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1. INTRODUCCION

En los laboratorios clinicos el paso determinante para la validacion y acreditacion en los
resultados emitidos es apegarse a las normativas nacionales en concordancia con las normas
internacionales para cumplir con los requisitos de calidad y competencia técnica de los
laboratorios clinicos. En México la Entidad Mexicana de Acreditacion (ema) y el organismo
Internacional 1ISO 15189:2022/NMX-EC-15189-IMNC-2015 norma actual vigente, mencionan
que para la verificacién de métodos analiticos, el laboratorio debe disponer de un procedimiento
detallado para asegurar el cumplimiento del analisis antes de comenzar a utilizarlos, y asi poder
alcanzar el desempefio requerido segin lo declarado por el fabricante o el método a
implementar, con ello el sector sanitario aumenta la confianza en las decisiones de diagnostico.
Otro punto indispensable que se declara es poder determinar los valores de referencia biol6gicos
y los limites de decision clinica, logrando registrar las bases que los justifican y reflejar el tipo
de poblacion con el que se enfrentan, teniendo en consideracién el riesgo para los pacientes
hacia donde va enfocada la poblacion en estudio. Con todo ello hoy en dia se cuentan con guias
y protocolos como la CLSI y la misma ema donde detallan los puntos a seguir para la
verificacion de métodos que son: Precision, Linealidad, Veracidad, Incertidumbre e IR*?.Para
ello, los laboratorios deben ser capaces de definir dos conceptos importantes: la validacion de
un método que consta de una serie de procedimientos que permite saber cual va a ser el uso
previsto de un sistema de medicion, confirmando su efectividad mediante el suministro de
evidencia objetiva de que se ha cumplido los requisitos del método para su aplicacién especifica
prevista, y la verificacion que mediante una serie de protocolos, nos permite obtener evidencia
objetiva de los requisitos especificados del fabricante y que estos se cumplan, es decir;

demostrar que cumpla con los requisitos especificados como resultado de su validacion®.
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Una vez planteado las definiciones surge una pregunta ¢Qué se requiere para implementar un
nuevo método? su validacion o su verificacion, y es aqui donde estos conceptos nos pueden
confundir. El objetivo de validar la verificacion de los métodos analiticos es conocer la magnitud
del error del método y si este error puede ocasionar variaciones en la interpretacion de los
resultados y asi repercutir en el diagndéstico del paciente. Por lo que la verificacion permite saber

si el método es Util como herramienta diagndstica®.

1.1 BIOMETRIA HEMATICA

La biometria hematica o también conocida como hemograma consiste en un analisis sanguineo
donde redne las mediciones en valores absolutos y porcentuales de las tres poblaciones celulares
de gran importancia que son: leucocitos, eritrocitos y plaquetas, al igual que la evaluacion
morfolégica mediante un extendido sanguineo. Estas células sanguineas producidas en la
médula dsea pasan a la circulacion para cumplir una funcion especifica. La visualizacion de un
hemograma por parte de un experto es indispensable, ya que existen alteraciones que
corresponden a enfermedades que tienen origen hematopoyético siendo consecuencia de

modificaciones patoldgicas de diferente naturaleza®.

En la actualidad los laboratorios clinicos han incorporado autoanalizadores hematoldgicos que
basan su funcionamiento en métodos de alta precision como, por ejemplo: Opticos, de
impedancia, citometria de flujo y que tienen como base el proceso del recuento y caracterizacion
de las lineas celulares hematoldgicas. Debido a la diversidad de enfermedades hematoldgicas el
surgimiento y la comercializacion ha puesto a la mira en médicos y especialistas el estudio
estricto de la citometria de flujo mas integral, precisa, confiable y cuyos resultados sean el punto

clave para la orientacion diagndstica, pronostica y evolutiva de los trastornos hematoldgicos®.
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1.2 PARAMETROS HEMATOLOGICOS CON RELACION AL MCHr

1.2.1 Hemoglobina reticulocitaria (MCHTr)

La hemoglobina reticulocitaria conocida por sus siglas en inglés como Reticulocyte Hemoglobin
Content (CHr), Ret-He (Reticulocyte Hemoglobin Equivalent) y CMHr (Reticulocyte
Hemoglobin Concentration) es un nuevo parametro que ha cobrado un gran impacto clinico en
el estudio hematoldgico. Dicho parametro es exclusivamente de los autoanalizadores de
hematologia de VI generacion, por mencionar algunos: Advia® 120 y Advia® 2120 de la
compafiia Siemens (Erlangen, Alemania) y de los modelos XE y XN de los equipos de Sysmex®
Corporation (Kobe, Japdn), entre otros de reciente validacion como son Abbott-Alinity® Estos
equipos determinan la concentracion de hemoglobina presente en los reticulocitos y 1o miden

en picogramos como unidad de medida’.

En el caso de la hemoglobina los auotomatizadores miden por fotometria (540 nm) la
hemoglobinay lo reportan en g/dL es el pardmetro de importancia diagnostica para las anemias.
Actualmente existen otros métodos entre los que destacan: el método de la azida-MetHb, la

cooximetria y el método de Lauril sulfato sodico®.

Para que se entienda de que se trata cuando se habla de la MCHr se refiere a la concentracion
de la hemoglobina que alberga en los reticulocitos, lo que en los eritrocitos se refiere a la
concentracion de hemoglobina corpuscular (HCM). Al medir la MCHTr hace referencia al indice
de eritropoyesis de las Gltimas 48 a 72 horas, en tanto que la concentracion de hemoglobina
corpuscular es de 120 dias lo que representa la vida media de los reticulocitos y de los
eritrocitos®®. Con base a lo anterior, la MCHTr prevee anticipacion sobre la eritropoyesis antes

de que se vea reflejada en el incremento o disminucién de la hemoglobina o de los reticulocitos
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por lo que esta informacidn apoya a las decisiones clinicas como la respuesta terapéutica en
distintos trastornos, principalmente en casos de anemias y sobre la eritropoyesis en médula 6sea.
Autores sefialan que el MCHr es el marcador mas directo de una adecuada sintesis de

hemoglobina®.

Lo interesante de destacar es el método por el cual el equipo realiza el célculo de la MCHry lo
obtiene mediante el producto de la concentracion de la hemoglobina y el volumen de los
eritrocitos. Por lo que primero es importante calcular el volumen celular de referencia en los
eritrocitos y en los reticulocitos. Mediante la técnica de dispersion de la luz frontal se establece
la sefial proporcional al tamarfio de los eritrocitos (RBC-Y) y otra proporcional al tamafio de los
reticulocitos (RET-Y). Para medir el didmetro se induce a que las células adopten una forma
esférica y luego se lee la dispersion de la luz en angulos diferentes, uno alto (5° a 20°), que
ofrece informacion sobra la refraccion celular y otro bajo (2° a 3°) que proporciona al volumen
celular. Una vez obtenido las mediciones se calcula el volumen celular de los reticulocitos en
femtolitros. A partir de este punto de referencia y de la tincién de su material genético RNA, se
pueden diferenciar ambas poblaciones y calcular el promedio de hemoglobina reticulada en
picogramos, con base a lo descrito anteriormente. Si bien el principio se describié general, hoy
en dia el método utilizado varia segun el auto analizador de hematologia y los principios de
medicion que aplique cada uno de ellos. Dadas estas diferencias surgio la interesante pregunta
sobre si los valores de la MCHr son comparables entre las diferentes metodologias. Existen
estudios donde ya han determinado correlacion entre los valores obtenidos de diferentes equipos

como son Advia® y Sysmex®91,
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La llegada del sistema Alinity es una reciente familia de equipos en México, es por ello que aln
no se tiene bien establecidos los valores de referencia de la MCHr en la poblacion del Norte del
pais, donde el objetivo es la verificacion a partir de la validacion. Sin embargo, otros paises
como Colombia, Peru, Europa han utilizado equipos de VI generacion donde establecen de
acuerdo a la literatura sus valores de referencia oscilando entre 31,9 y 41,6 pg. Es importante
mencionar que para cada poblacion es diferente y es ahi la importancia de establecer los propios

valores de referencial?.

1.2.1.1 Variabilidad

La MCHr es un pardmetro derivado del volumen celular y que puede ser afectado especialmente
por la concentracién de la muestra, temperatura y almacenamiento. Con el equipo de Sismex
XN 9000 se ha observado estabilidad en los resultados cuando la muestra se conserva en
refrigeracion entre los 2°y 4°C durante las 48 horas. De acuerdo a la literatura los valores de
variabilidad bioldgica para la MCHr se encuentran entre 24.1 a 35.8 pg. cuando se habla de una
deficiencia de hierro se encuentra por debajo de 26 pg. Un contenido inferior a 29 pg. predice
deficiencia de hierro en pacientes tratados con agentes estimuladores de la eritropoyesis, un
valor mayor a 30.6 pg. se considera predictivo de respuesta a tratamiento con hierro intravenoso

en personas con dialisis %12,

1.2.1.2 Utilidad clinica de la Hemoglobina reticulocitaria

Existen centenares de articulos y publicaciones que corroboran a la MCHr como una valiosa
herramienta para el diagndstico y manejo de la eritropoyesis deficiente en hierro llevando a
padecer una de las enfermedades mas recurrentes en el mundo y la principal causa de anemia

en México: “La anemia ferropénica”. Es muy evidente que, en poblaciones de bajos recursos,
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pediatricos, embarazadas y adultos mayores padezcan estas deficiencias absolutas de hierro.
Con ayuda de la determinaciéon de la MCHr, han podido dar un riguroso seguimiento de la
terapia con hierro, y esto se debe a que cuando se esta pasando por una deficiencia de hierro los
niveles de la MCHr disminuyen rapidamente. Estudios redactan que la hemoglobina
reticulocitaria tiene una sensibilidad del 93 % y una especificidad del 83.2% para el diagnostico

de anemia ferropénical®4,

Sin embargo, en 1997 Fishbane et al, evaluaron el contenido de la MCHTr sobre el estado de
metabolismo del hierro en 164 pacientes en tratamiento con hemodidlisis, concluyendo un 100%

de sensibilidad y 80% de especificidad para este parametro®.

En 2020 Mast et al, realizaron un estudio donde evaluaron la utilidad clinica de la MCHTr para
el diagnostico de deficiencia de hierro en 78 pacientes, de los cuales el 36% presentaron
deficiencia de hierro con un rango de 21 a 38.6 pg. mientras que en pacientes sanos el rango de

la MCHr fue de 22.8 a 43.7 pg®®.

Se desea encontrar un biomarcador que permita una correcta diferenciacion entre la anemia por
deficiencia de hierro, anemia por enfermedades crénica y la anemia por enfermedad crénica por
deficiencia de hierro. Ademas, la determinacion de la MCHr ha resultado de gran utilidad clinica
no solo en lo ya mencionado si no también en el diagnostico de procesos inflamatorios, en
pacientes con cancer y monitoreo de procesos de recuperacion durante los esquemas de
guimioterapia y en pacientes con insuficiencia renal cronica que requieren dialisis, que al igual
reciben como parte integral de su manejo de eritropoyetina. En este sentido se recomienda que,
durante la monitorizacion, los valores de MCHr sirva para definir si se debe suministrar hierro

al paciente hemodializado, y mantener un valor dentro de los parametros normales?’.
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Se ha observado que en cuanto al tratamiento de paciente con anemia por deficiencia de hierro
la MCHr aumenta gradualmente hasta alcanzar niveles normales mucho antes de que se
evidencien los cambios del metabolismo del hierro como la ferritina. De igual manera es un
indicador para aquellos que no responden al tratamiento oral con hierro y requieren por el

método parental®,

1.2.2 Indices eritrocitarios
Por casi 30 afios los indices eritrocitarios por Wintrobe indican con precision el diametro de un

eritrocito promedio, el volumen, peso y la concentracion de la hemoglobina.
® Volumen corpuscular Medio (VCM)

Es un valor calculable por medio de la formula siguiente.

Hematocrito

- - (10) = femtolitro (10715 FL)
recuento eritrocitos

Y corresponde al promedio del volumen de cada eritrocito. Permite clasificar el diametro del

eritrocito en macrocitosis, microcitosis 0 hormocitosis.
® Hemoglobina corpuscular medio (HCM)
Pardmetro calculable mediante la siguiente formula

Hemoglobina
g (10) = picogramo (10712 g)

recuento eritrocitos
Y expresa la carga media de hemoglobina de cada eritrocito, este parametro permite clasificar a

los eritrocitos en hipocrémica o normocitica.

® Concentracion corpuscular media de hemoglobina (CHCM)
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Parametro calculable mediante la siguiente formula

Concentracion de Hemoglobina corpuscular media
Hematocrito

(100) =%

Los recuentos celulares y la hemoglobina pueden ser medidos en forma directa por los
autoanalizadores utilizando varios métodos como impedancia, difraccion de luz laser entre
otros, sus sistemas de célculo integrado permiten obtener los indices eritrocitarios en forma
automaética. La evaluacion més frecuente que se encuentra al interpretar un hemograma es la
anemia. El uso de la correlacion de estos indices eritrocitarios permite orientar la basqueda
etiologica, clasificando asi la anemia como: normocitica-normocrémica, microcitica-

hipocrémica, macrocitica, regenerativa o arregenerativa®®2,

1.3 ANEMIA

De acuerdo con la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) la anemia es una de las deficiencias
graves de salud publica a nivel mundial. Entre ellos se calcula que alrededor de 800 millones
son niflos menores de 5 afios y mujeres embarazadas, su prevalencia se ha mantenido estable

entre el 41.9% (2011) y un 41.7% (2016).

La anemia es un trastorno en la que el nimero de eritrocitos o la concentracién de hemoglobina
que tiene la capacidad de transporte de oxigeno de la sangre es insuficiente para abastecer las
necesidades del organismo. Entre las anemias mas comunes son las que carecen de un estado
nutricional, particularmente de hierro, aungue no menos importante las de folatos, vitamina B12

y Al. El principal interés de validar la concentracion de la hemoglobina en los equipos
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automatizados es la valiosa informacion de decision clinica para la prevencion de anemias. La
prevalencia de anemia por deficiencia de hierro es un indicador de importancia sanitaria ya que

con otras determinaciones pueden evaluar el estado nutricional del paciente 2L,

1.3.1 Anemia ferropénica

Conocida también como anemia por deficiencia de hierro, la aparicion de la anemia es la tltima
estadia de las reservas de hierro, donde la produccion de hemoglobina esta comprometida y por
consecuente la sobrevida de los eritrocitos debido a la deficiencia de hierro. En el reporte del
extendido sanguineo se visualiza a los eritrocitos con microcitosis e hipocromia, la evidencia
bioquimica del agotamiento de las reservas de hierro esta medida por reacciones bioquimicos
de rutina como: perfil de hierro (hierro en suero, transferrina, ferritina), sin embargo, el estandar
de oro en la actualidad es un aspirado de médula 6sea para su posterior tincion con el colorante
de azul de pursia. Hoy en dia ha perdida vigencia debido al riesgo invasivo que se requiere para
realizar para su diagnostico. La falta de hierro puede ser absoluta cuando hay una reduccion real
de hierro corporal total en el organismo o funcional cuando en el organismo no se aprovecha
adecuadamente para la eritropoyesis. Por consiguiente, si no se aprovecha adecuadamente la

hemoglobina que se encuentra en ellos glébulos rojos sera deficiente, Tabla 1 22,

Tabla 1 Marcadores de los niveles de normalidad y deficiencia de hierro
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Marcadores de almacenamiento

Niveles de normalidad

Deficiencia de hierro

Hierro séricofis) Hombres: 50-160 ug/dL Disminuido
Mujeres: 60-150

Almacenamiento de médula dseal20) En condiciones normales se observan Disminuido
siderohlastos en cuyo interior aparecen
de 1 a 4 granulos en el citoplasma.

Capacidad total de fijacidn de 205-400 ug/dL Aumentada

hierrot<i)

Protoporfirina zine eritrocitarial19) 0 - 70 pg/fdl Aumentada

Ferritina sérica(?) Hombres: 15-400 ng/mL Aumentada

Mujeres: 10-106 ng/mL
Nifios: 10-106 ng/mL

*Par ser una proteina de fase aguda, los
niveles aumentan en estados de
inflamacién aguda o crénica, neoplasias,
hepatopatias.

% de saturacion de la transferrinaf®

Limite inferiar

6 meses a b afios: 99
7 afos-12 anos: 11%
Adultos: 16%

Disminuida

Hepcidina2?)

hombres: 2,1-15,1 nM
mujeres: 1,6-156 n

Aumentado

Receptor soluble de la
transferrina(2i24)

8.7-28.1 nmaol,/L

Aumentada

Hemoglohina reticulocitarial®s)

=26 pg.

Disminuida < 26 pg.

Morfologia eritroide(2t)

Normocitica/normocrémica

Micraciticos fhipocromicos

DOI: http://dx.doi.org/10.22267/rus.182003.133

1.4 Abbott Alinity hq

En los Gltimos afios se han originado importantes avances tecnoldgicos sobre autoanalizadores
de VI generacion que, gracias a la incorporacion de nuevos parametros hematoldgicos y
bioquimicos del metabolismo férrico, como lo son: el % de reticulocitos y la MCHr permiten la
deteccion precoz del déficit de hierro, presentando numerosas ventajas y disminuyendo el grado
de error en comparacion con los métodos manuales. El sistema integrado de hematologia de
Abbott Alinity hg ofrece hemogramas cuantitativos, multiparamétricos y automatizado que se
utilizan en los laboratorios clinicos para el apoyo al diagnostico in vitro del recuento de los
diversos estirpes y parametros celulares que se encuentran en la sangre periférica por mencionar
algunos; WBC, NEU, LYM, RBC, HTC, HGB, MCV, MCH, MCHC, MCHr, RETIC,

%RETIC, IRF, PLT, MPV, %rP, y trabaja con sangre anticoagulada en tubos de EDTA
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dipotésico (K2EDTA) y tripotésico (K3EDTA). El equipo Alinity estd formado por dos
submodulos el hg y el hs. ElI hg se utiliza para identificar a pacientes con pardmetros
hematologicos dentro y fuera de los intervalos de referencia establecidos y que automatiza las
actividades relacionadas con el procesamiento de las muestras tales como mezclado, aspiracion,
dilucion y determinacion final de los parametros y tincién de la sangre que regularmente se
realiza externamente. Y el hs prepara y tifie las extensiones de sangre. Tan solo en México
existen 4 laboratorios clinicos que determinan la MCHr con ayuda del equipo Alinity hg.
Ademaés de convertirse en un pardmetro mas que se enlista en el perfil de la citometria hematica,
los costos de la prueba incluyendo reactivo e insumos desechables no sobrepasan mas de los
60.00 pesos mexicanos. La caja que contiene 4 reactivos colorantes tiene un costo de $9000.00
pesos mexicanos mas IVA, y tiene una capacidad de 250 pruebas cada frasco dando un

rendimiento total de aproximadamente 1000 reacciones?,

1.4.1 Metodologia

El sistema Alinity hq utiliza dos metodologias de medicion independiente:

1. Citometria de flujo: para el recuento de WBC, RBC, PLT, Y RETIS
2. Espectrofotometria: para la determinacion de HGB

1. Citometria de flujo:

La citometria de flujo se define como un proceso en el cual las células o particulas bioldgicas
se alinean en una fila Gnica por medio de un fluido, para que, a través de un rayo de luz, uno o
varios sensores determinan en funcion de la pérdida o del esparcimiento luminico, las
caracteristicas fisicas o quimicas de las células o particulas, y que permite examinar rapidamente

un gran nimero de células y un analisis cuantitativo de ellas que son medidas una por una. La
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suspension celular es bombeada desde la camara de mezcla, a través de un conducto, hasta la
celda de flujo, seguidamente se inyecta una corriente de liquido en movimiento rapido y exento
de células. Como los dos liquidos viajan a una velocidad diferente, no se mezclan entre si. Esta
geometria especial de la célula de flujo y la velocidad de flujo del reactivo envolvente obliga a
que las células se dispongan en una sola hilera, este proceso se denomina enfoque

hidrodindmico.
2. Espectrofotometria de absorcion

La espectrofotometria de absorcion es la tecnologia utilizada para medir la hemoglobina. Esta
tecnologia se basa en la relacion lineal existente entra la cantidad de luz absorbida por una
muestra homogeénea, en reposo, en una determinada banda de absorcién y la concentracién de
una sustancia que absorbe la luz en la muestra (ley de Beer). para llevar a cabo esta metodologia
el sistema utiliza la dilucién de hemoglobina como muestra y un complejo de hemoglobina
como sustancia que absorbe la luz. Una vez diluida y mezclada la muestra se ilumina mediante
un diodo emisor de luz LED a 555 nm. Un fotodetector mide la cantidad de luz que atraviesa la

muestra, esta se repite varias veces?>.

1.5 VERIFICACION DE UN METODO EN EL LABORATORIO CLINICO

La metodologia de la validacion y verificacion de los procedimientos del ensayo utilizados por
el propio laboratorio, contemplan la satisfaccion de las necesidades metroldgicas requeridas por
el médico y asi concluir en un prondéstico y tratamiento adecuado. Un laboratorio clinico
acreditado, publico o privado, debe demostrar la competencia técnica para realizar las
actividades de validacion y verificacién de los procedimientos de examen cuantitativo

establecidos en su alcance de acreditacion. Es por ello que la verificacion demuestra las
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habilidades y aptitudes de los procedimientos de examen y refleja las condiciones de su
aplicacion. Los datos de referencia nos informan lo validado por cada fabricante en sus
respetivos instructivos de cada reactivo. No obstante, es ahi donde el laboratorio debe verificar
que se pueden aplicar correctamente los métodos previo a su uso en los examenes, bajo sus
propias condiciones de operabilidad (equipo, temperatura, calibradores etc.) acumulando
evidencias objetivas, para confirmar su aplicacion correcta. Adicionalmente es importante que
el laboratorio deba presentar una comparacion disponible en bibliografia cientifica sobre el
mismo método de medicion con el proposito de asegurar la confiabilidad de la validacion de los
procedimientos de examen y en casos de auditoria y acreditacién es primordial adjuntar
evidencias en carpetas o archivos digitales. A continuacion, se describen los puntos primordiales
para cumplir con las especificaciones que el fabricante o disefiador del método brinda que son:
Linealidad, Precision, Veracidad, Incertidumbre e VR. Todos basados en la guia para la
validacion y la verificacion de los procedimientos de examen cuantitativos empleados por el
laboratorio clinico emitido por el ema-CENAM Yy otras guias internacionales de apoyo como lo
es la CLSI. Es importante que antes de realizar esta serie de pasos para la verificacion se debe
Ilevar a cabo la calibracion analitica del equipo a utilizar, ya que los procedimientos de examen
dependen de los cambios realizados, asi como el registro de todo lo que se realiza a cargo de un

personal calificado.

1.5.1 Linealidad
De acuerdo con la ema la linealidad de un método analitico es la capacidad para poder obtener
resultados que sean proporcionales y que por medio de una ecuacion matematica obtener la

ecuacion de la recta y compararla con la concentracion de analitos. Es fundamental confirmar

23



que utilizando el procedimiento de medicion y el suministro de evidencia objetiva de los valores
reportados por el laboratorio muestre un comportamiento lineal. Debe considerarse que dicha
verificacion toque los puntos de decision clinica entendiéndose estos como las concentraciones

de los analitos donde el medico decide entre administrar o no algun tratamiento terapéutico.

1.5.2 Precision

Grado de concordancia entre los valores de una serie repetida de ensayos, utilizando una muestra
homogénea, bajo condiciones establecidas. Los resultados obtenidos son una estimacién del
valor del mensurando. Tal estimacion contiene un error de medidas que es la diferencias entre
el valor obtenido y el valor verdadero del mensurando. En el error de medicion tiene 2

i mportantes componentes:

e Error aleatorio: Estos errores difieren en cualquier sentido del valor medio y afectan la
reproducibilidad. Se relacionan con la precision del procedimiento.
e Error sistematico: error sistematico total o sesgo, es la suma de todas las fuentes de

error sistematicos que puedan existir, siendo negativos o positivos.

Estos errores pueden ocurrir independientemente unos de otros y surgir en cualquier etapa del

procedimiento.

1.5.3 Veracidad
Grado de concordancia existente entre la media aritmética de un gran nimero de resultados y el

valor verdadero o aceptado como referencia.

La veracidad de un método de medicion es de interés cuando es posible disponer del valor

verdadero del mensurando sujeto a medicion. El valor verdadero no se conoce exactamente en
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algunos métodos de medicion, pero es posible contar con un valor de referencia certificado para
el mensurando sujeto a medicién como, por ejemplo: materiales de referencia, comparacion del
valor de referencia certificado con los resultados obtenidos por el método de medicién. Es
importante mencionar que no es recomendable referirse a la veracidad como la exactitud de la
medicién, ya que cuando hablamos de veracidad nos referimos al desplazamiento total de un
resultado con respecto a su valor de referencia, debido tanto a los efectos aleatorios como a los
sistematicos. por lo que no sera tan exacto. Dentro de la veracidad existe el porcentaje de
recuperacion que es el cociente entra la cantidad de analito medido y el contenido en la muestra.
En el caso ideal se obtiene un 100%. En mediciones experimentales puede perderse analito
especialmente en el caso de tratamientos complejos de muestras con analito en cantidades traza,

dando lugar a porcentajes de recuperacion menores?324:2526,

1.5.4 Incertidumbre

Se refiere a la duda que surge con respecto al valor verdadero de una medicién. La incertidumbre
de la medicidn segun lo establece el vocabulario internacional de metrologia es un pardmetro
no negativo que caracteriza la dispersion de los valores atribuidos a un mensurando a partir de
la informacion que se utiliza. De esta forma el valor obtenido de una incertidumbre presenta el
resultado como un intervalo de valores probables que permiten tomar decisiones mas precisas

sobre una base estadistica disponible.

La NMX-EC-15189-IMNC-EC-2015/1S0 15189:2012 en el apartado 5.5.1.4 “Incertidumbre de

la medicion de los valores de la magnitud medida” menciona que el laboratorio debera

determinar la incertidumbre de la medicion para cada procedimiento de medicion y debe

25



especificar los requisitos de desempefio, es decir; establecer que tanto estd permitido la

incertidumbre con relacion a lo estimado?’.

1.5.5 Estandarizacion de los valores de referencia

Cualquier resultado de analisis emitido por el laboratorio carece de interés y valor por si mismo.
Se requiere de sustento y evidencia para poder adquirir un valor o credibilidad en sus resultados.
De acuerdo con Suderman F, Grasbeck y Saris en 1969 definieron el término de “valores de
referencia” con el objetivo de evitar dificultades que no se entendian en aquella época ya que se
referian con el termino de valores normales. Es por ello que profesionales de la salud como:
médicos, quimicos, ingenieros entre otros expertos, colaboraron para una interpretaciéon mas

precisa para asi poder decidir si se esta en presencia o no de la enfermedad el paciente.?82%

Fue en 1979 que The International Federation of Clinical Chemistry (IFCC) definio valor de
referencia como: “Un valor obtenido por observacion o medicion de un tipo particular de
cantidad en un individuo de referencia” Anos mas adelante la NCCLS (Serving the World’s
Medical Science Community Through Voluntary Consensus), publica una guia titulada: “How
to Define and Determine Reference Intervals in the Clinical Laboratory; Approved Guideline
que incluye términos respaldados por la OMS y otras organizaciones donde define como:
“intervalo entre, ¢ incluye dos limites de referencia”, los IR pueden estar asociados a estados de

salud o bien a otros estados fisioldgicos o patoldgicos °.

Segun Tylor W EI termino intervalo se le asigna al conjunto de resultados que se obtienen de
una poblacién de referencia. Cuando este conjunto de datos se le aplican calculos estadisticos
para establecer limites de percentiles, el intervalo obtenido se conoce como intervalo de

referencia 32, Para seleccionar la poblacion en estudio se requieren de personas que cuentan
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con un estado de salud sana y para ello la OMS define la salud como: estado de completo
bienestar fisico, mental y social y no solamente la ausencia de afecciones o enfermedades.
Existen multiples publicaciones con VR para cada uno de los pardmetros que constituye el
hemograma. Los rangos de referencias deben ser establecidos por cada laboratorio de acuerdo
a la poblacion normal en estudio, considerando criterios de inclusion y exclusion como: sexo,

edad, etnia etc®?.

¢Pero como se puede saber si el intervalo de referencia es bueno? Para Ceriotti F el IR es bueno
cuando incluye a la mayoria de la poblacion atendida, ya que poseen caracteristicas similares al
grupo de referencia, por lo general, si lo relacionamos en salud, significa que si el valor obtenido
esta dentro del IR el paciente tendrd menos probabilidad de presentar alguna patologia, mientras
que si el valor esta por fuera del limite, podria padecer alguna enfermedad. Los IR estan

definidos con una alta especificidad para la salud (normalmente el 95% o mas)**.

1.5.6.1 Método de Validacion de IR de acuerdo con la guia EP28-A3c del CLSI

El resultado de una prueba cuantitativa se compara con un intervalo de referencia con el fin de
realizar una evaluacion fisiologia o un diagnéstico medico. La CLSI ha proporcionado una guia:
la EP28-A3c donde se describen los requisitos para determinar, trasferir y validar los intervalos
de referencia asociados a la salud. La decision final para juzgar la aceptabilidad o evaluar el
rechazo del método y ser utilizada en los laboratorios requiere de la evaluacién tanto del error
aleatorio como el error sistematico, para asi conocer el error total del método, el cual se compara
con las especificaciones de calidad seleccionadas para este método. La Norma ISO 15189:2022,
implementacién de la directiva Europea 98/79 y la creacion del comité conjunto de la

rastreabilidad y medicina de laboratorio (JCTLM) que son organizaciones que respaldan mucha
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de las maneras de como realizar la validacién, verificacion y establecimiento de los VR y que
ayudan a la correcta interpretacion de los resultados de las pruebas de laboratorio ya que son las
bases fundamentales para la ayuda de toma de decisiones para un buen prondstico y diagnostico
para el médico. Una vez aceptado el método se obtiene una valiosa informacién de la
reproducibilidad y veracidad del sistema de medicion, el paso final es la verificacion de los
limites de referencias para completar la informacion requerida para que el sistema de medicion

pueda ser utilizada en pacientes®.

2. HIPOTESIS

2.1 HIPOTESIS NULA

Mediante la verificacion del equipo de Abbott-Alinity® y la determinacion de los valores de
referencia de la MCHTr en una poblacién adulta del Hospital Universitario de la Universidad
Auténoma de Nuevo Ledn, los resultados emitidos se consideran vélidos y confiables para la

toma de decisiones clinicas.

2.2 HIPOTESIS ALTERNATIVA

Mediante la verificacidn del equipo de Abbott-Alinity® y la determinacion de los valores de
referencia de la MCHr en una poblacién adulta del Hospital Universitario de la Universidad
Auténoma de Nuevo Ledn los resultados emitidos no se consideran validos y confiables para la

toma de decisiones clinicas.

3. OBJETIVO GENERAL
Verificar la hemoglobina reticulada en el equipo de Abbott-Alinity® y determinar los valores
de referencia en una poblacion adulta del Hospital Universitario de la Universidad Auténoma

de Nuevo Ledn
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4. OBJETIVOS ESPECIFICOS
e Calcular la precision, veracidad, linealidad e incertidumbre de la MCHr en el equipo de
Abbott® Alinity hq.
e Establecer los IR de la MCHr en poblacion adulta del Hospital Universitario de la
Universidad Autonoma de Nuevo Leon.
e Obtener la distribucion de los datos de la MCHr tanto en hombres como en mujeres
e Realizar una correlacion entre los datos de la MCHr-VCM y MCHr -hemoglobina en

hombres y mujeres

5. MATERIALES Y METODO

5.1 Modalidad basica de la investigacion

e Estudio clinico, prospectivo de tipo transversal.

5.2 Delimitacion temporal

e El estudio se realiza en el periodo julio-noviembre de 2022.

5.3 Poblacion de estudio

La poblacion en estudio estuvo conformada por adultos clinicamente sanos, mayores de 18 afios
que acudieron al departamento de Banco de sangre y al laboratorio del Servicio de Hematologia
del HU de la UANL en el periodo agosto-noviembre de 2022 y que cumplieron con los requisitos
de exclusion e inclusion descritos para la donacion de acuerdo a la legislacion vigente para

bancos de sangre en México.
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5.4 Criterios de inclusién y exclusién

Criterios de inclusién

Adultos mayores de 18 afios

Sexo: Indistinto

Adultos que de manera voluntaria aceptaran participar en el protocolo de investigacion
Clinicamente sanos

Que cumplieran con los criterios de aceptacion en la entrevista de acuerdo con la NOM-
253-SSA1-2012

Pacientes que cumplieran con los pardmetros de plaquetas, hemoglobina, VCM vy

leucocitos normales

Criterios de exclusién

Los que no cumplieran con los requisitos de la NOM-253-SSA1-2012, Para la
disposicion de sangre humana y sus componentes con fines terapéuticos

Adultos que padecieran alguna enfermedad (oncolégica o hematoldgica)

Adultos que estuvieran en algun tratamiento como anticoagulantes, hierro o alguna
medicacion que dependiera de su salud

Adultos que hubieran donado sangre total o cualquier componente sanguineo durante
los ultimos 3 meses

Participantes que durante el procedimiento abandonen el ensayo

Adultos que hayan recibido una transfusion sanguinea en los Gltimos 2 meses

Mujeres embarazadas o en periodo de lactancia
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5.5 Instrumentacion de apoyo

Cada muestra serd analizada por citometria de flujo y con espectrofotometria de absorcion
mediante el equipo integrado de hematologia de Abbott Alinity hg con nimero de serie
HQO00766. Se dispondréan de tres niveles de decision clinica: bajo, normal y alto del control de
calidad interno (CCI) del mismo fabricante con numero de Lote: 21649, 21929 y 22290. Se
emplearan instrumentos certificados y calibrados: pipeta automatica de 1000uL serie 397541,

CERT V-871.2022 y puntillas estériles azules.

5.6 Evaluacioén de los parametros para la verificacion
Se evaluardn los pardmetros requeridos para la verificacion de acuerdo en las guias

internacionales de la emay CLSI.

1. Precision: Se efectuara en condiciones de precision intermedia o también Illamada precision
interserial, es decir; se obtendrd 20 valores de la concentracion de la MCHr en dias diferentes
del mes correspondiente de la curva del programa de CCI. Posteriormente se realizaran los
calculos de aceptacion como son o y %CV. El criterio de aceptacidn es que el % de CV obtenida

tendra que ser menor a lo validado por el fabricante.

2. Linealidad:

Se realizarén corridas por triplicado con un intervalo de 5 diluciones para una evaluacion
adecuada. Las diluciones se prepararan con un material de referencia certificado: CCI Alto y
Bajo (Tabla.2), se procedera a efectuar el calculo de la recta de los puntos dados, asi como la X
de los valores de concentracion, valor teorico, sesgo, % de error obtenido y el valor esperado

(Tabla.3). La recta debera ser lo mas lineal, con un coeficiente de por lo menos del 0.99.
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Tabla 2. Célculo de la linealidad

Numero  Proporcion en volumen del Proporcion en volumen

de dilucion control BAJO del control ALTO
1 1mL OuL *3
2 750 uL 250uL *3
3 500 uL 500 uL *3
4 250 uL 750 uL *3
5 OuL 1mL *3

*Corrida por triplicado

Tabla 3. Formulario para los criterios de aceptabilidad de la linealidad

Valor teorico Sesgo %de error obtenido
(Media de la muestra 1 Valor experimental-Valor
*dilucion) +(Media de la teorico sesgo
muestra 5* dilucion) Ax = [ — 4] Salor teorico * 100

(% X D) + (x5 x D)

D=Dilucién, u=valor teérico

3. Veracidad:

Se efectuara la verificacion por dos métodos. La primera sera mediante la verificacion con los
estudios de comparacion de interlaboratorios (CIL) a partir de los ensayos de aptitud (PEA),
evaluando el histérico de 6 meses o participaciones en el PEA y se contrasta con los valores

establecidos por el organizador del programa de ensayo, considerando que, si los valores estan
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reportados por ISD (indice de Desviacion estandar) el criterio debe ser menor a 1.0 en los 6
periodos y si estan reportados por PIV (indice de varianza) tiene que ser menor a 100. La
segunda forma de verificar la veracidad es mediante la obtencion de los valores esperados de
los materiales de referencia ensayados. Se utilizara el material de referencia y se sometera a
examen 10 veces y se estimara la concentracion media del analito y con el valor obtenido se

podra determinar el porcentaje de recuperacion®

y valor obtenido
% recuperacion = —|x 100
valor de referencia

El porcentaje de recuperacion tiene que ser igual o lo mas cercano a 100. Valores menores
indican menor cantidad recuperada del analito cuantificado y a mayor porcentaje mayor
cantidad del analito recuperado. El criterio de aceptacion es que el valor sea menor o igual al

reportado por el fabricante del instrumento.

4. Estimacion de la Incertidumbre:

1. Para la estimacion de la Incertidumbre se emplearan los resultados de 20 valores de la curva
de un CCI del mes correspondiente, y se efectuaran los célculos descritos en la NMX-EC-
17025- IMNC-2017 y NMX-CH-140-INMC-2002 “Guia para la expresion de incertidumbre

en las mediciones”, con el siguiente formulario en la tabla.43"%,
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Tabla 4. Formulario de la estimacion de la incertidumbre

Incertidumbre por Incertidumbre del material de referencia Incertidumbre
repetibilidad (Ur) (Ug) expandida
52 _ 1 (Z(Xi B X)Z) Con un nivel del 95%, entonces k=2
" n-—-1

Us=Incertidumbre del control /2

Incertidumbre de reproducibilidad (Ug)

Ur=PIV/100
Ur=vs2

Incertidumbre combinada (Uc)

Uc=y/(Ur)? + (Up)? + (Ug)?

Uexp=k*(Uc)

k=2

5. Valores de referencia

5.1 Tamano de la muestra

Para la estandarizacion de los intervalos de referencia en hombres y mujeres, seran obtenidos
de una poblacion clinicamente sana, se seleccionaran en funcion a los resultados de las encuestas
de inclusidn-exclusion aplicadas a los potenciales participantes de acuerdo a los lineamientos
de seleccion del protocolo CLSI apartado EP28-A3C y de la NOM 253-SSA1-2012. El nimero

de pacientes en estudio sera respaldado por el calculo del tamafio de la muestra a partir de la

estimacion de la media poblacional.

_ (Za)*(0)?
N = T

N=Tamario de la muestra
(Za)=Distancia de la media del valor de significancia propuesto
o=Desviacion estandar de la poblacion



&2=precision o magnitud del error que estamos dispuestos a aceptar

De acuerdo a la literatura publicada por Ibafiez-Alcade. Met. al, la media para el pardmetro de
la MCHr fue de 31.6+1.3 pg., con una precision de 0.15 pg. Con la finalidad de obtener un nivel
de significancia a dos colas del 5% y un poder estadistico del 97.5%3%°, da un total de 289 sin
embargo considerando un 13% de perdida da un total de 327 sujetos de investigacion requeridos

para el estudio.
5.2 Permisos éticos

El protocolo de estudio incluira una entrevista confidencial con ayuda de un doctor especialista
donde se detalla el objetivo del proyecto y debera firmar un consentimiento informado donde el
participante da su autorizacion. Este estudio fue aprobado por el Comité de Etica e investigacion

del HU de NL. con clave de registro HE22-00027.
5.3 Obtencion de la muestra

Se obtendran muestras de sangre total por la técnica de venopuncién estandar de la guia CLSI
H3-A2 empleando tubos con EDTA-K2. Se tendréa un estricto cuidado en la integridad de la
muestra, como: temperatura, nimero de inversiones para evitar coagulos en la muestra, al igual

que su estabilidad, procesandola dentro de las primeras 4 horas después de su toma.
5.4. Deteccion de valores extremos

Se detectaran los valores extremos de la variable MCHr por cada grupo con el método no
paramétrico de Tukey. Que consiste en calcular el cuartil inferior (Q1, percentil 25%) y superior

(Q3, Percentil 75%) del conjunto de datos asi también como el Rango Intercuartil (RIC)
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obtenido de la sustraccion Q3-Q1. Después se calcularan los limites superiores e inferiores de

acuerdo a la siguiente formula:
Limite inferior = Q1 - 1.5 x RIC
Limite superior = Q3 + 1.5 x RIC

Los datos ubicados fuera de cualquiera de los limites se consideran como valores aberrantes y

no se contemplan para los intervalos de referencia.
5.4. Determinacion de los intervalos de referencia

Se determinaran los valores de referencia inferior (percentil 2.5%) y superior (percentil 97.5%)

en mujeres y hombres, mediante la siguiente formula®*42,

Limite de referencia inferior r, =0.025xn+1

Limite de referencia superior r, =0975xn+1

5.5 Analisis estadistico

Los datos seran sometidos a evaluaciones estadisticas, ejecutados con ayuda de los programas
estadisticos IBM SPSS® y Excel Microsoft 2017. En primera estancia la distribucion de las
variables se determinara realizando la prueba de normalidad de Kolmogorov-Smirnov con un
nivel de significancia del 0.05, y confirmandolo mediante el uso de graficos de caja y bigotes.
Si los datos cumplen con una distribucion no normal, la correlacion entre las variables aleatorias

continuas MCHr-Hemoglobina y VCM se efectuara con la correlacion Rho de Spearman por
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cada grupo. Se hara uso de las reglas de interpretacion del coeficiente de correlacion*® con una

significancia del 0.01.

6. RESULTADOS
En lo siguiente se muestran los resultados de linealidad, veracidad, precision, incertidumbre
obtenida en el equipo Abbott Alinity el tamafio de la muestra, frecuencia de edad y género, e

IR.

6.1 Precision
Los calculos se basaron en 20 valores obtenidos en el CCI con No. Lote 21929 del mes de agosto

y los resultados se observan en la gréfica siguiente.

Gréfica 1. Resultados de precision interserial de la MCHr en un nivel normal del CCl
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Los estudios de precision cumplen con el requisito de repetibilidad descritos en la ema, el
criterio de aceptabilidad es que el % de CV tiene que ser menor al que proporciona el fabricante

<4.00. Todas las muestras cumplieron con los criterios de aceptacion indicados.

6.2 Evaluacion de la linealidad

En la table 6 se muestran los resultados de las x obtenidas de la corrida por triplicado del CCI
nivel bajo y alto con No. de Lote 22209, logrando un limite inferior de 27 pg. y un limite superior
de 35.70 pg., dichos valores seran utilizadas para definir los limites de la recta. Las x de la
concentracion de las 5 diluciones son utilizadas para el célculo del porcentaje de error méximo
permitido por el fabricante que es del 8% (tabla 7). La R2 obtenida de la recta fue del 0.9795

versus con la R2 esperada de 0.99 de acuerdo a la guia de la ema (grafica 2).

Tabla 6. Resultados de la concentracion media del MCHTr por triplicado

Numero de Resultados de la concentracion o de la actividad )
dilucién 1 5 3 .
1 27 27.1 26.9 27.00
2 28.5 28.3 28.5 28.43
3 30.2 30.2 30.1 30.17
4 32.8 33.9 33 33.23
5 35.5 35.7 35.9 35.70
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Tabla 7. % de error obtenido de la linealidad de los valores de MCHr

Numero X de los valores Valor tedrico Sesgo % Error  Max. error de

de de concentracion (x) (desviacion) Obtenido linealidad
dilucién (YY)

1 27.00 27.00 0.00 0.00

2 28.43 29.18 -0.74 -2.61

3 30.17 31.35 -1.18 -3.91 18

4 33.23 33.53 -0.29 -0.87

5 35.70 35.70 0.00 0.00

Gréfico 2. Linealidad de la concentracion del MCHr
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6.3 Veracidad

1. Los célculos se basaron en 10 valores obtenidos del nivel normal del control interno con No.
de Lote 22209 del mes de septiembre y los resultados se observan en la tabla siguiente,
obteniendo un % de recuperacion de 101.4 lo que indica que la recuperacion es mayor a un 1.4%
del mensurando y comparandolo con el resultado esperado al del fabricante fue menor, por lo

que es aceptable para la verificacion.
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Tabla 8. Célculo de la veracidad mediante el % de recuperacion

No. 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 X DE 9%CV
Lectura
MCHr 292 29.1 292 290 28.8 291 288 292 29.0 289 29 0.18 0.61
(Pg.)

Valor obtenido 29 0.18 | 0.61

Laboratorio % recuperacion obtenida 101.4

Valor esperado 28.6 0.79 | 2.78

Grupo par
%Recuperacion esperado 10048

2. El informe cronoldgico de los datos de laboratorio del MCHr durante los ultimos 6 meses
reportados en el PEA, estan calculados por SDI. EI promedio de los valores obtenidos fue menor
a 1, de acuerdo con los criterios de la ema los resultados expresados en ISD no seran en promedio
mayores a 1,0. Con esto se demuestra que se tiene un desempefio en comparacion con otros

laboratorios que cuentan con las mismas condiciones

Tabla 9. Promedio historico del ISD del APE de 6 meses, 2022.

CONTROL DE CALIDAD

MES BAJO NORMAL ALTO
Abril 0.60 0.61 -0.14
Mayo 0 0.06 -0.19
Junio 0.89 0.88 0.36
Julio 1.24 1.26 0.40
Agosto 0.72 0.99 0.71
Septiembre  1.23 1.32 0.70
Promedio  0.78 0.83 0.30
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6.4 Incertidumbre

En la estimacion de la incertidumbre se tomaron las concentraciones obtenidas de la corrida de
20 valores a partir del control normal con No. de Lote 22209 y se obtuvieron los siguientes
resultados con las formulas descritas anteriormente (tabla.10). Como resultado se obtiene una
incertidumbre expandida del £0.400 pg. con un nivel de confianza del 95%, lo que indica que

el valor verdadero de la MCHTr puede interpretarse como (29.0 + 0.400) pg. o en rangos; 28.600

a 29.400 pg.

TABLA 10. Calculo de la incertidumbre mediante una corrida intraserial del CCI normal

5 6 7 8

Lectura 1
MCHr 29.2
(Pg.)
11
28.8
Incertidumbre Ur=0.17

288 291 288 292

15 16 17 18
290 292 288 29.0

Uexp=0.400

9 10
29.0 28.9
19 20
28.8 28.8

Resultado final

x+ Incertidumbre Expandida = 29.0+0.400 pg.

6.5 Frecuencia del total de pacientes seleccionados

Se recolectaron 327 muestras de una poblacion adulta, 186 fueron hombres que correspondian
al 57% y 141 fueron mujeres que correspondian al 43% del resto de la poblacion total en estudio
(gréfica 2). Se observo tener una diferencia del 14% en pacientes hombres versus mujeres. La
frecuencia por rango de edades en hombres y mujeres fue mayor entre los 25 y 31 afios y en

hombres entre 36 y 41 afios (grafico 3).



Del total de muestras de pacientes analizadas solo se seleccionaron 291 resultados ya que
cumplieron con todos los criterios de aceptacion ya mencionados.

Gréfica 2. Tasa de participacion por genero en el HU. UANL,2022
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Gréfica 3. Frecuencia de edades en hombres y mujeres del HU-UANL,2022
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6.6 Célculo de los IR

Para los IR se excluyeron los valores aberrantes mediante el método de tukey quedando 285
resultados para su célculo. La cifra de los resultados de MCHr se establecieron en pg. tanto en
hombres como en mujeres. Los resultados estadisticos obtenidos de los valores de la MCHr en
mujeres fueron los siguientes: X de 32.09 pg., una S de +1.83, mediana de 32.35 pg., mientras
que en hombres se obtuvo una x de 33.28 pg., una S de £1.74 pg., una mediana de 33.500 pg.
En la prueba de Tukey se rechazaron los valores por debajo y por encima de los valores
inferiores y superiores que se obtuvieron del célculo en hombres y mujeres, estos puntos
aberrantes se pueden observar en la grafica 4 respectivamente, al igual que se detallan los

resultados de los valores intercuartiles en la tabla 11.

Tabla 11. Calculo del limite superior e inferior en hombres y mujeres

PERCENTIL (%)  Limite inferior  Limite superior

25 50 75
Hombres 32.20 33.50 34.50 28.75 pg. 37.95 po.

Mujeres  30.80 32.35 33.30 27.05 pg. 37.05 pg.
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Grafica 4. Distribucion de los valores de la concentracion de la MCHr en hombres y mujeres
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Se establecen los valores de referencia para cada grupo tomando como el percentil 25% y 75%.
Basandose en la gréfica 4 observamos que existe una ligera asimetria negativa en ambos grupos
por el desplazamiento de los datos hacia la derecha, las medianas de ambos no son similares,
pero se observo que en hombres presentd menos variabilidad de los datos que en las mujeres
esto quiere decir que existe una mayor dispersion en sus valores. Una vez eliminado los valores

aberrantes se determinaron los IR inferior y superior con la N total de valores en hombres y
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mujeres y se establecieron los rangos de acuerdo con el valor que le correspondia del célculo

realizado como se observa en la tabla 12.

Tabla 12. Determinacion de los IR en hombres y mujeres,2022

HOMBRES MUJERES

rp =0.025xn+1 ry =0.025*xn+1

r; =0.025x165+1 r, =0.025%x120+1
Valor inferior

r, = 0.025 % 166 r, = 0.025 % 121

r, = 4.15=4.0 r, = 3.02 =3.0

7, =0975xn+1 7, =0975*xn+1
Valor superior r, = 0.975 * 166 r, = 0.975 % 121

R=161.85=162 R2=117.97= 118

En la tabla 13 se observa la validacion de los IR transferibles que se obtuvieron una vez
identificado el rango inferior y superior (tabla 12). Se observd que los valores de MCHTr en
hombres y mujeres cumplen con los criterios de la guia para su adaptacion al laboratorio. Por lo
que es aceptable para la poblacién atendida de acuerdo con la guia CLSI EP28-A3, donde todos

los valores obtenidos menor 0 mayor a estos valores se encontraran fuera de los intervalos.
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Tabla 13. Validacion para la transferencia de los IR establecidos por el servicio de
hematologia del HU-UANL

Parametros IR(HU) N° datos fuera del IR (%) Establecer como IR
HCMr en Hombres  29.50-35.90 4 (2.42%) Sl
HCMr en Mujeres ~ 28.10-35.70 2 (1.63%) Sl

6.5.1 Verificacion de la hipotesis de la normalidad

Teniendo presente la hipédtesis y los resultados obtenidos

HO: Los datos tanto en hombres como en mujeres provienen de una poblacion significativamente

normal

HA: Los datos tanto en hombres como en mujeres no provienen de una poblacion

significativamente normal.

Tabla 14. Prueba de normalidad en concentraciones de MCHr en mujeres y hombres

Variable Gl Sig. Decision

MCHr Hombres 165 .001 Rechaza la hip6tesis
nula

MCHr Mujeres 120 .002 Rechaza la hipotesis
nula

El valor p correspondiente en ambos grupos es significativamente menor a p>0.05, lo que
simboliza que tenemos evidencia para afirmar que los datos de nuestra variable se apartan
significativamente de la normalidad y en consecuencia se rechaza la hipétesis nula y se acepta
la hipétesis alterna de nuestra investigacion en ambos grupos. Concluyendo que la prueba de
normalidad de nuestra variable MCHTr no presenta un comportamiento normal, se decide aplicar

el estadistico Rho de Sperman.
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6.5.2 Coeficiente de Correlacion de Rangos de Spearman (Rho de Spearman) entre la
MCHr-Hgb y VCM
Los resultados obtenidos en la tabla 15 y 16, muestra la correlacion significativa entre la MCHr-

Hb y VCM tomando como hipdtesis lo siguiente por cada grupo

HO: No existe correlacion entre las variables de MCHr-Hgb y VCM

H1: Existe correlacion entre las variables de MCHr-Hgby VCM

Hombres

El p-valor calculado es de .002 y 000 que es menor a 0.01 en la correlacién de MCHr -Hb y
VCM por lo que rechazamos la hip6tesis nula y se acepta la hipotesis alterna, por consiguiente
existe suficiente evidencia estadistica para afirmar que la MCHr estd relacionada
significativamente con la Hb y VCM , por otra parte el coeficiente Rho de Spearman son :
MCHr-Hbg=0.238 y MCHr-VCM=0.516, lo que indica que la relacion entre la variable MCHr-
Hbg es directa y su grado es media, mientras la MCHr-VCM es directa y moderada. Se puede

afirmar con un 99% que existe una relacién positiva entre el MCHr, Hgb y VCM

Tabla 15. correlacion de las variables MCHr-Hbg y MCHr VCM en hombres

Correlaciones

Hbg VCM
MCHr  Coeficientede .238"™ 516"
Rho de correlacion
Spearman Sig. (bilateral) .002 .000
N 169 169

**_La correlacién es significativa al nivel 0,01 (bilateral).
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Mujeres

El p-valor calculado es de .001 y 000 que es menor a 0.01 en la correlacion de MCHr -Hbg y
VCM por lo que rechazamos la hipdtesis nula y se acepta la hipotesis alterna, por consiguiente
existe suficiente evidencia estadistica para afirmar que la MCHr estd relacionada
significativamente con la Hb y VCM , por otra parte el coeficiente Rho de Spearman son :
MCHr-Hb=0.294 y MCHr-VCM=0.416, lo que indica que la relacion entre la variable MCHr-
Hbg es directa y su grado es media, mientras la MCHr-VCM es directa y moderada. Se puede

afirmar con un 99% que existe una relacion positiva entre el MCHr, hemoglobinay VCM.

Tabla 16. correlacion de las variables MCHr-Hb y MCHr VCM en mujeres

Correlaciones

Hbg  VCM
MCHr  Coeficientede  .294™  .461™
Rho de correlacion
Spearman Sig. (bilateral) ~ .001  .000
N 122 122

**_La correlacién es significativa al nivel 0,01 (bilateral).
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7 DISCUSION DE RESULTADOS

De acuerdo al criterio de las enmiendas para el mejoramiento de laboratorios clinicos (CLIA)
se describe que para la precision interserial la S debe ser de 1/3 o menor del ETp (Error total
permitido)*® esto quiere decir que para la MCHr el error total permitido es * 4% de ahi comparar
el %CV obtenido versus el criterio de aceptacion, resulta que es menor por lo que la imprecision

del método de la MCHr por este método también es aceptable.
o interserial < 0,33 ETp
0.78%=<1.32%

En la linealidad se aprecia que no se logro alcanzar un coeficiente de por lo menos del 0.99, en
este aspecto nuestra recta no cumplié con lo sugerido por la ema, sin embargo, aunque
estadisticamente no es lineal, clinicamente si llega a cumplirlo, y esto se fundamenta en que, si
un procedimiento de medida resulte ser clinicamente lineal, el error de no linealidad no debe
superar al 50% del requisito de la calidad seleccionado**. Entonces de acuerdo con las
especificaciones de calidad nuestro porcentaje de error obtenido no supera el +8 % del error
esperado, por lo que, aunque nuestro resultado no es visualmente una recta, cumple con la

linealidad del parametro.

Para la veracidad del MCHTr es complicado obtener materiales de referencia certificados por lo
que se utiliz6 como valor esperado la media estipulada por los ensayos de aptitud inter-
laboratorios, el criterio de aceptabilidad fue calculada por el porcentaje de recuperacion y
también fue calculado por los estudios de comparacion inter laboratorios con base en los

resultados de los programas de ensayos de aptitud. La ema indica que al menos se demuestre la
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consistencia en al menos los Gltimos 6 meses en la participacion y en los resultados de PEA?“,
Se consider6 6 meses ya que el equipo tiene exactamente 6 meses de participacion y también el
requisito indispensable para acreditar el analito es que se pruebe en por lo menos dos de los tres
niveles de decision clinica del intervalo de medicion del método, por lo que se decidié probar

con los tres niveles de concentracion.

En la propuesta de los IR para estimar el percentil 2,5 distinto del quinto percentil o el percentil
95 distinto del 97,5 (es decir P=2,5) se requiere minimo de 39 mediciones, la guia CLSI también
refiere “no es necesario confiar enteramente en los extremos de un conjunto de valores
observados a fin de obtener un intervalo de referencia no paramétrica de 95%. Estos pueden ser
aberrantes o de lo contrario no representativos de los verdaderos valores del percentil de la
poblacion. De acuerdo a lo establecido en la guia de la CLSI EP28-A3C, para la aceptacion de
un intervalo de referencia debe cumplirse con al menos el 10% de los resultados de la prueba,
entonces el laboratorio receptor puede adoptar los intervalos de referencia por lo que nuestros
datos al analizar los resultados no sobrepasan mas alld del 10 % fuera de los limites de

referencia.

Aunque existan limitaciones inherentes a la hemoglobina reticulada, no deja de ser un crucial
camino para que se establezca como biomarcador indispensable en el diagnostico de anemia por
deficiencia de hierro, ya que si no se establece la verificacién adecuada puede llevar al médico
a una mala decision y perjudicar al paciente. Es por ello que la CLSI ha recomendado que todo
laboratorio debe validar y verificar sus métodos de dicha prueba y establecer su propio intervalo
de referencia adoptados para la poblacidn en estudio. Asi que esta investigacion se centrd en la

verificacion y estandarizacion de los valores de referencia del a MCHr. La variabilidad
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observada en los diferentes parametros involucra la altitud de la poblacion analizada, entre otras

variables geograficas y raciales.

El paso complicado para determinar los IR es la recoleccion de muestras que cumplan con
ciertas especificaciones ya descritas, en este protocolo para aumentar nuestra seleccion se
utilizé sangre de donadores los cuales fueron evaluados por un médico especialista ademas de
considerar que el servicio de transfusion de sangre del HU-UANL mantiene un estricto control
de aceptacion en sus pacientes durante la entrevista, junto con la encuesta validada por la guia
CLSI C28, una institucion de reconocimiento a nivel mundial y de mayor difusion entre las

instituciones de laboratorio clinico®.

Cuando solo se disponia de hemogramas manuales la unica forma de diagnosticar la anemia por
deficiencia de hierro era esperar a que la hemoglobina disminuyera hasta el limite definido por
la OMS. Hoy en dia se hace apoyo y correlacion con los indices eritrocitarios como lo son el
VCM, MCHC y MCH (valores por debajo de 85 fL, 32% y 27 pg. respectivamente). La anemia
ferropénica de acuerdo a la literatura cursa con una morfologia en sus eritrocitos de microcitosis
con hipocromia y un MCHr por debajo de 26 pg. Realizar la correlacion entre la MCHr-VCM
y Hgb es debido a que como se sabe la MCHTr es un buen indicador para pacientes que estén
cursando por un tipo de anemia ferropénica, se esperaria también que demuestre valores bajos
al igual que con laHgb y VCM es por ello que se realiz6 el Rho de Spearman. Con los resultados
obtenidos nos demuestra que estadisticamente si existe una correlacién entre los parametros

descritos®.
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8. CONCLUSION

Los resultados de este estudio han logrado verificar la MCHTr en el equipo de Abbott-Alinity®
equipo de VI generacion y ayudado a determinar los VR en una poblacion adulta del HU de la
UANL, mostrando diferencias versus al del fabricante. Por lo que ha contribuido al
conocimiento existente sobre la importancia de establecer los valores de referencia para cada
poblacion en particular. El inicio de esta investigacion y la incorporacion de este nuevo
pardmetro de la MCHTr especificamente en el laboratorio del servicio de hematologia contra el
cancer ha logrado despertar valiosas investigaciones pro al diagnostico de varias enfermedades
en pacientes que asisten dia con dia en el departamento en particular en la deficiencia de hierro
lo que antes se disponia de hemogramas manuales o estudios caros. Las limitaciones mas
importantes en general sobre la verificacion de métodos clinicos y determinar los VR, son en
costos y tiempo. Es por ello que hoy en dia dificultamos este uso del pardmetro MCHr como
prueba diagndstica ya que solo se encuentran en laboratorios de 3 nivel que cuenta con
hemogramas de VI generacion., sin embargo aun asi , la insistencia de verificar el método y
establecer los propios IR y el compromiso que tienen algunos laboratorios de trabajar con altos
estandares de gestion de la calidad y con los lineamientos que las normas de laboratorio exigen,
es posible que el servicio de hematologia del HU cuente con la acreditacion del cumplimiento
de la Norma 1SO 15189:2022 para la acreditacién en los laboratorio, es de saber que es un gran
reto para los laboratorios en México ya que asi se demuestra la competencia y el desempefio
clinico. Se demuestra que los procedimientos de medida analitica del desempefio estipulado por
el fabricante cumplen con los requisitos de calidad de laboratorio con el proyecto de verificacion
del autoanalizador Alinity hg. guias y normas como la ema, CLSI, la NOM-007-SSA3-2011,

Para la organizacion y funcionamiento de los laboratorios clinicos e I1ISO 15189:2012,
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fundamentan el desarrollo del protocolo de verificacion del método y el desempefio de acuerdo
a las especificaciones del fabricante a un costo razonable. Ademas de asegurar que el equipo
mantiene su aprobacion de calidad ya que participa en los programas de garantia externa de la
calidad para laboratorios clinicos por Qualitat® y un programa de evaluacion interlaboratorios

mensual por Streck, STATS ®.

La guia CLSI establece los criterios basados en referencias bibliogréficas de expertos, a través
de consensos de grupos especializados y en sus trabajos han sido utilizado diversos estudios, asi
este estudio realizado en Monterrey Nuevo Ledn del HU en adultos sanos, podria formar parte

de un gran avance en la investigacion clinica.
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10. ANEXOS

CONSENTIMIENTO TOMA DE MUESTRA PROTOCOLO DE VALIDACION
FECHA:
NOMBRE Y APELLIDO:
FECHA DE NACIMIENTO: EDAD: SEXO: F M
OCUPACION:
LUGAR DE RESIDENCIA:

e Toma algln tipo de medicamento como anticoagulante, antibidtico o algun otro tipo
(especificar)

e Esta bajo algln tipo de tratamiento como quimioterapia, o algin otro que dependa su
salud:  si ] no ] Cual?

e Ingiere alcohol: si [ no [ ocasional []

e Esfumador: si [ no L] ocasionall]

e ;Padece algun tipo de enfermedad como hipertension arterial, diabetes mellitus, artritis
reumatoide, enfermedad cardiovascular, respiratoria, enfermedad renal, hematoldgica
(anemia), u otra? si [ no ] Cual?

e Ha recibido algun tipo de transfusion sanguinea o realizado alguna donacion de sangre
en los Gltimos 3 meses. si 1 no [ Cuando?

e Tiene antecedentes de enfermedad tumoral, hematoldgica o autoinmune.
Lsi no ] Cual?
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CARTA APROBACION DEL COMITE DE ETICA E INVESTIGACION

UNIVERSIDAD AUTONOMA DE NUEVO LEON

Comité
Av. F

de lnvast:gaclbn
Habdgh )

DR. DAVID GOMEZ ALMAGUER

Investigador principal

Servicio de Hematologia

Hospital Universitario "Dr. José Eleuterio Gonzalez”
Presente -

Estimado Dr. Gomez

En respuesta a su solicitud con nimero de ingreso P122-00226 con fecha del 02 de agosto del
2022, recibida en las oficinas de la Secretarla de Investigacién Clinica de la Subdireccion de
Investigacion, se extiende la siguiente notificacion con fundamento en el articulo 41 BIS de la
Ley General de Salud; los articulos 14 inciso VII, 99 inciso Il, 102, 111 y 112 del Decreto que
modifica a la Ley General de Salud en Materia de Investigacion para la salud publicado el dia 2
de abril del 2014; ademas de lo establecido en los puntos 4.4, 6.2, 6.3.2.8, 8y 9 de la Norma
Oficial Mexicana NOM-012-SSA3-2012, que establece los criterios para la ejecucion de
proyectos de investigacion para la salud en seres humanos; asi como por el Reglamento interno
de Investigacion de nuestra Institucion.

Se le informa que el Comité a mi cargo ha determinado que su proyecto de investigacién clinica
abajo mencionado cumple con la calidad técnica y el mérito cientifico para garantizar la correcta
conduccién que la sociedad mexicana demanda, por lo cual ha sido APROBADO.

Titulado “Validacién de parametros nuevos en la citometria hemética en poblacién sana”.

De igual forma el (los) siguiente(s) documento(s):

NOMBRE DEL DOCUMENTO VERSION FECHA

Protocolo 2 25 de Agosto del
2022

Por lo tanto usted ha sido autorizado para realizar dicho estudio en el Servicio de
Hematologia del Hospital Universitario como Investigador Responsable. Su proyecto aprobado
ha sido registrado con la clave HE22-00027 La vigencia de aprobacién de este proyecto es al
dia 06 de septiembre del 2023.

Participando ademas la Dra. Yadith Karina Lépez Garcia como tesista, el Dr. Andrés Gémez
de Leén, Dra. Perla Rocio Colunga Pedraza, M.C. Maria del Rosario Salazar Rojas y el Est.
José Emiliano Montelongo Cepeda como co-investigadores.

Toda vez que el protocolo original, asi como la carta de consentimiento informado o cualquier
documento involucrado en el proyecto sufran modificaciones, éstas deberan someterse para su
re-aprobacion.

Toda revision sera sujeta a los lineamientos de las Buenas Practicas Clinicas en Investigacion,
la Ley General de Salud, el Reglamento de la Ley General de Salud en materia de investigacion
para la salud, la NOM-012-SSA3-2012, el Reglamento Interno de Investigacion de nuestra
Institucién, asi como las demas regulaciones aplicables.

Teléfonos:818329 4050, Ext. 2870 a 2874, Correo El

s/n, Col. Mitras Centro, C.P. 64460, Monterey, N.L. México
¢ jgacionclinica@meduanl.com

FACULTAD DE MEDICINA Y HOSPITAL UNIVERSITARIO
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Ll seguimiento continuo al estudio aprobado sera el siguiente

1. Al menos una vez al ano, en base a su naturaleza de investigacion.

2. Cuando cualquier enmienda pudiera o claramente afecte bienestar y los derechos da los
sujetos de investigacion o en la conduccion del estudio.

3. Cualquier evento o nueva informacion que pueda afectar la proporcion de beneficio/riesqgo del
estudio.

4. Asi mismo llevaremos a cabo auditorias por parte de la Coordinacion de Control de Calidad
en Investigacion aleatoriamente o cuando ol Comité lo solicite

S. Sera nuestra obligacion realizar visitas de seguimiento a su sitio de investigacion para que
todo lo anterior se encuentre debidamente consignado. En caso de no apegarse, este Comité
tiene la autoridad de suspender temporal o definitivamente la investigacién en curso, todo esto
con la finalidad de resguardar el bienestar y seguridad de los sujetos en investigacién

2y Nu
ZONITE DE ETICA EN INVE
CONITE DE INVESTIGP I
DR. med. OSCAR Dt LA GARZA CASTRO
Presidente del Comité de Etica en Investigacion

Comité de Etica en Investigacion
Av. Francisco |. Madero y Av. Gonzalitos s/n, Col. Mitras Centro, C.P. 64460, Monterrey, N.L. México
Telétonos: 818329 4050, Ext. 2870 a 2874. Comreo Electrénico: investigacionclinica@meduanl.com




