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RESUMEN

Objetivo: Determinar la imprecision de parametros eritrocitarios (Hematocrito, Hemoglobina y
Recuento eritroide) con la regla de 3 segun las guias del Instituto de Estandares Clinicos y de
Laboratorio (CLSI) H26-A2, y discriminarlos por género. Métodos: Investigacion cuasi experimental
cualitativa, de corte transversal prospectiva. Se evaluo la calidad de la microcentrifuga y los capilares
de acuerdo a la guia del Instituto de Estandares Clinicos y de Laboratorio CLSI HO7-A3, para la
determinacion de microhematocrito manual se utilizé el método de D'angelo bajo la normatividad de
la guia CLSIH26-A2, y las regla de 3 inversa. El analisis estadistico fue mediante SPSS version 20.0.
Resultados: De 156 muestras evaluadas mediante microhematocrito manual la imprecisién de
Hematocrito, Hemoglobina y Recuento eritroide fueron 1,9%, 5,6% y 16,9%, respectivamente
(p=<0,05).Los valores estimados a partir de Hematocrito superan todos los limites establecidos por el
CLSI (fuera del rango maximo permisible de imprecision intraensayo y de los limites de maxima
variacion establecidos por los requerimientos médicos). No hubo diferencias significativas de
imprecision entre género. Conclusiones: El porcentaje de imprecisibn de los parametros
eritrocitarios con las reglas de 3 inversas es elevada principalmente para Hemoglobina y Recuento
eritroide. Debiéndose descontinuar su uso o ajustar sus limites de error permisibles.
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ABSTRACT

Objective: Determine the imprecision of erythrocyte parameters (hematocrit, Hemoglobin and Count
Erythroid) to Rule 3 according to CLSI H26-A2 guides, and discriminate by gender. Methods:
Qualitative Research quasi-experimental, prospective cross section. Microcentrifuge quality and
capillaries was assessed according to the CLSI guide HO7-A3, for determining manually
microhematocrit D'Angelo method under the standards of the guide CLSI H26-A2, and the inverse rule
of 3 was used. Statistical analysis was performed using SPSS version 20.0. Results: Of 156 samples
tested by manual microhaematocrit the imprecision of hematocrit, Hemoglobin and Count Erythroid
were 1.9%, 5.6% and 16.9%, respectively (p = <0.05). The estimated from hematocrit values exceed
all limits established by the CLSI (outside the allowable maximum range of intraassay imprecision and
maximum variation limits established by the medical requirements). There were no significant
differences between genders imprecision. Conclusion: The percentage of imprecision erythrocyte
parameters with rules 3 reverse is high mainly for Hemoglobin and Count Erythroid. Should be
discontinue use or adjust limits on permissible error.

Keywords: Erythrocyte parameters, hematocrit, imprecision, quality control, hematology.

'Universidad Privada Norbert Wiener. Lima, Peru

I -



Imprecision de parametros eritrocitarios con las reglas de 3 inversas segun las guias CLSIH26-A2

INTRODUCCION

El campo de la hematologia siempre ha tenido
un gran interés en el mundo en desarrollo, ha
facilitado no sélo mejoras en la atencion basica,
sino que también han contribuido a una
comprension cada vez mayor de la ciencia
detras de los trastornos hematolégicos. Esta
ciencia se ha transformado radicalmente en las
ultimas décadas, con el advenimiento de la
protedmica y la aplicacién de la biologia
molecular (Cooper, Hart, Bates y Cotter, 2011).

A medida que el uso de técnicas diagndsticas
de laboratorio en hematologia se ha
incrementado, se hizo evidente que los
métodos de referencia estandarizados y
controles estables eran esenciales para que los
resultados obtenidos en diferentes laboratorios
puedan ser comparables y se mantengan
valores hematolégicos los mas cercanos a la
realidad. A la fecha, todos los procedimientos
en Hematologia son evaluados dentro de un
sistema de gestion de calidad (Nevalainen et
al., 2000).Actualmente los procedimientos de
evaluacion de calidad son los siguientes:
cianometahemoglobina para determinaciones
Hemoglobina (Hb); Recuento de particulas
para Eritrocitos (RBC) y glébulos blancos
(WBC) (Impedancia eléctrica, laser, conteo
manual por hematimetria); WBC diferenciales
(diff) por microscopia; conteos de plaquetas
(PLT) por microscopia de fase y/o anti-CD61 y
anti—-CD41;Reticulocitos por citometria de flujo
que distinga RBC; y volumen de células
empaquetadas (PCV= Packed Cell Volume)
para las determinaciones de Hematocrito (Hto)
(CLSIH26-A2,2010; CLSI H20-A2, 2007; CLSI
HO7-A3,2000).

El Instituto de Estandares Clinicos y de
Laboratorio (CLSI) desarrolla sistemas de
calidad para una mejor practica clinica en salud
y de laboratorio. Esta organizacion sin fines de
lucro ofrece materiales de control y guias para
el establecimiento de la calidad en el
laboratorio clinico, sin embargo, es dificil y
costoso obtener materiales de referencia sobre
todo en paises con bajo y mediano grado de
desarrollo. En los paises de América Latina hay
muchos laboratorios que no cuentan con
sistemas apropiados de evaluacién y control de
la calidad, por ello, la Organizacién
Panamericana de la Salud patrocin6é un curso
de control de la calidad donde se produjeron y
evaluaron materiales de control que servirian

para establecer un sistema de calidad con
resultados optimos (Fink, Alberti y Mazziotta,
1997).

Nuestro pais, lamentablemente, no participd
del curso mencionado, no cuenta con
programas para la evaluacion externa de la
calidad en hematologia, ni con laboratorios
certificados en la misma; pero, contrariamente
casi no existe un laboratorio clinico que no
realice hematologia por la importancia de sus
diagnésticos médicos basados en datos de la
misma. Evidentemente, es necesario poner en
practica programas de evaluacion externa de la
calidad en hematologia en todos los paises
latinoamericanos (Lewis y Burgess, 1969).

El aseguramiento de la calidad de Hematologia
mediante lineamientos del CLSI, estan
asegurando sistemas seguros de diagnéstico
clinico, estas guias evaluan los procedimientos
desde la colecciéon de sangre relacionados al
Tubo EDTA (acido etilendiaminotetraacético)
dipotasico (K2) o tripotasico (K3),el control de
calidad en autoanalizadores, evaluacion de
resultados normales y anormales, el Delta
check (guia CLSI H26-A2); hasta la morfologia
hematologica(CLSI H20-A2), la calidad del
PCV (CLSI HO07-A3) y la evaluacién de
sistemas automatizados para coagulacién
(CLSI H57-A2)(CLSI H26-A2, 2010; CLSI H20-
A2,2007; CLSIH07-A3, 2000).

Dentro de la guia H26-A2, se menciona y
esclarece el uso de las reglas de 3, que indican
la concentracion aproximada de Hb y Hto, a
partir de multiplicaciones por 3 de RBC y Hb,
respectivamente. Cabe indicar que la variaciéon
esperada para este método es de + 3%, bajo
ciertas condiciones como: que no exista
alteraciones eritrocitarias, ni interferencias
endogenas, como lipemia, bilirrubinemia,
quilomicronemia, entre otras (CLSI H26-A2,
2010). Cierto es que, en nuestro pais, la
aplicacion de este método tuvo que ver mas con
la facilidad econémica y laboral. Por lo cual, el
uso de esta regla se desarrolléd masivamente en
toda la nacién, pero de manera inversa
(partiendo de valores de Hto: Hto+3= Hb
(mg/dl) y Hb+3=RBC (millones)).Esta
aplicacion de la regla de 3 en nuestro pais, tiene
mucho tiempo en uso pero ningun estudio
sobre variabilidad, discrepancias, limitaciones
o error total (McKenzie, 2006).
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Como hipétesis planteamos que la evaluacion
continua del método de regla de 3 inversa
segun CLSI H26-A2, asegura las reglas
internacionales de calidad. Por ello, el objetivo
de la presente investigacion fue determinar la
imprecision de parametros eritrocitarios
(Hematocrito, Hemoglobina y Recuento
eritroide) con la regla de 3 segun las guias del
Instituto de Estandares Clinicos y de
Laboratorio (CLSI) H26-A2, y discriminarlos por
género

MATERIALY METODOS

Con el fin de estudiar la imprecision de los
parametros eritrocitarios (Hto, Hb y RBC) con la
regla de 3 segun las guias CLSI H26-A2,se
realiz6 una investigacién de tipo cuasi
experimental cualitativa, de corte transversal
prospectiva en el Laboratorio de Analisis
Clinicos del Policlinico “La Fe” Urb. El Parral —
Lima 07. El tamafo muestral fue calculado
usando EPIDAT 4.1 (Xunta de Galicia, Espafia)
considerando una sensibilidad de 0,95, una
heterogeneidad de 50% y una precision de 0,04
obteniéndose un tamafio muestral de 151
pacientes. Para tal fin se tom6 una muestra de
170 pacientes derivados al servicio de
hematologia, provenientes de consultorios
externos.

Las muestras incluidas en la investigacién son
las que cumplieron los criterios de la guia CLSI
H26-A2 (pacientes sin patologia eritrocitarios,
niinterferencias endégenas notables, etc.).

Procedimiento de Verificacion y
estandarizacion de microhematocrito:

a. Evaluacion de microcentrifuga: Para
poder lograr y cumplir un empaquetamiento
o6ptimo de células, se evalud lo siguiente de
acuerdo conlaguia CLSIHO7-A3:

+ Radiomayora8,0cm.

» Capacidad de alcanzar la velocidad maxima
en 30 segundos.

- Capacidad de sostener una Fuerza
Centrifuga Relativa —RCF- de 10,000 a
15,000 g por al menos 5 minutos debajo de
45°C.

» Calibracion del reloj en intervalos de 30
segundos desde 0 hasta al menos 5
minutos.

« Verificacion de la exactitud de reloj interno
de la microcentrifuga con un cronémetro.
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b. Evaluacién de rectitud de tubos capilares
La gran cantidad de marcas de tubos capilares
para microhematocrito cumplen con las
especificaciones de la American Society for
Testing and Materials (ASTM). Sin embargo,
para verificar la calidad de los capilares y
eliminar el potencial uso de capilares
deformados se procedié a realizar lo siguiente.
» Medicion de 12 capilares (6 sellados al lado
“A”y 6 sellados al lado “B”)
e Revisar que no existan diferencia
sistematica entre valores hallados mediante
la prueba de t-student. (<2,571 TINV)

Se justiprecio y estandarizo la rectitud de tubos
capilares para microhematocrito (t-student
2,198) del lote 20130909 de capilares no
heparinizados de Biotech™ (Wicklow, Irlanda)
segunlaguia CLSIH26-A2.

Procesamiento de la muestra:

Etapa pre analitica: La recoleccion se llevo a
cabo en el area de Flebotomia, del Policlinico
‘La Fe” durante la mafiana, en tubos BD
Vacutainer ® (Franklin Lakes, Nueva Jersey) de
3 ml, tapa color lavanda con EDTA K2 y se
mezclo por inversion (de 8 a 10 veces), de
acuerdo con la guia CLSI H03-A6 (CLSI H26-
A2, 2010; CLSI H20-A2, 2007, CLSI H3-A6,
2007). El volumen de muestra en todos los
casos fue mayor de 1 ml, ninguna presentd
hemoalisis, coagulos ni aglutinaciones.

Etapa analitica: Se procesaron las muestras
inmediatamente y dentro de los 120 minutos
respecto a la extraccion sanguinea, con el fin
de evitar falsos aumentos del tamafio de
eritrocitos (Bain, Lewis y Bates, 2006). La
determinacion de microhematocrito manual se
efectud por el método de D'angelo y Lacombe,
evaluado con la guia CLSI HO7-A3 (Gonzales,
2005). El calculo de Hb y RBC derivados del
valor de microhematocrito fue por las reglas de
3 inversas en cumplimiento de la guia H26-A2
(Bulletal., 2003).

La Regla de 3: Relaciona los parametros
concernientes a las células rojas. Asaber, son 2
formulas:

-3 (RBC) = Hb mgydl
-3 (Hb) = Hto %

Las reglas de 3 inversas son:
* Hto+3= Hb mg/dI
* Hb+3=RBC millones.
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Se evalu6 mediante microscopia, el frotis
sanguineo de todos los pacientes con el fin de
descartar alteraciones eritrocitarias y
hemopatias. El conteo de WBC se realizé conla
camara de Neubauer por el método
hematimétrico, corroborado con la
concentracién de la capa flogistica del
microhematocrito, donde no se hallaron
alteraciones.

Etapa post analitica: Los resultados fueron
digitados en el libro de reportes del servicio,
previa validaciéon del personal de laboratorio y
entregados a los pacientes en los tiempos
estipulados.

Técnica de recoleccion de datos: Los datos
se registraron en un instrumento de hoja de
calculo de Microsoft Office Excel 2010 para
Windows, desde el libro de reportes del area.
Dentro de la matriz de calidad se utiliz6 la guia
del CLSI H26-A2, para evaluar valores clasicos
de variabilidad (desviacién media, varianza
muestral, desviacion estandar y coeficiente de
variacion de Pearson —%CV-) y compararlos
con estudios sobre analisis de imprecision
realizados con anterioridad, principalmente con
los descritos por el CLSI por ser estos
protocolos internacionales estandarizados de
evaluacion que definen y protocolizan la
recoleccion de datos, el procesamiento
analitico y estadisticos de los mismos y la
interpretacion de los resultados obtenidos
(CLSIH26-A2,2010, ISPC, 2009).

Analisis estadistico: El analisis estadistico
fue mediante SPSS version 20.0 donde se
utilizé t-de student para la evaluacién de
rectitud de tubos capilares.

La principal limitacion fue que la regla de 3
empleada no fue la adscrita segun la guia CLSI
H26-A2, la utilizada en la investigacion fue la
razéon entre el Hto+3 = Hb y Hb+3 = RBC,
empleada comunmente en los laboratorio

hematoldgicos del pais. Pese a esta limitacion,
somos los pioneros en acometer la tarea de
esclarecer la impresion existente en la
determinacion de parametros eritrocitarios con
la regla de 3 inversa, usada en gran cuantia en
la comunidad.

Etica: la informacion obtenida se mantendra en
anonimato y so6lo se utilizara para esta
investigacion.

RESULTADOS

De 170 muestras de pacientes evaluados
mediante microhematocrito manual, 60 fueron
varones, 102 mujeres y 8 eliminados. El % CV
de Hto, Hb y RBC fueron 1,9%, 5,6% y 16,9%,
respectivamente. La proporcion de imprecision
discriminada por género se muestra a
continuaciénenlaTabla 1.

Tabla 1. Imprecision discriminada por género(n=162)

Parametros

. T Varones Mujeres
eritrocitarios

Hto 2,36% 2,83%

Hb 7,80% 8,56%

RBC 23,50% 26,21%

Los resultados del estudio en contraposiciéon
con valores de requerimientos médicos para el
manejo del paciente segun The Clinical
Laboratory Improvement Amendments
1988-CLIA'88 —, la Sociedad médica japonesa
y valores de manejo de pacientes (Patient
management) concernientes en la guia CLSI
H26-A2, se muestran enlaTabla 2.

Los requerimientos médicos (cambios seriales
en un paciente expresados en % CV individual,
necesarios para el manejo clinico del paciente)
necesita una imprecisién mas corta, a tal punto
de no parecer imprecision de laboratorio, sino
variabilidad biolégica.

Tabla 2. Imprecision interindividual y requerimientos médicos del manejo de paciente.

Patient
management *

Japanese Medial

Association *

Parametros Valores del .
eritrocitarios estudio CLIA "88
Hto 1,9% 3
Hb 5,6% 3,5%
RBC 16,9 3

- 1,6%
3 1,4%
4 1,4%

*Estudios descritos en la guia CLSI H26-A2
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Ala par, en la Tabla 3 se muestran los valores
comparables entre 2 estudios sobre
imprecision potencial relacionados a
parametros eritrocitarios de Hb y RBC
(expresados en rangos) mencionados en la
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guia CLSI H26-A2, (el grupo italiano “State of
the art” y otros autores que consideraron < 0,5
de variabilidad biolégica para la evaluacion
intraensayo). La matriz de correlaciones entre
variables resulté adecuada (p=<0,05)

Tabla 3. Imprecision intraensayo tradicional en parametro eritrocitarios.

State of the art *

<0,5 within subject
biological variation *

Parametros Valores del
eritrocitarios estudio
Hto 1,8%
Hb 5,6%
RBC 16,9%

0,8%-1,5%
0,8%-1,7%

0,6-1,2%
0,5-1,3%

*Estudios descritos en la guia CLSI H26-A2

DISCUSION

El cuadro hematico es una de las pruebas que
mas se solicita al laboratorio clinico y es la
prueba de laboratorio que mas aporta al clinico
en la evaluacion de un paciente. Este conjunto
de examenes, que evaluan distintos elementos
sanguineos, estan compuestos de diferentes
parametros segun el tipo de hemograma, cada
uno con un coeficiente de variaciéon distinto,
pero que en su mayoria no exceden el 3%
(Campuzano, 2007).

La evaluacion realizada demostr6, con
excepcion del Hto que tiene precision vy
exactitud adecuaday aceptable parala practica
clinica, que los resultados de imprecision
expresados estan fuera del rango maximo
permisible de imprecision intraensayo y son
incongruentes con los limites de maxima
variacion establecidos por los requerimientos
médicos segun la guia CLSI H26-A2, por lo que
resulta poco util para el calculo de Hb y RBC
(WHO, 2000).

El % CV de Hto (1,9%) se encontré dentro de la
imprecision maxima permisible establecido por
CLIA 88, debido principalmente a la correcta
verificacion y estandarizacién de equipos e
insumos (microcentrifuga y tubos capilares) y al
cumplimiento de los lineamientos
internacionales de calidad (D'angelo y
Lacombe bajo la guia CLSI HO07-A3) que
aseguran la calidad final de los resultados y
mejora la confiabilidad de resultados emitidos
por el laboratorio clinico hematolégico.
(Gonzales, 2005; CLSIH07-A3, 2000).

Las derivaciones a partir de Hto son
incongruentes con los limites de maxima

variacion establecidos, tanto por los
requerimientos médicos de la fuente japonesa,
CLIA "88 y los requerimientos médicos para el
manejo del paciente. Estos valores de Hb vy
RBC tienen una diferencia muy significativa,
conforme se calcula el siguiente valor a partirde
la razdn matematica anterior (5,6% para Hb,
16,9% para RBC). Los valores comparados en
la Tabla 2, demuestran que la técnica de
microhematocrito manual para determinaciéon
de parametros eritrocitarios con las reglas de 3
usadas para el manejo médico es critico, al
derivarse de esta el valor de Hb y RBC. Tanto
para CLIA "88 como para la asociacion médica
japonesa los valores de Hb son rigidos y no se
desvian mas de 3,5%, en nuestra investigacion,
demostramos que el uso de la regla de 3
inversa para la determinacion de los
parametros eritrocitarios resulta poco util para
el calculo de Hb y RBC (CLSI H26-A2, 2010;
CLSIHO07-A3, 2000).

Estos valores resultantes de una imprecisién
constante, no pueden usarse para derivar
valores hematimétricos (volumen corpuscular
medio —VCM-, hemoglobina corpuscular
media —HCM-, y la concentracién de
hemoglobina corpuscular media -CHCM-), ya
que, los valores ecuacionales de donde derivan
estan fuera del rango maximo permisible de
imprecision, entonces, estos expresarian
valores indeterminados.

De la misma forma, la discriminacion por
género demostrd que la mayor imprecision esta
en mujeres en comparacion de los hombres,
asi, en ambos casos se obtuvieron resultados
que superaron el maximo de imprecision
permisible (con excepciéon de CLIA'88 para
Hto). Sibien, esto podria estarinfluenciado por

e
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la cantidad muestral (100 pacientes mujeres
frente a 55 varones), aunque este fendbmeno se
observa constantemente en las estimaciones
de Desviacion estandar y no en Coeficientes de
Variacion de Pearson; consideramos esta
evaluacion superlativa entorno a la valoracion
de calidad del proceso (CLSI H26-A2, 2010;
CLSIHO07-A3,2000).

Se determin6 la imprecision intraensayo
tradicional, basados en estudios
hematologicos por el grupo italiano “State of the
art”, de todos los intervalos de los parametros
eritrocitarios, estableciéndose los valores
mostrados en la Tabla 3. Los intervalos del
grupo italiano como los descritos por diversos
autores, que establecen <0,5% de variacion
biolégica intraindividual, fijan los valores
maximos para Hb y RBC. Es de notar que lo
hallado en nuestra investigacion difiere total y
alarmantemente.

El gran uso de estas reglas de 3 inversas en la
comunidad, se debe en gran medida a un
desconocimiento del impacto clinico, a la
facilidad y/o urgencia en los laboratorios
clinicos nuevos, los limitados en tecnologia o
con intereses de lucro (Campuzano, 2007). El
problema de estas estimaciones, es que hasta
ahora no se pueden considerar resueltos; esto
lo comprueban nuestros resultados en base a
los cuales se debe desarrollar evaluaciones de
mayor cuantia, duraciony alcance.

Finalmente, sugerimos realizar la regla de 3
convencional, como lo menciona el CLSI, que
debe de someterse a evaluaciéon y
estandarizacion de procesos: dependiendo de
los equipos (microcentrifuga,
espectrofotometros), instrumentos (tubos
capilares, cartilla de lectura estandarizada),
registros (analisis de datos para establecer
precision del ensayo por cada servicio,
establecer un POE (procedimiento operacional
estandarizado), ubicacion geografica
(latitudes, metros sobre el nivel del mar),
frecuencia del tipo pacientes (grupo etario,
pacientes pediatricos, gestantes); y al
cumplimiento de los requisitos de calidad que
ofrecen las variabilidad biol6gica en base al
error aleatorio, sistematico o total establecidos
mediante estudios y reportes dentro de un
sistema de aseguramiento integral de la
calidad. Sugerimos también, corregir y/o
convertir los valores del hematocrito manual
mediante la férmula de Perkins o descontinuar
Su uso.

En eso contexto, la evaluacidon de métodos es
clave para el cumplimiento de los
requerimientos internacionales de calidad,
organismos de acreditacion y para la mejora
continua.
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