Para qué y cuando han de revisarse las formulas leucocitarias
manuales: citologia frente a citometria
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Los primeros analizadores hematoldgicos, que realizaban el hemograma sin plaquetas, fueron introdu-
cidos en nuestro pais a principios de 1970. El recuento diferencial leucocitario (RDL) automatizado fue
afiadido a finales de los afios setenta. Todo ello supuso un cambio radical en el trabajo diario de los labo-
ratorios de hematologia que hasta entonces realizaban los contajes celulares en camara y el RDL median-
te extensién manual que era impreciso, inexacto y tedioso. El objetivo principal de los actuales laborato-
rios es procesar mas muestras con el menor costo posible. El RDL manual consume tiempo y su costo es
muy alto en personal. Un estudio realizado en nuestro laboratorio mostré los siguientes resultados: bus-
car el tubo, hacer extensién y teflir: 2 minutos y 30 segundos; realizar el RDL manual: 5 minutos. En to-
tal: 7 minutos y 30 segundos. Ello representa un coste de 2,2 euros, si lo hace un técnico, y de 3,2 euros,
si lo hace un facultativo.

La finalidad del presente foro de debate es conocer las indicaciones y limitaciones de las revisiones ma-
nuales del RDL. Las ponencias presentadas por T. Molero y J. Villarrubia, reconocidos expertos a nivel
internacional en temas de automatizacién y citologia, son muy documentadas, claras, detalladas, coor-
dinadas y concluyentes. El tema parece banal, pero no lo es. Los analizadores han evolucionado y su tec-
nologia, en muchos casos, supera las limitaciones, de todos conocida, del RDL manual.

Una de las pruebas mas evidentes de las limitaciones del RDL manual ya la mostré C.L. Riimke!, re-
conocido estadistico de pruebas de laboratorio, en 1985 (Tabla 1). En ella se muestran los limites de con-
fianza al 95% de los RDL manuales dependiendo del nimero de células contadas (de 100 a 1.000) en cada
extension y el resultado obtenido (de 0 a 50%). En ella vemos que un resultado del 7% , contando 100 cé-
lulas, por estadistica puede oscilar entre 2 y 14. En cambio, si contamos 1.000 células su valor estard entre
5y 9. Como vemos en la Tabla 1, las variaciones son muy considerables y podemos entender lo presenta-
do por los ponentes cuando dicen que el nivel de concordancia entre observadores experimentados para
el recuento de cayados es de menos del 50%, incluso intraobservador.

La nueva publicacién sobre el método de referencia del RDL manual (H20-A2), dirigida por J. Koepke,
del 20072, que es establecida por el Clinical and Laboratory Standard Institute (CLSI antes NCLLS) ya ex-
plica todos los cuidados y limitaciones que deben tenerse con la técnica por indudables limitaciones. El
Internacional Council for Standardization in Haematology (ICSH), que ha sido renovado y activado este
afo, ha establecido un grupo de trabajo denominado Extended Differential Blood Count, que dirige Bru-
ce H. Davis®. Dicho grupo esta estableciendo un método de referencia para el RDL mediante marcadores
monoclonales y citometria de flujo ante la evidente limitacién de usar el RDL manual como referencia.

Como citan ambos ponentes, en la actualidad, la informacién que proporcionan las graficas de los anali-
zadores debe ser conocida por el personal que trabaja con ellos. Ello evitaria muchas revisiones manuales y
se entenderian mucho mejor las limitaciones del RDL manual que es muy impreciso respecto a los sistemas
automaticos. Debemos conocer las limitaciones de los analizadores, su interpretacién y, a la vez, conocer las
que tiene el RDL manual. Es indudable que el RDL manual debe ser utilizado atn pero en casos muy con-
cretos y para fines especificos como son anomalias especificas de la serie roja, en casos de mielodisplasia, en
recuentos (aunque imprecisos) de blastos y granulocitos inmaduros, detectar algunos parasitos, en casos es-
pecificos de dismorfia plaquetaria y en aquellos en que veamos que los sistemas presentan anomalias de de-
teccién. La incorporacién de marcadores monoclonales en los analizadores es un hecho evidente. Asi, para
deteccién de las inflamaciones e infecciones se esté incorporando el CD64, para el estudio de los linfocitos
se utilizan AcMo para T, T4, T8, B y NK, para las plaquetas el CD 61 y otros en vias de desarrollo.

La conclusién quizd sea la apuntada por uno de los ponentes “el tradicional recuento y observacién
del diferencial leucocitario al microscopio puede ser el pasado y posiblemente pase a la historia dentro
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de poco tiempo” aunque, en la actualidad, existen algunas indicaciones especificas, pero que creo que en
poco tiempo serdn superadas por la nueva tecnologia mds exacta y precisa.
Espero que el debate sea clarificador, extenso y constructivo para todos los asistentes al Congreso.
Tabla 1. Recuentos leucocitarios. Limites de confianza (95%) de los resultados
Céulas (%) Nimero de células contadas
100 200 500 1.000
0 0-4 0-2 0-1 0-1
1 0-6 0-4 0-3 0-2
2 0-8 0-6 0-4 14
3 0-9 17 15 2:5
4 1-10 18 2-7 2-6
5 112 2-10 3-8 37
6 2-13 311 4-9 4-8
7 2-14 312 4-10 5-9
8 3-16 4-13 5-11 6-10
9 4-17 5-15 6-12 7-11
10 4-18 6-16 7-14 8-13
15 8-24 10-21 12119 12-18
20 1230 14-27 16-24 17-23
25 16-35 19-32 21-30 22-28
30 21-40 2331 26-35 271-33
& 25-46 28-43 30-40 32-39
40 30-51 33-48 35-45 36-44
45 35-56 38-53 40-50 41-49
50 38-61 42-58 45-55 46-54
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En la dltima década se ha desatado una controver-
sia sobre la necesidad y, en su caso, rentabilidad de
la lectura manual de los frotis de la sangre periféri-
ca en un laboratorio de hematimetria de rutina. Ello
se debe en parte a las recientes publicaciones al res-
pecto, donde los autores documentan y cuestionan
la utilidad del procedimiento del recuento diferen-
cial. Los nuevos contadores hematolégicos, que in-
corporan modernos métodos automatizados o se-
miautomatizados, pueden sustituir gran parte de la
revisién manual de los frotis. Los métodos automati-
zados cada vez ofrecen mayor exactitud y precision
en el recuento diferencial y en las alarmas para la de-
teccién de formas patoldgicas o inmaduras, principal-
mente de los granulocitos, linfocitos y plaquetas, cé-
lulas que con mayor frecuencia pueden requerir una
visualizacién microscépica.

Por otro lado, la lectura manual de los frotis alarga
el tiempo de respuesta, incrementa los costes y dis-
minuye la eficacia y la productividad del laboratorio®.
El tiempo empleado en leer e interpretar 100-200 cé-
lulas en un frotis oscila entre 1,9 y 6 minutos, mien-
tras que en el autoanalizador es de un minuto?.

El aumento de la presién asistencial y la incorpo-
racién de la analitica procedente de atencién prima-
ria a los hospitales ha supuesto una carga adicional
para el hematdlogo responsable de la seccién de au-
tomatizacién o hematimetria, tanto en pruebas ruti-
narias como urgentes, credndose la necesidad de me-
jorar la eficacia para evitar la lectura innecesaria de
muchos frotis.

La valoracién de si debe ser el citélogo o el he-
matdlogo responsable de rutina quien realice el re-
cuento manual difiere entre los centros donde sélo
se procesan los hemogramas del hospital y los que
han incorporado los provenientes de atencién prima-
ria, independientemente del tamafio del hospital y
de la poblacién atendida en el drea de salud. Asi, en
centros de primer nivel o en hospitales mds grandes
—donde se reciben muestras Gnicamente del centro-,
el tiempo requerido para evaluar y observar al micro-
copio los frotis seleccionados es notablemente infe-
rior al de los que procesan mds de mil hemogramas
diarios, donde indistintamente puede encargarse de
su lectura el hematdlogo de rutina o el citdlogo.

El nimero de frotis a tefiir depende también de que
sea el hematdlogo o el analista quien procese los he-
mogramas. La mayoria de los hematélogos somos
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conscientes de ser los especialistas mds idéneos para
decidir qué tipo de autoanalizador utilizar segin ne-
cesidades, y de cudndo, por qué o cudntos frotis de-
bemos revisar.

En algunos centros, es el servicio de bioquimica
o andlisis clinicos el responsable de la automatiza-
cién y, sobre todo, de los hemogramas que proceden
de atencién primaria, donde la alteracién patoldgica
de los hemogramas es generalmente irrelevante. En
otros hospitales son las urgencias del laboratorio de
hematologia las que se procesan junto con la bioqui-
mica en el servicio de anélisis clinicos. Sin duda algu-
na, el hematdlogo estd bastante mds preparado para
decidir qué se tife, realizar el recuento manual y ob-
servar la morfologia celular con exactitud para emitir
un diagndstico, porque es médico y conoce la pato-
logia en su forma integral, y no sélo datos de labora-
torio®.

En cuanto a que sea el hematdlogo o el técnico de
laboratorio (TEL) el encargado de su lectura inicial,
depende también de la disposicién del personal de
enfermeria. Histéricamente, las enfermeras lefan las
férmulas hospitalarias, y atin se mantiene asi en algu-
nos laboratorios; pero no se consideré igual para los
TEL, lo que ha causado mas de una disputa en algu-
nos centros.

También es importante tener en cuenta la experien-
cia del observador y el nivel del hospital. Asi, cabe es-
perar que se revisen mads extensiones en hospitales
con docencia o donde el hematdlogo de hematime-
tria no es un experto citélogo.

Se han definido reglas automatizadas de validacién
de hemogramas y revisién de frotis dependientes de
la valoracién del facultativo responsable de la sec-
cién y del tipo de autoanalizador utilizado. En el afio
2002 se reunieron expertos en la materia, y publica-
ron unas reglas de consenso en la validacién que han
sido aceptadas por algunos grupos*. Es habitualmen-
te aceptado eludir la lectura de los frotis si el pacien-
te tiene anteriores hemogramas con el mismo para-
metro alterado.

Las alarmas dispuestas en los autoanalizadores he-
matolégicos son el primer punto de orientacién para
la tincién de las extensiones. Analizamos a continua-
cién las alarmas que con més frecuencia nos pueden
orientar hacia la seleccién de los frotis para su lectu-
ra manual.

Alarmas en leucocitos

Las alarmas en los leucocitos son un motivo frecuen-
te de revisién de frotis, ya sean alarmas que indican
aumento o disminucién del recuento total de leucoci-
tos o en alguna de las células de la serie blanca.
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Linfocitos

Las alarmas de linfocitos que ofrecen los contado-
res son principalmente cuantitativas (alto o bajo re-
cuento), pero aportan escasa informacién cualitativa
(linfocitos variantes, LUC). En la misma zona del es-
categrama, y por similares caracteristicas de disper-
sién de luz, pueden colocarse linfocitos neoplésicos o
blastos de estirpe linfoide a mieloide. Es por ello que
la mayor parte de los frotis seleccionados para su lec-
tura manual son los correspondientes a las linfocito-
sis o alarmas en los linfocitos.

Ademas de las alarmas anteriormente comentadas,
el hematdlogo experto en hematimetria valora el in-
forme grafico del autoanalizador para seleccionar qué
frotis se van a teflir para su posterior lectura micros-
copica. En algunos contadores que utilizan metodo-
logia dptica en el recuento diferencial leucocitario,
basta con ver la grafica de dispersién de luz (tama-
fio/lobularidad) para intuir que puede tratarse de una
linfocitosis reactiva, lo que evita en muchos casos su
andlisis microscopico (Figura 1).

En un reciente estudio se enviaron frotis con un va-
riable nimero de linfocitos atipicos para ser analiza-
dos manualmente por 30 expertos citélogos. En él se
concluye que el recuento de linfocitos atipicos es di-
ferente dependiendo del experto que los lea y de que
tenga a su alcance los datos de las alarmas. Por ello,
es preferible informar como “aumento” o “normal”
evitando porcentajes’.

Si la imagen gréfica orienta hacia la presencia de
blastos (independientemente de las alarmas de blas-
tos) o hacia una linfocitosis clonal, habitualmente el
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Figura 1a. Grafica de dispersion de luz tamano (0°)/lobularidad
(90°) en una muestra de sangre periférica con linfocitos
activados. Cell-Dyn Sapphire.

frotis se observara con distintos niveles de urgencia.
Cuando se dispone de la posibilidad de detectar anti-
genos leucocitarios en el mismo autonalizador (Cell-
Dyn 4000/Cell-Dyn Sapphire), se podra determinar en
un tiempo minimo la estirpe linfocitaria y si se trata de
una linfocitosis benigna o maligna con un simple panel
de dos tubos con marcadores T, B y NK en dos fluores-
cencias® (Figura 2). Posteriormente, se enviara la mues-
tra para estudio citofluorométrico y completar o con-
firmar el diagndstico. Se ha observado una excelente
correlacién del método automatizado con el de refe-
rencia (citometria de flujo) para la deteccién de los lin-
focitos T y B, aunque inferior para los NK y T/NK’.

Asimismo, la edad de los pacientes es definitiva
para decidir su normalidad, principalmente en los ca-
sos de linfocitosis y de desviacién izquierda. En ni-
flos menores de 2 afios y de entre 2 y 6 afios, se puede
considerar normal un recuento absoluto de linfocitos
de hasta 9.000/ul y 7.000/ul, respectivamente®. Una
vez mads, la observacién del informe grafico del he-
mograma para el laboratorio puede evitar o forzar la
visualizacién del frotis.

Otro motivo de revisién del frotis puede ser la neu-
tropenia (recuento absoluto de neutréfilos < 1.000/
ul) en la busqueda de patologia NK o T/NK (linfoci-
tos grandes granulares), patologia ésta mas frecuen-
te en adultos que en nifios. En un reciente estudio de
97 pacientes con linfocitosis leve y moderada (rango
6-15 x 10%/1) sin diagndstico previo y procedentes de
atencién primaria, se encontré una expansioén tran-
sitoria o persistente de células “natural killer” en un
22% de los adultos y en un 9% de los nifios de edad
inferior a 12 afos®.
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Figura 1b. Grafica de dispersion de luz tamaiio (0°)/lobularidad
(90°) en una muestra de sangre periférica con linfocitos clonales
en una leucemia linfoide crénica. Cell-Dyn Sapphire.
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Figura 2a. Doble histograma de fluorescencia FL1 (CD3) versus
FL2 (CD19/HLA-DR) en una muestra de sangre periférica normal.
Cell-Dyn Sapphire.

Figura 2b. Doble histograma de fluorescencia FL1 (CD3) versus
FL2 (CD19/HLA-DR) en una muestra de sangre periférica con
aumento de linfocitos B (CD19+/HLA-DR+). Cell-Dyn Sapphire.
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Figura 2c. Doble histograma de fluorescencia FL1 (CD3) versus
FL2 (CD19/HLA-DR) en una muestra de sangre periférica con
linfocitos T activados (CD3+/HLA-DR+). Cell-Dyn Sapphire.

La informacién clinica siempre serd de gran ayuda
para decidir qué frotis seleccionar para su lectura.

Granulocitos inmaduros/bandas
Las alarmas de bandas o granulocitos inmaduros pue-

den ser confirmadas en el microscopio, aunque el re-
cuento de estas células ayuda poco en su principal fi-
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nalidad, que es el diagnéstico del paciente infectado
o séptico. Algunos autores cuestionan la utilidad del
recuento de bandas como ayuda diagnéstica o en el
seguimiento de una infeccién o fiebre, incluso en ni-
fos de edad inferior a 3 meses. Sefialan que ofreceria
similar informacién el nimero absoluto de leucocitos
o de neutrdfilos y se evitarfa aumentar significativa-
mente los costes del laboratorio®!.

El recuento de las bandas es un método impreciso
e inexacto. La reproducibilidad de éste depende del
numero de células contadas y de su inconsistente de-
finicién morfolégica'>™?. Esta falta de acuerdo en la
identificacion de los cayados se traduce en un amplio
rango de valores de referencia tanto en los adultos
como en los nifios de diferentes edades y en distintas
comunidades raciales, por lo que es complicado esta-
blecer sus valores normales!’.

Como indicador de infeccién o de sepsis, se ha
propuesto el estudio alternativo de los marcado-
res de activacién de los granulocitos en el citémetro
de flujo o en el mismo autoanalizador hematolégi-
co'®, El andlisis de la expresién del antigeno CD64
en la membrana de los neutréfilos como respuesta
a la liberacién de citocinas representa un aumento
en la especificidad, sensibilidad y valor predictivo
en el diagnéstico de sepsis o infeccién, con respec-
to al recuento de neutréfilos, recuento de bandas,
fraccién inmadura mieloide, alarmas del autoanali-
zador, proteina C reactiva o velocidad de sedimen-
tacién globular'®®.

En la misma linea, otros autores han estudiado el
grado de maduracién de los granulocitos por méto-
dos citofluorométricos en tres fluorescencias y con



XLIX Reunién Nacional de la AEHH y XXIIl Congreso Nacional de la SETH. Foros de debate

los antigenos CD45, CD16 y CD11b, valorando su
distinta expresién en las formas madurativas, desde
la negatividad para CD16 y CD11b hasta la expre-
sién conjunta de ambos marcadores en el granuloci-
to maduro. Comparando con la visualizacién micros-
copica y recuento de 100 células, la reproducibilidad
en el recuento de granulocitos inmaduros varia des-
de un 6,8% en el método citofluorométrico hasta un
50,2% en recuento diferencial manual. Sin embargo,
esta técnica es inservible en los casos de pacientes
afectos de mielodisplasia o en tratamiento con fac-
tores de crecimiento!. Otros investigadores conside-
ran similar el valor del andlisis del CD16 en los neu-
tréfilos al del recuento de granulocitos o alarmas en
el autoanalizador en el diagnéstico de la fase aguda
de la infeccién?.

Un estudio comparativo que valora la deteccién de
granulocitos inmaduros (IG), realizado en el conta-
dor hematoldgico Sysmex XE 2100, mostré un co-
eficiente de variacién del 7,02% para el %IG y de
6,93% para el recuento absoluto de granulocitos in-
maduros, tomando como referencia el recuento ci-
tofluorométrico con los antigenos CD11b/CD16/
CD45 y el recuento manual, respectivamente. El co-
eficiente de correlacién fue r> = 0,96 con la citome-
tria de flujo y 1> = 0,78 con el recuento manual®.

Recientemente se ha comunicado la superioridad
(mayor sensibilidad y especificidad) de los pardme-
tros VCS MNV (volumen de neutréfilos) y NDW (an-
cho de distribucién de neutréfilos) en el diagnéstico
de la infeccién aguda, al compararlo con el recuen-
to absoluto de neutréfilos, recuento manual de ban-
das y PCR, en un estudio practicado en 212 adultos
con distintos grados de infeccién (ausente, localiza-
da y grave), analizdndose las muestras en el Coulter
LH 75019.

Blastos

Las alarmas de blastos de los contadores pueden re-
presentar cierta fiabilidad si el porcentaje de certe-
za supera el 90%. Una vez mds, la imagen de dis-
persién de luz es mds orientadora que las alarmas.
El resto de los pardmetros del hemograma ayudan
al posible diagnéstico de la presencia de blastos en
una muestra de sangre periférica. La informacién
clinica sera fundamental en la decisién de revisar la
extension.

Como en toda patologia hematoldgica, serd dife-
rente su proceso en el caso de pacientes en segui-
miento por una leucemia aguda, en el que los reque-
rimientos del clinico orientardn a menudo sobre la
necesidad de la observacién microscépica del frotis,
o bien se establece en cada centro su frecuencia de
lectura manual.

Eosinodfilos, basofilos, monocitos

Raramente es necesaria la confirmacién de los eosiné-
filos y monocitos, puesto que su especial dispersion
de la luz ofrece escasa confusién con otro tipo celular.
Los contadores hematolégicos de dltima generacién
distinguen con gran exactitud estos tipos celulares.

Como en todo diagndstico es fundamental tener en
cuenta los datos clinicos y demograficos aportados
en la solicitud del hemograma.

El recuento de baséfilos es el mas inexacto en los
autoanalizadores hematoldgicos, exceptuando los
que utilizan tinciones citoquimicas y lisis dcida de
la muestra en su resolucién (Advia). No obstante, su
confirmacién microscépica serd necesaria casi ex-
clusivamente en el diagnéstico y seguimiento de
los sindromes mieloproliferativos, en los que el res-
to de los pardmetros obligard igualmente a su estu-
dio global.

En la serie blanca en general, es mas importante la
visualizacién del frotis para observar la morfologia
de las células que para efectuar su recuento diferen-
cial. Es interesante valorar la viabilidad automatizada
para excluir patologia o mal estado de la muestra por
largo tiempo tras la extraccién.

Plaquetas

En la decisién de revisién microscépica de las plaque-
tas, la mayoria de los autoanalizadores reflejan con
notable exactitud la presencia de agregados, por lo
que, bajo nuestro punto de vista, habitualmente no
es preciso comprobar su presencia en el microsco-
pio (Figura 3). Unicamente habria que revisar el frotis
cuando el volumen plaquetario es muy alto y el con-
tador puede dar falsa alarma de agregados o de trom-
bocitopenia.

En caso de disparidad entre el recuento de plaque-
tas por el método 6ptico e impedancia debida a in-
terferencias de particulas celulares (microorganis-
mos, pardsitos, inmunocomplejos, crioglobulinas,
etc.), se puede realizar la lectura manual, porque
permite ademds la visualizacién morfoldgica de las
particulas que causan la interferencia y del resto de
las células. En el recuento plaquetario es mas exac-
ta y eficaz la determinacién inmunolégica por cito-
metria de flujo o, si estd disponible, la determinacién
de la GPIlla plaquetaria (CD61) automatizada, que
guarda una excelente correlacién con el recuento ci-
tofluorométrico??!. El recuento manual de plaquetas
en la trombocitopenia es un método altamente im-
preciso y tedioso, principalmente en bajos recuentos
de plaquetas o en pacientes en los que ademas se de-
tecta leucopenia®?.
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Figura 3. Imagen de agregados de plaquetas en el doble
histograma tamaiio (dispersion de luz a 0°)/lobularidad (90°).
Cell-Dyn Sapphire.

Hematies/eritroblastos

En las alteraciones de la serie roja, la patologia que
con mas frecuencia obliga a la visualizacién micros-
copica es el recuento de eritroblastos (EB), principal-
mente en neonatos, talasemia mayor e intermedia,
anemia hemolitica, hemorragia grave o estados de hi-
poxia, aunque los contadores de Ultima generacién
ofrecen un recuento de eritroblastos ajustado. Los EB
interfieren el recuento leucocitario, dando lugar a re-
sultados erréneos si no se ajustan previamente sus
contajes. Algunos autoanalizadores utilizan métodos
con tincién vital del nicleo una vez realizada la lisis
de los eritrocitos y eritroblastos (Sysmex XE 2100,
Cell-Dyn 4000/Sapphire), encontrandose una buena
correlacién con el recuento manual. Se ha propues-
to el recuento de EB con métodos inmunoldgicos con
el CD71 y CD45 en combinacién; pero es un méto-
do que lleva tiempo de preparacién y andlisis, preci-
sando ademas procesar mayor cantidad de sangre en
su procedimiento®.

Las alteraciones morfolégicas de los hematies (mi-
crocitosis, macrocitosis, aumento del ancho de distri-
bucidn, etc.) suelen requerir un estudio de anemia, y
seran los hematdlogos expertos en anemias quienes
las estudiardn posteriormente.

Cuando existe una sospecha clinica de sindrome
hemolitico urémico o purpura trombdtica trombo-
citopénica, suele ser el clinico quien pedira su exclu-
sién y recuento sistematizado.

El mismo autoanalizador avisa del requerimiento de
adquirir la muestra por el canal de rojo resistente cuan-
do aparecen anomalias de la lisis de los hematies (dia-
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nocitos, hematies falciformes, acantocitos, esferoci-
tos), que ocasionan ademds una falsa leucocitosis.

Microorganismos y parasitos

La presencia de parasitos intracelulares o extracelu-
lares puede causar interferencias o producir una fal-
sa alarma de agregados plaquetarios o disparidad en-
tre los recuentos por método éptico e impedancia del
canal plaquetario®.

La sospecha clinico-biolégica de la existencia de
pardsitos debe confirmarla un citélogo experto y re-
visarla con la frecuencia que se crea necesaria (por
ejemplo, recuento de pardsitos P. falciparum).

La deteccién del pigmento paladico es posible en al-
gunos autoanalizadores, aunque sin aviso de alarma
disponible actualmente (Cell-Dyn 4000/Sapphire).

Muchos otros pardsitos o microorganismos patd-
genos pueden visualizarse en el frotis de la sangre pe-
riférica con una simple tincién pandptica (borrelia,
leishmania, bacterias, hongos, etc.), y se investigardn
conforme a requerimientos clinicos.

La observacién de algunos microorganismos (esta-
filococos, estreptococos, Capnocytophaga canimorsus)
en la sangre periférica es rara, y se asocia con frecuen-
cia a sespis, por lo que su deteccién precoz puede ser
importante para la rapida prescripcién de los antibié-
ticos adecuados. La presencia de microorganismos
puede deberse a contaminacién del tubo, por lo que
debe excluirse en el diagndstico de la infeccion?*.

En un reciente estudio multicéntrico donde se exa-
minaron 95.141 hemogramas de distintos hospitales
y paises, las causas de revisién o recuento diferencial
del frotis fueron alarmas en blancos en el 36,7 %, se-
guidas de alarmas en inmaduros, rojos y plaquetas,
con un 25,5%, 13% y 5,9% respectivamente. El re-
querimiento del clinico fue del 3,7%. El porcentaje
de frotis revisados fue variable en los distintos cen-
tros participantes’.

En el anélisis inicial de una encuesta cumplimen-
tada por hematdlogos de 56 hospitales espafioles, se
observa que la mayoria de los encuestados (44,6%)
realizan el recuento manual de los frotis en el 1-5%
de las muestras procesadas en el laboratorio de ruti-
na. El 42,8% leen entre un 6 y un 10%; y el 12,4%
restante, més del 10%. El motivo mds frecuente de
lectura de frotis fue la linfocitosis (59,2%) y alarmas
en blancos (70,3%), seguido de agregados plaqueta-
rios (42,5%) y alarmas en rojos (16,6%).

En el laboratorio de urgencias se valoraron Unica-
mente 47 centros, ya que en 9 de los encuestados esta
funcién la asumia el servicio de andlisis clinicos. De
los que analizaban las urgencias en el laboratorio de
hematologia, el 59,5% realizaba el recuento diferen-
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cial en el 1-5% de las muestras; el 19,2%, entre 6 y
10%; y el 21,2%, mas del 10%.

En ellos se excluyen los pacientes hematoldgicos
o sometidos a quimioterapia y/o radioterapia, cuya
lectura depende de la sistematica de cada hospital.

Son los TEL los que leen las férmulas leucocitarias
en el 35,7 y 53,5% en rutina y urgencias, respectiva-
mente; en el 42,8% el hematdlogo de rutina y en el
10,7 % el citélogo. En urgencias es el hematdlogo de
guardia quien lee los frotis en el 30,3% de los casos
(datos preliminares no publicados).

Conclusiones

En resumen, se podria recomendar la lectura manual

de los frotis en los siguientes casos:

e Linfocitosis. Dependiendo de la edad, segtn el gra-
fico de dispersién de luz y datos clinicos. En recuen-
tos superiores a 5-6 x 10?/L en adultos o en neutro-
penias. Si es posible, se realizard la determinacién
inmunolégica de antigenos de membrana para un
despistaje inicial.

® Alarma de agregados de plaquetas. No precisa con-
firmacién en la mayoria de los casos.

* Trombocitopenia. Realizar el recuento inmunolégi-
co automatizado si procede (cuando no sea cono-
cida o si no concuerda con el diagnéstico aportado
por el clinico).

e Alarmas de bandas o granulocitos inmaduros. Ha-
bitualmente no es necesario el recuento manual. Si
se considera necesario y es factible, realizar la de-
terminacién inmunolégica del CD64 en la membra-
na de los granulocitos y aconsejar otras determina-
ciones para descartar una infeccién o sepsis.

e Siempre que exista una sospecha clinica de hemo-
patia, anemia hemolitica, microangiopatica o parési-
tos, realizar la visualizacién a demanda del clinico.

* En el seguimiento de los pacientes trasplantados o
en tratamiento con citostaticos, segin requerimien-
to clinico y con la frecuencia que tenga estipulada
cada centro.

* En todos los casos, la informacién clinica puede va-
riar la decisién de revisién de los frotis.
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CITOMETRIA. REVISION DEL
RECUENTO DIFERENCIAL
LEUCOCITARIO AUTOMATIZADO

J. VILLARRUBIA, J.L. VELASCO, R. NUNEZ
Servicio de Hematologia y Hemoterapia.
Hospital Universitario Ramon y Cajal. Madrid

Los primeros intentos de automatizacién del recuen-
to diferencial leucocitario tuvieron lugar a principios
de los afios 70 del siglo XX, pero no fue hasta media-
dos de los 80 cuando se generalizé su uso. Hasta en-
tonces, el recuento diferencial leucocitario se hacia
de forma manual, que resultaba ser un método caro,
lento, impreciso, inexacto y tedioso que precisaba de
un gran gasto de tiempo por personal muy cualifica-
do (el tiempo medio para la realizacién de un diferen-
cial manual sobre un recuento de 100 células se esti-
ma entre 2 y 6 minutos). Al principio se utilizaron
técnicas de procesamiento de imagen, que poco des-
pués fueron sustituidas por las técnicas de flujo, que
son las que se utilizan en la actualidad.

Hoy en dia, los analizadores hematolégicos nos
dan los recuentos de las cinco poblaciones leucocita-
rias (tanto en porcentaje como en valor absoluto), asi
como diferentes alarmas morfoldgicas de sospecha
(bandas, granulocitos inmaduros, linfocitos atipicos
y blastos). Estas alarmas pueden variar segln el ana-
lizador, pero, basicamente, se reducen a las sefala-
das. La presencia de eritroblastos puede ser informa-
da como una alarma de sospecha o ser cuantificada,
segun el analizador empleado. Estas alarmas morfo-
l6gicas de sospecha nos informan de que la muestra
tiene una serie de células que el analizador no pue-
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de contar y, en caso de que queramos saber su cifra
exacta, deberdn ser contadas de forma manual o por
otro método. Ademads, el analizador informa de otras
alarmas (agregados plaquetarios, hematies no lisados,
interferencia de leucocitos, etc.) que pueden interfe-
rir con el diferencial leucocitario. Cuando aparece al-
guna de estas alarmas, lo mas habitual es hacer una
extension de sangre periférica y realizar un recuento
manual, informando ademaés de las anomalias mor-
foldgicas observadas en la preparacién. Es sabido que
los sistemas automaticos son superiores para el re-
cuento de leucocitos, hematies y plaquetas, asi como
para el diferencial leucocitario, siempre y cuando éste
esté constituido por células bien diferenciadas; mien-
tras que la revisién al microscopio es superior cuan-
do se trata de células anormales o poco diferenciadas.
Desde hace afos ya no es necesario realizar revisio-
nes al microscopio de la mayorfa de muestras anali-
zadas, quedando éstas reservadas sélo para muestras
que presentan alguna alarma especifica. La continua
presién para reducir los costes en los laboratorios cli-
nicos estd obligando a reducir el personal y la forma-
cién de éste, ya que se tiende a que cada técnico sea
capaz de trabajar en diferentes areas del laboratorio,
por lo que cada vez tenemos menos personal y me-
nos cualificado para areas concretas. Esto nos obliga
a reducir el nimero de revisiones manuales sin sacri-
ficar la calidad de los resultados. Ello, a su vez, impli-
ca la necesidad de que el laboratorio tenga claramen-
te establecidos los criterios de revisién y validacién
de los hemogramas, asi como los métodos alternati-
vos para la comprobacién de los resultados. La revi-
sién del frotis de sangre periférica es el principal mé-
todo complementario del hemograma automatizado,
ya que proporciona informacién adicional o ratifica
la del analizador. Hoy en dia, la mayoria de los he-
mogramas no necesitan la revisién al microscopio ni
el recuento manual del diferencial. Hasta hace poco,
cada laboratorio tenia sus criterios de revisién y va-
lidacién del diferencial leucocitario, siendo éste muy
variable segtn las entidades de que se tratase. En el
afio 2002, el Grupo Internacional de Consenso para
la Revisién del Hemograma establecié las normas de
revisién y validacién del hemograma. En lo que se re-
fiere al diferencial leucocitario, establece los criterios
de revisién segun sea la primera vez que se estudia
al paciente o si es ya conocido, y fija los criterios por
valores absolutos, alarmas de sospecha, edad y delta
check (Tabla 1). Estos criterios de revisién van dirigi-
dos al personal del laboratorio, pero la oportunidad
de que un clinico pueda solicitar un frotis debe man-
tenerse, ya que éste conoce datos de la historia clini-
ca del paciente que nosotros no tenemos y que pue-
den pasar desapercibidos para el analizador. Ahora
bien, el clinico deberd justificar la peticién del frotis y
comunicard a la persona que lo vaya a leer todos los
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datos que crea que son de interés para su correcta in-
terpretacién.

El objetivo final consiste en reducir al minimo el
numero de muestras a las que hay que realizar un
frotis, sin que por ello disminuya la calidad de los re-
sultados. Para esto, es necesario convencer a los clini-
cos de que la validacién de los resultados en el labo-
ratorio implica una revisién exhaustiva de todos los
hemogramas y la realizacién de un frotis en aquellos
casos que se considere necesario. Esto es mas sensi-
ble y exacto para la deteccién de patologias que la
realizacién rutinaria de frotis de todas las muestras
por parte de los técnicos. Los clinicos deben recono-
cer que la realizacién diaria del diferencial leucocita-
rio o en intervalos de menos de una semana no es ne-
cesaria en la mayoria de los casos.

Hasta ahora, la observacién del frotis al micros-
copio era la Unica manera de identificar las células
sanguineas anormales. Pero la informacién que nos
aporta el frotis es, en muchos casos, insuficiente. La
sangre periférica es el lugar de paso entre la médula
6sea y los tejidos, donde los leucocitos, especialmen-
te los neutrdfilos y los monocitos, realizan su fun-
cién. También es el lugar de paso de los linfocitos en
su recirculacién y redistribucién, una vez que reci-
ben las instrucciones de las células procesadoras de
antigenos en los tejidos, permitiendo que estas célu-
las modificadas lleguen a los lugares donde ejerceran
su funcién. La morfologia celular y las caracteristi-
cas tintoriales dicen poco sobre el estadio de madura-
cién y las capacidades funcionales de los leucocitos.
En muchas ocasiones, uno no puede diferenciar entre
cayados y segmentados o entre un linfocito B y uno
T sino es utilizando la microscopia convencional. No
se puede decir si un granulocito maduro correspon-
de a un paciente con una leucemia mieloide crénica o
a un neutréfilo maduro normal. Es necesario desarro-
[lar técnicas que nos permitan identificar mejor los di-
ferentes estadios de maduracién celular y asociarlos
con capacidades funcionales especificas, y la citome-
tria de flujo parece ser la técnica que se va imponien-
do. La naturaleza neoplasica de algunos leucocitos
aparentemente normales precisa de técnicas especia-
les para su identificacién (hibridacién in situ, citome-
tria de flujo), no siendo posible, en la mayoria de los
casos, su realizacién en los laboratorios clinicos de ru-
tina. Con los rdpidos avances para entender la natu-
raleza y la capacidad funcional de los leucocitos, el
tradicional recuento y observacién del diferencial leu-
cocitario al microscopio puede ser el pasado, y quiza
pase a la historia dentro de poco tiempo. El desarrollo
de nuevas técnicas de laboratorio nos dard mas infor-
macién acerca de la naturaleza y funcionalidad de las
células hematoldgicas.

El concepto de férmula expandida en los analizado-
res hematoldgicos automatizados consiste no sélo en

informar de las alarmas morfoldgicas de sospecha (ca-
yados, granulocitos inmaduros, linfocitos atipicos y
blastos), sino en dar su valor numérico. Hasta ahora,
los analizadores hematoldgicos pueden informar de
estos datos en sus pantallas de investigacién o de labo-
ratorio, pero estos resultados no pueden ser comuni-
cados al clinico de manera directa. Es por esto que nos
ofrecen muy poca informacién sobre las poblaciones
linfocitarias, la etiologia y el significado de la neutro-
filia o la posible estirpe de las células atipicas o inma-
duras de las patologias hematoldgicas malignas. Los
anticuerpos monoclonales han sido ampliamente uti-
lizados para definir y enumerar las distintas poblacio-
nes de leucocitos, tanto normales como anormales, y
proporcionarnos un inmunodiferencial leucocitario.
Los laboratorios de hematologia general se enfrentan
continuamente a muestras con linfocitosis o alteracio-
nes de neutréfilos, bien por su nimero o por su mor-
fologia. Esto implica que después de la realizacién de
un frotis deberiamos enviar la muestra a un laborato-
rio de citometria, por lo que el laboratorio de hemato-
logia no podria comunicarle al clinico el significado de
estas alteraciones hasta mucho tiempo después.

En los dltimos afios, hemos visto cémo algunos ana-
lizadores hematolégicos han empezado a incorpo-
rar la utilizacién de los anticuerpos monoclonales en
sus estudios rutinarios. Asi, es posible la realizacién
del recuento de plaquetas por métodos inmunoldgi-
cos (CD61) y el estudio de las poblaciones linfocitarias
CD3/CD4/CD8 en analizadores de rutina. Basando-
se en estos estudios, se han podido sustituir estos an-
ticuerpos monoclonales por otros, permitiendo reali-
zar casi cualquier tipo de estudio inmunolégico en un
analizador hematoldgico. Asi, se han realizado estu-
dios de las diferentes poblaciones linfocitarias (linfo-
grama), de los diferentes estadios de maduracion de la
serie mieloide, de identificacién y recuento de las célu-
las progenitoras, asi como de identificacién de plaque-
tas y de antigenos eritrocitarios. La aplicacién de estos
métodos hematoldgicos en la hematimetria de rutina
nos va a permitir el estudio de los recuentos anémalos
de linfocitos, linfopenia y linfocitosis, la diferenciacién
de los procesos malignos y reactivos, el estudio de la
naturaleza de los linfocitos morfolégicamente anor-
males que vemos en los frotis y la monitorizacién y
recuento de las distintas subpoblaciones linfocitarias
durante los tratamientos.

De forma similar, los marcadores mieloides pueden
servir para el estudio de las anomalias morfolégicas
de la serie mieloide (mielodisplasia, sindromes mielo-
proliferativos, neutrofilias reactivas, etc.), asi como los
cambios de expresién asociados a inflamacién, infec-
cién o sepsis. La informacién obtenida con el uso de
anticuerpos monoclonales en los analizadores hema-
tolégicos de rutina supone una significativa mejora en
la eficiencia del laboratorio.
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Uno de los grandes problemas de la hematimetria ha
sido el diagnéstico de la sepsis en determinados casos.
Hasta ahora, los marcadores cldsicos de la infeccién
han sido leucocitosis con neutrofilia, aumento de ca-
yados, granulocitos inmaduros circulantes y cambios
toxicos en los neutréfilos. El problema es que ningu-
no de estos marcadores es especifico de infeccién o no
estd presente en todos los casos. Asi, la neutrofilia es
altamente sugestiva de infeccidn, pero existen infec-
ciones con neutropenia; los cayados o bandas tienen
un valor limitado en muchos casos de infeccién; los
granulocitos inmaduros tienen una baja discrimina-
cién en algunos grupos de pacientes y, ademds, no es-

tan presentes en muchos casos; y los cambios téxicos
estan ausentes frecuentemente. Ademads, estos cam-
bios hematoldgicos estan ausentes de forma casi siste-
madtica en varios grupos de pacientes, como son nifios
y neonatos, ancianos, pacientes sometidos a quimio-
terapia y radioterapia.

Un punto aparte merece el recuento de cayados en
el frotis de sangre periférica. El reconocimiento de
un neutréfilo como cayado o neutrdfilo maduro, en
muchas ocasiones, es muy subjetivo. El nivel de con-
cordancia entre observadores experimentados para
el recuento de cayados es de menos del 50%; inclu-
so intraobservador, el resultado es muy poco concor-

Tabla 1. Guia de consenso para la revision de hemogramas. Reglas para revision de los leucocitos y del diferencial leucocitario (I)

Rule Parameter Primary and/or  Secondary  and/or
#
2 WBC,RBC, HGB, Exceeds
PLT, Retics linearity
3 WBC,PLT Lower
than Lab
verified
instrument
linearity
4 WBC, RBC, HGB, Vote Out
PLT
5 WBC <4.0or and first time
>30.0
6  WBC <4.0or and delta and
>30.0 failed
16  No diff or
incomplete diff
17 Neut# <1.00r and first time
>20.0
18  Lymph# >5.0 and first time
(adult) or
>7.0(<12
yrs old)
19  Mono # >15 and first time
(adult) or
>3.0(<12
yrs old)
20 Eos# >2.0 and first time
21  Baso# >0.5 and first time
22  NRBC# anyvalue  and first time
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dante. Por estas razones, cada vez es mds necesario
buscar otras alternativas diagnésticas ante la sospe-
cha de infeccién o sepsis. Se han propuesto varios
pardmetros, tales como proteina C reactiva, procal-
citonina, etc. Pero, ademads de la dificultad que supo-
ne su realizacién en laboratorios generales, sus resul-
tados, frecuentemente, no son concluyentes o llegan
demasiado tarde.

Quiza el marcado inmunoldgico que antes vere-
mos incorporado a la hematimetria de rutina para
el diagnéstico de infeccién sea el CD64. Este recep-
tor de alta afinidad para la IgG (FcyRI) es expresa-
do de forma muy débil en los neutréfilos maduros

Tabla 1. Guia de consenso para la revision de hemogramas. Reglas

y aumenta considerablemente ante una infeccién
o una inflamacién. Presenta grandes ventajas des-
de el punto de vista analitico, como son su baja ex-
presién en sujetos sanos y su rdpido aumento cuan-
do es estimulado por citocinas inflamatorias; que
puede medirse en muestras anticoaguladas durante
mds de 30 horas a temperatura ambiente y en mds
de 72 horas cuando son refrigeradas; que se precisa
muy poco volumen de sangre; que su aumento tie-
ne una alta correlacién con la presencia de sepsis,
infeccién o inflamacién sistémica aguda; que pue-
de ser de gran utilidad para monitorizar el uso de
antibidticos; que funciona en pacientes de todas las

para revision de los leucocitos y del diferencial leucocitario (Il)

Rule Parameter Primary and/or  Secondary  and/or
#
24 Suspect flag Flag + and firsttime  and
(except ImmG/
Band)
25  Suspect flag Flag + and firsttime  and
26 WBC Flag + any
unreliability
Flag
32 Immature Flag + and first time
granulocyte flag
33 Immature Flag + and previous  and
granulocyte flag confirmed
result
34 Left shift flag Flag +
35  Atypical/Variant Flag + and first time
lymphs
36  Atypical/Variant Flag + and previous  and
lymphs confirmed
result
37  Blast flag Flag + and first time
38  Blast flag Flag + and previous  and
confirmed
result
39  Blast flag Flag + and previous  and
confirmed
result
40  NRBC flag Flag +

Tertiary andy/or fourth Action 1 Action 2 Action 3
adult Slide
Review
child Slide
Review
Check If persists, Slide
sample review review
integrity instrument with
and rerun  output manual
sample diff if
indicated
Slide
Review
positive Slide
delta fail Review
for WBC
Follow lab
SOP
Slide
Review
positive Slide
delta fail Review
for WBC
Slide
Review
delta and within Follow lab
pass or 3-7days  SOP
negative
delta for
WBC
positive Slide
delta fail Review
for WBC
Slide If positive,
Review enumerate
NRBC count,
correct WBC
if appropriate
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edades, incluso en inmunodeprimidos, que son ca-
paces de regular su produccién; y que, por dltimo,
no se afecta en casos de leucemia mieloide crénica,
sindromes mielodisplasicos, anemia megaloblasti-
ca, embarazo o uso de corticoides. En la actualidad,
se estd empezando a utilizar en analizadores hema-
toldgicos de rutina, utilizando un preparado comer-
cial (Leuco64-H), y es posible que en breve sea una
herramienta de rutina que sustituya al ya caduco re-
cuento de cayados.

Lo que no debemos olvidar es que el objetivo final
del laboratorio de hematimetria es realizar de mane-
ra correcta cientos de hemogramas al dia (a veces,
miles) y que el tratamiento de cada muestra debe ha-
cerse de forma individualizada. Deberemos tener au-
tomatizada, en la medida de lo posible, la realizacién
de los hemogramas, pero sobre todo su revisién y su
validacién, que deberan permitirnos la validacién au-
tomatica de todas las muestras que no precisen con-
firmacién y centrarnos en los hemogramas patolé-
gicos, que deberemos confirmar o completar en la
medida que nos permitan las posibilidades de nues-
tro laboratorio.
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