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RESUMEN
El recuento de reticulocitos es la prueba mas sencilla para evaluar la actividad eritropoyética y los

autoanalizadotes hematoldgicos contribuyen a mejorar el desempefo del laboratorio en la
realizacion de los mismos. Se evalud el sistema Coulter GEN-S para la precision, el acarreo, la
estabilidad de la muestra y se compard con la metodologia de referencia. El instrumento
demostré una precision menor a la declarada por el fabricante, un acarreo nulo y una estabilidad
de la muestra de 24 horas cuando es almacenada a temperatura ambiente y a 4°C. La
comparacion con la metodologia de referencia se efectUoc mediante la obtencidn del coeficiente
de correlacion, segun las recomendaciones del estdndar H44-A de la NCCLS y mediante la



metodologia descrita por Bland y Altman. El coeficiente de correlacion obtenido fue del 0,77 para
el recuento relativo y 0,62 para el absoluto, similar al encontrado en otros estudios. Las graficas
de Bland y Altman demostraron una buena concordancia para los recuentos relativos y absoluto
de reticulocitos con una diferencia de medias de 0,03% y 2,61x109L respectivamente. Estos
resultados permiten recomendar el uso del Coulter GEN-S para la obtencion del recuento de
reticulocitos de una manera facil, exacta y reproducible, que puede ser beneficiosa para muchos
laboratorios clinicos.
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EVALUATION OF THE RETICULOCYTE COUNT BY THE COULTER GEN-S SYSTEM.

SUMMARY
The Coulter GEN-S system was evaluated for accuracy, carry over and sample stability, these were

compared to reference standards, obtaining the correlation rate, according to the
recommendations of the standard H44-A (NCCLS) and by the methodology of Bland and
Altman. The instrument showed a smaller accuracy than the one declared by the manufacturer,
null carry over and a sample stability of 24 hours when it is stored both at room temperature and
at 4°C. The correlation rate was 0,77 for the relative count and 0,62 for the absolute count; the
graphics of Bland and Altman showed a good concordance for the relative and absolute counts
of reticulocyte with a means difference of 0,03% y 2,61X109L respectively. We recommmend the use
of the Coulter GEN-S for obtaining of reticulocyte count as it is aprocedure that is easy, accurate
and reproducible in hematological practice.
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EVALUACION DEL RECUENTO DE RETICULOCITOS OBTENIDO POR EL
SISTEMA COULTER GEN-S.

INTRODUCCION

El recuento de reticulocitos ha sido por muchos afios la pruelba mas sencilla de la cual dispone el
laboratorio clinico para valorar la actividad eritropoyética. El continuo aumento en los
transplantes de médula 6sea, como procedimiento de tratamiento de numerosas neoplasias y el
uso extensivo de agentes citotdxicos (quimioterapia y radioterapia) en estos trastornos, han
aumento el uso del recuento de reticulocitos para valorar la capacidad de respuesta medular
frente a estas estrategias terapéuticas (1,2).

El método manual, de mayor uso dentro del laboratorio clinico esta basado en la observacion
microscopica de frotis realizados con coloraciones supravitales. Factores propios de toda técnica
morfoldgica manual como lo son: el bajo numero de células contadas, la distribucion al azar de
los reticulocitos dentro del frotis, los artefactos de coloracion, la variacion en la coloracion de los
reticulocitos debidas al tiempo, la discriminacion visual de los reticulocitos mas maduros con
poco restos de ARN, y la fatiga al realizar el recuento, generan una alta variabilidad intra e inter
observador, con coeficientes de variacidon para este analisis del 15 al 20% cuando los recuentos
son elevados y de hasta el 40% cuando los recuentos se encuentran dentro del intervalo de
referencia bioldgico, o que se traduce en una alta imprecision y por ende en resultados poco



confiables. (1-5). Sin embargo, cuando se aplican los lineamientos del protocolo H44-A de la
NCCLS la metodologia manual constituye la metodologia de referencia (6).

La alta imprecision de la metodologia manual, sobre todo en recuentos bajos que definen la
reducciéon de la actividad eritropoyética de la médula, o en situaciones en la cual, pequefas pero
significativas variaciones que suelen indicar recuperaciones tempranas de la post aplasia o post
transplante de médula odsea, han impulsado el disefic de metodologias mas eficientes y
confiables para realizar recuentos de reticulocitos (7). Es asi, como se incorporan en los afos de
1980, los instrumentos hematoldgicos para el recuento automatizado de reticulocitos, basado en
coloraciones supravitales o por fluorescencia del ARN, para demostrar estructuras
intrareticulocitarias; ofreciendo resultados mas exactos y precisos y por ende mas confiables (8-
).

El objetivo de esta investigacion consistio en evaluar la precision, el acarreo, la estabilidad de la
muestra y la comparabilidad de los recuentos de reticulocitos realizado por el sistema Coulter
GEN-S frente al método de referencia para los recuentos absolutos y relativos.

MATERIALES Y METODOS

Se utilizéd un instrumento Coulter GEN-S capaz de realizar todos los parametros que conforman
la hematologia completa, asi como también un diferencial leucocitario de cinco subpoblaciones
y el recuento de reticulocitos. Para este ultimo, el instrumento utiliza 0,200 mL del colorante
nuevo azul de metileno (NAM) modificado, el cual es precalentado para ahadirle 0,031 mL de
muestra de sangre total y proceder a la incubacion a 37°C, que produce una coloracion de las
estructuras intracelulares de los reticulocitos (ARN, ribosomas) que gracias al enfoque
hidrodinamico y a la tecnologia de medicion VCS (volumen, conductividad y dispersion de luz
laser) en conjunto con el software se logra una separacion exacta y precisa de los reticulocitos,
gue permiten realizar una medicion confiable (9). El instrumento empleado fue calibrado segun
las instrucciones del fabricante y controlado diariamente mediante el empleo de controles
comerciales a tres niveles (bajo, normal y alto).

Las muestras de sangre total fueron recolectadas con K3-EDTA como anticoagulante a 245
individuos aparentemente sanos, donantes voluntarios del Banco de Sangre de Hospital
Universitario de Caracas, con recuentos de reticulocitos dentro del intervalo de referencia; y a 57
pacientes con diversas afecciones hematoldgicas que incluian recuentos de reticulocitos altos y
bajos. Todas las muestras fueron procesadas por duplicado antes de trascurridas las cuatro horas
desde su obtencidon, excepto las empleadas para estimar la estabilidad de la muestra.

La precision del recuento de reticulocitos relativo del Coulter GEN-S se estimd mediante
procesamiento por duplicado de todas las muestras recolectadas, exceptuando aquellas que
tuvieran un recuento superior a 15,0%; se calculd el coeficiente de variacidn, obteniéndose de esta
manera la precision intra-corrida para grupos de recuento entre 0,0% y 150%, con el fin de
compararlos con los suministrados con el fabricante.

El acarreo del instrumento fue estimado mediante la formula [(j1-j3)/(i1-j3)] x 100, procesando una
muestra (?i?) con un recuento elevado por triplicado (i1, i2, i3) seguido por el procesamiento por
triplicado de una muestra (?j?) con recuento bajo (j1, j2, i3). El estudio de la estabilidad de la
muestra se realizé almacenado 10 muestras con recuentos normales a temperatura ambiente y 6
muestras a 4°C, tras un periodo de 24 horas. Los datos arrojados fueron comparados mediante
prueba T a un nivel de significacion del 0,05.

La comparacion para los recuentos absolutos y relativos de reticulocitos se efectud a través del
procesamiento de todas las muestras aparentemente sanas (donantes del banco de sangre) y



todas las muestras obtenidas de pacientes con alteraciones hematoldgicas, para un total de 302
muestras, cada una procesada por duplicado, tanto para el instrumento Coulter GEN-S, como
para la metodologia de referencia. Se empled la obtenciéon del coeficiente de correlacidon entre
las metodologias (6), y la obtencion de graficas de Bland y Altman, en la que se compara la
media de los resultados con las diferencias obtenidas por las dos metodologias (12), para estimar
la concordancia de los resultados.

El recuento de reticulocitos de referencia se realizd segun los lineamientos del protocolo H44-A
del NCCLS (6), mezclando volumenes iguales de sangre con colorante supravital ?nuevo azul de
metileno? (NAM), después de reposar por 10 minutos a 37°C se realizaron los frotis, los cuales
fueron identificados segun codigo establecido para tal fin. El recuento se realizd segun la técnica
de linea quebrada, por dos operadores entrenados y calificados. Cada operador hizo el recuento
en 2000 gloébulos rojos, para un total de 4000 células contadas por el método manual de
referencia. La concordancia entre los observadores fue corroborada mediante graficos de
envolturas (13). Para calcular los recuentos absolutos por esta metodologia se utilizd el recuento
de glébulos rojos obtenido por el Coulter GEN-S.

RESULTADOS

La precision obtenida resultd mejor a la declarada por el fabricante (Tabla ).

Recuento de reticulocitos relativo (%)n CV obtenido CV Recomendado por el fabricante
0,0a 0,49 13 4,4% <16,5%

0,5a149 195 0,6% <14,5%

15a 4,0 81 0, 7% <11,0%

4,01a15,0 12 0,8% <55%

Tabla 1. Precision obtenida del Coulter GENS para el recuento de reticulocitos relativo y la
declarada por el fabricante (n = 301)

Para estimar el acarreo se procesd una muestra con un recuento de reticulocitos de 5,18 ><1O9/Ly

de 198 x109/L por triplicado de manera consecutiva, obteniéndose un acarreo del 0%. Los
resultados demuestran que no hay diferencia estadisticamente significativa (p>0,05) entre los
recuentos de reticulocitos almacenados a temperatura ambiente o a 4°C en 24 horas (datos no
mostrados).

En la figura 1 se muestran la grafica de correlacion de la metodologia de referencia frente al
Coulter GEN-S y en la figura 2 las graficas de Bland y Altman, para los recuentos absolutos y
relativos.



Figura 1. Correlacion entre los recuentos de reficulocitos realizados por &l
Coulter GENS y la metodologia de referencia. (n = 301)
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Figura 2. Comparacion entre los recuentos de reticulocitos realizados por
el Coulter GENS y la metodologia de referencia, segun los graficos de
Bland y Altman (n = 302).
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La linee guebrada representa la diferancia de medias y las liness continuas el intervalo
da confisnza del 95% para la diferencia de medias.

La tabla 2 resume los valores obtenidos de los estimadores de cada metodologia para establecer
la comparabilidad de las mediciones entre el Coulter GEN-S y la metodologia de referencia.

Recuento de reticulocitos

Descriptores Parametros Relativo (%) Absoluto (109/|_)
De la muestraMedia de referencia 1,62 66,59
empleada

Media GENS 159 63,98

Rango 0,093 2776 1,62 a 613,72



Ecuacion y = 0,8478 X y = 0,8442 X
Coeficiente de

correlacion
R? 0,774 0.6229
Diferencias de
i 0,03 2,61
Metodologia deMmedias
Bland y Altman
IC del 95% -0,09 a 0,14 -123 a2 6,43

Tabla 2. Estimadores de comparacion entre Coulter GEN-S y la metodologia de referencia (n
302).

DISCUSION

La metodologia manual para el recuento de reticulocitos es la de mayor uso en los laboratorios
clinicos, sin embargo, es una técnica que consume gran cantidad de tiempo y sus resultados
suelen tener una alta variabilidad intra e inter observador, que genera una alta imprecision y por
ende resultados poco confiables (2).

La incorporacion de metodologias automatizadas, permiten al laboratorio obtener recuentos de
reticulocitos de forma mas rapida, con una mayor precisidén debida al mayor nimero de células
contadas (mas de 30.000) y también por que se eliminan gran parte de las fuentes de error que
se generan en la técnica manual, sin embargo, deben de corroborarse las virtudes que ofrecen
estas tecnologias antes de su incorporacion a la rutina del laboratorio clinico.

La estabilidad de la muestra es satisfactoria al ser almacenada a temperatura ambiente o a 4°C,
por 24 horas, similar a lo encontrado en otros estudios en los cuales incluso se reporta una
establidad de hasta 48 horas a temperatura ambiente (7,10,14). Sin embargo, en la practica diaria
del laboratorio clinico debe evitarse este tipo de almacenamiento de muestra. El acarreo fue
nulo, igual al descrito por otros autores (10) y la precision es aceptable e incluso inferior a la
declarada por el fabricante.

La obtencion del coeficiente de correlacion entre las metodologias constituye la técnica
estadistica clasica para establecer comparacion entre metodologias y es la recomendada por la
NCCLS para el recuento de reticulocitos. Los coeficientes de correlacion obtenidos para los
recuentos relativo y absoluto son una evidencia de buena correlacion entre el Coulter GEN-S vy la
metodologia de referencia, y resultan similares a los obtenidos en otros estudios similares (9, 15).
Una estrategia alternativa y de mayor confianza para establecer concordancia entre dos
metodologias es la descrita por Bland y Altman (9, 12), la cual se basa en establecer graficas en las
que se compara las diferencias obtenidas entre las metodologias a evaluar, se calcula la
diferencia de las medias y se establecen limites de aceptaciéon dado por las dos desviaciones
estandar alrededor de la media de las diferencias. La media de las diferencias constituye una
medida del sesgo de la medicion realizada por el Coulter GEN-S al ser comparado con los
recuentos obtenidos por la metodologia de referencia. Las graficas de Bland y Altman revelan



una buena concordancia entre ambas metodologias (Figura 2). Con una confianza del 95% este
sesgo no es significativo y las mediciones realizadas por el Coulter GEN-S son comparables a las
obtenidas con el método de referencia, tanto para los recuentos absolutos como para los

relativos. Los sesgos obtenidos son de 0,03% para recuentos relativos y del 2,61 x108/L para los
absolutos. Estos sesgos positivos han sido descritos por otros autores (9) y no son exclusivos de
este instrumento (15), son atribuibles al sistema de medicién automatizado que es mucho mas
sensible a la medicion de estructuras intra reticulocitarias, que no pueden ser observables en el
sistema dptico de medicion manual que emplea la metodologia de referencia. Desde el punto
de vista clinico este pequefo sesgo positivo No deberia causar mayor impacto en el nivel de
decision clinica.

Las evaluaciones de los instrumentos realizadas por terceros confirman las caracteristicas de
desempefo que declaran los fabricantes y constituyen un aval para la incorporacion de estas
tecnologias en los servicios de biocanalisis, y a éstos como una evaluacion de la conformidad del
instrumento, que actualmente es exigida por estandares de acreditacion, tal como la norma
COVENIN SO 15189 (16). El Coulter GENS resultdé un instrumento confiable debido a que sus
resultados son comparables a los arrojados cuando se realiza la metodologia de referencia, razéon
por la cual se recomienda su incorporacion a la rutina hematolodgica.
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