Influencia de los anticoagulantes EDTAK2 y
EDTAK3 en los resultados del hemograma*

>>> La etapa preanalita en cualquier determinacion es fundamental, si bien en la actualidad
contamos con infinita herramienta tecnolégicas nada es util si la toma de muestra no es la correcta, o
con el correcto anticoagulante en el caso de un hemograma. El International Council for
Standardization in Haematology (ICSH) recomienda el uso de acido etilendiaminotretaacético

dipotasico (EDTAK,) como anticoagulante, mientras que el Clinical and Labo-ratory Standards Institute
(CLSI) EDTAK, o acido etilendiaminotetraacético tripotasico (EDTAK,). Existen diferenciaentreunoy
otro sobre algunos parametros, por lo que es de suma importancia conocerlas para optar por el
correcto en nuestra practicadiaria.
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RESUMEN

El International Council for Standardization in Haematology
(I1CSH) recomienda el uso de acido
etilendiaminotretaacético dipotdsico (EDTAK,) como
anticoagulante para el hemograma, mientras que el
Clinical and Labo-ratory Standards Institute (CLSI) EDTAK,
o acido etilendiaminotetraacético tripotasico (EDTAK,). El



objetivo de este trabajo fue evaluarlainfluenciadel tipo de
sal de EDTA utilizado en la variacidn de los resultados de
los parametros hematoldgicos. Se recolectaron 24
muestras por venopuncién, de cada una se cargd una
alicuota en EDTAK, y otra en EDTAK,. De los 23
parametros evaluados en el autoanalizador Sysmex
XN1000 (Roche Diagnostics), sélo los de la serie roja
presentaron diferencias estadisticamente significativas
en las muestras pareadas (p<0,05). El sesgo superd las
especificaciones de calidad de Variabilidad Bioldgica
Minima para hematocrito (2,9%) y concentracién de
hemoglobina corpuscular media (1,7%), de Variabilidad
Bioldgica Deseable para el volumen corpuscular medio
(1,7%) y Variabilidad Biolégica Optima para hemoglobina
(1,2%) y recuento de eritrocitos (1,2%).

No se hallaron diferencias significativas en los
pardmetros de la serie blanca, ni en los plaquetarios y
tampoco en los reticulocitarios. Para disminuir el error
preanalitico, cada laboratorio debe estandarizar la
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>>> INTRODUCCION

En la literatura cientifica estdn ampliamente
descriptos los errores de laboratorio generados por
problemas preanaliticos, asi como la importancia de
estandarizar y establecer procedimientos apropiados
para la extraccidon de muestras de sangre por puncién
venosa (1-3).

El anticoagulante de eleccién para el hemograma
es el acido etilendiaminotetraacético (EDTA C, H,N,O,)
debido a que permite una mejor preservacion de los
componentes celulares (1). Existen tres formas salinas de

este agente quelante: EDTA disddico (EDTA-Na,),
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dipotasico (EDTAK,) y tripotasico (EDTAK,). Las sales de
EDTA causan pérdida de agua de las células afectando el
tamafo delos glébulos rojos porque son hiperosmolares.

De las tres sales, el EDTAK; es la que genera la
mayor deshidratacion del eritrocito y por lo tanto, el
menor volumen corpuscular medio. Por otro lado, la
formulacién liquida del EDTAK, produce, por efecto
dilucional, que los resultados de los parametros medidos
en forma directa, como la hemoglobina, el recuento de
leucocitos, eritrocitos y plaquetas, sean 1-2% menores alos
delasangrecirculante (4).

A pesar de que el EDTANa, y el EDTAK, se
comportan de forma similar, tanto enla contraccién de los
eritrocitos por deshidratacién como en el aumento de
volumen celular durante el almacenamiento prolongado
de la muestra, la solubilidad del EDTAK, en sangre entera
es mayor. Ademds, su formulacién en spray seco no
produce efectos dilucionales en muestras de volimenes
pequefios. Por estos motivos, el International Council for
Standardiza-tion in Haematology (ISCH) recomienda el uso
de EDTAK,. La cantidad de EDTAK, agregada debe ser 1,5 -
2,2 mg por mL de sangre. Esta relacidn resulta suficiente
para anticoagular con minimos cambios celulares (4). En
cambio, el Clinical and Laboratory Standards Institute
(CLSI) recomienda utilizar cualquiera de las dos sales
potdsicas en concentraciones de 1,5 - 2,2 mg por mL de

sangre(5).

En nuestro laboratorio se utilizan indistintamente
2 tipos de tubos para el hemograma, uno con EDTAK, y
otro con EDTAK.. El objetivo de este trabajo fue evaluar la
equivalencia estadistica y clinica entre los parametros del
hemograma medidos en sangre anticoagulada con
EDTAK,yEDTAK,.

MATERIALESY METODOS
RECOLECCION DE MUESTRAS

Se recolectaron 24 muestras de pacientes
ambulatorios que tenfan una solicitud de hemograma
programada. Se cargaron dos alicuotas de sangre por
paciente en tubos de polipropileno de igual lote, una en
tubos DVS con EDTAK;, 10 g% para 1,3 mL de sangre y otra
en tubos BD Microtainer con EDTAK, 1 mg para 500 pL de

sangre. La toma de muestra fue realizada por un Unico
extraccionista experto de acuerdo con el manual de toma
de muestras dellaboratorio.

PROCESAMIENTO DE LAS MUESTRAS EN EL
LABORATORIO

Las muestras fueron procesadas dentro delahora
de extraidas, en el mismo autoanalizador Sysmex XN1000
(Roche Diagnostics), por el mismo operador y con los
mismos lotes de reactivo. Elinstrumento fue calibrado por
el fabricante con material de referencia apropiado (XN
CAL™, Sysmex), verificado por el laboratorio, controlado
diariamente con material provisto por el fabricante (XN
CHECK™, Sysmex) y quincenalmente con material de un
programa de evaluacién externa de la calidad (RIQAS,
Randox).

Los parametros evaluados incluyeron: recuento
de leucocitos (LEU), recuento de eritrocitos (ERIT),
hemoglobina (HGB), hematocrito (HTO), volumen
corpuscular medio (VCM), hemoglobina corpuscular
media (HCM), concentracién de hemoglobina corpuscular
media (CHCM), ancho de distribucidn eritrocitaria (ADE),
recuento de plaquetas por impedancia (PLT-I), recuento
de plaquetas fluorescentes (PLT-F), volumen plaquetario
medio (VPM), diferencial leucocitario (recuento absoluto
de neutréfilos (NEU), linfocitos (LINF), monocitos
(MONO), eosindfilos (EOS), baséfilos (BASO)), recuento
de reticulocitos (RETI), equivalente de hemoglobina
reticulocitaria (Ret-He), fraccién de plaquetas inmaduras
(IPF)yfraccién dereticulocitosinmaduros (IRF).

ANALISISESTADISTICO

Se evaluaron las diferencias estadistica y
clinicamente significativas entre ambos tubos para cada
pardmetro.

Antes del analisis estadistico se tested la
normalidad de la distribucién de los datos con el test de
D’Agostino Pearson. Para evaluar la significancia
estadistica de las diferencias, se utilizd la prueba t de
Student para muestras pareadas en los pardmetros que
presentaron distribucién normal. Los pardmetros sin
distribucién normal fueron evaluados con el test de
Wilcoxon. Valores de p<0,05 fueron considerados
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estadisticamente significativos.

Para aquellos parametros con diferencias
estadisticamente significativas, se evalud la significancia
clinica de las mismas. Para ello se calculd el sesgo con el
método de Bland-Altman (6). Este sesgo se comparé con
las especificaciones de calidad permitidas para
Variabilidad Bioldgica (VB). Existen tres niveles de
especificaciones de calidad para VB, de mas a menos
exigente: 6ptimo (VBo), deseable (VBd) y minimo (VBm).
Se calculé para cada pardmetro el Error Index (EI),
utilizando la siguiente férmula: El= (EDTAK, - EDTAK,) *
100/ EDTAK, * ETa, siendo ETa el error total aceptable de
acuerdo con las especificaciones de calidad para VB. El El
resulta aceptable si se encuentra entre (1) y 1; valo-res por
fuera de estos limites indican que la diferencia entre
ambos anticoagulantes excede las especificacio-nes de
calidad para VB. Se considerd tolerable un 5% de las
muestras con El fuera derango.

IMPORTA Y DISTRIBUYE ————

Las especificaciones de VBd fueron originalmente
publicadas por Ricos et al. en 1999 (7) y los datos han sido
actualizados en 2014 en el sitio web de Westgard(8). Las
especificaciones de VBmy VBo se calcularon a partir de los
datos tabulados en el citado sitio web aplicando las
siguientes férmulas:

Sesgominimo aceptable=0,375*V(CV. +CV,)

Sesgo 6ptimo aceptable=0,125*V (CV/+CV,)
ETaminimo=1,65%(0,75*CV,)+0,375*V(CV . +CV))

ETa éptimo=1,65* (0,375 * CV,) + 0,125 *V(CV "+ CV,").
Siendo CV, el coeficiente de variacidn interindividual y CV,
el coeficiente de variaciénintraindividual (7) (9).

> >> RESULTADOS

Para ERIT, HTO, HGB, CHCM, ADE-DE se
observaron diferencias estadisticamente significativas
(p<0,05) segln las muestras fueran recolectadas en
EDTAK, o EDTAK.. Las diferencias de los valores medios
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de los pardmetros distribuidos normalmente se muestran
en la Tabla | y de los pardametros no distribuidos

normalmente enlaTablall.

= > Tablal. Equivalencia estadistica: comportamiento
de parametros que presentaron distribucion normal de
muestrasrecolectadasen EDTK2vs EDTAKS.
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* significativo p<0,05

n: cantidad de muestras; DE: desvio estandar; IC: Intervalo
de confianza. LEU: recuento de leucocitos, ERIT: recuento
de eritrocitos, HTO: hematocrito, VCM: volumen
corpuscular medio, HCM: hemoglobina corpuscular
media, CHCM: concentracién de hemoglobina
corpuscular media, ADE: ancho de distribucidn
eritrocitaria, PLT-F: recuento de plaquetas fluorescentes,

EDTAK , EDTAK VPM: volumen plaquetario medio, MONO: recuento
Parametro ICN;?/'a * ZE |CN;(<1>/Ia * '3_E P absoluto de monocitos, EOS: recuento absoluto de
o media o media eosindfilos, BASO: recuento absoluto de baséfilos, RETI:
LEU (10 */L) 2,08+4,44 2,02+4,43 00889 recuento de reticulocitos, HGB-Ret: hemoglobina
n=24 7:20210,95 71521090 reticulocitaria, IPF: fraccidon de plaquetasinmadurasy IRF:
ERIT (*10 '2/1) 4,52+0,55 4,47+0,57 <0.0001* fraccidon dereticulocitosinmaduros.
n=24 4292476 423a4,71 '
HTO (%) 38,44 37,35 <0,0001* = > Tabla Il. Equivalencia estadistica: compor-
n=24 37,01a39,87 | 3588a38,83 tamiento de los parametros que no presentaron
VCM (f) 85,58+0,69 84.15+0,71 - 00001 distribucién normal de muestras recolectadas en EDTK2
n=24 826528851 | 81,23a87,07 ’ vs EDTAK3
HCM (pg) 28,67+0,54 28,66+0,54 08547 EDTAK , EDTAK ,
n=24 27,55a29,79 27,54 a29,78 ! Pardmetro Mediana (IQR) Mediana (IQR) p
IC 95% mediana 1C 95% mediana
33,46+0,15 34,04+0,16
CTCM (g/dL) 331423378 | 337123436 | <00001* HGB (g/dL) 128(12,0a139) | 12,65(11,8a13,7) 00007
n=24 A4ass, /1 a s, n=24 12,072 13,72 11,982 13,62 '
PLT-F (*10 9/L) 325423 326423 02451 PLTI(*10 °/L) | 298 (263 a398) 300,5 (255 a 396) 04237
n=24 277 a373 2782374 ' n=24 266 a 354 2662357 ’
ADE-CV (%) 13356158 | 13342158 | o NEU(10 */) | 3432792485 | 34202862472) | ),
n=24 126821402 | 12,67214,00 ' n=24 3122453 3102444
LINFO (*10 9/L) | 3,38(2,1924,33) 3,27 (2,28 24,15)
ADE-DE (fl) 41,5+1,58 40,57+1,58 £ 0.0001* h=24 2312415 2372 4,00 01443
n=24 387824422 | 37,84a4329 IPF (%) 24(14250) 23(14246) s
VPM (fl) 9,9+0,8 10+0,9 n=24 1,6a3,9 1,5493 a 3,5293 !
0,0702
n=24 95a103 962104
MONO (*10 °/L) |  0,72+0,33 0,72+0,33 0,5194 significativo p<o,05
n=244 0,58 a 0,86 0,582 0,86 n: cantidad de muestras; IQR: Intervalo intercuartilo; I1C:
Interval nfianza. HGB: hemoglobina, PLT-I:
EOS (10 /L) 0,42+0,49 0,420,49 03188 tervalo de confianza. HGB: hemoglobina,
n=24 0,2120,63 0212062 ) recuento de plaquetas por impedancia, NEU: recuento
. 0041003 0041000 absoluto de neutrdfilos, LINF: recuento absoluto de
BASO (*10 °/L) ,0420, ,04+0, . . .. .
1834 linfoci IPF:fraccion | inmaduras.
24 0.03 20,05 0,032 0,05 0,183 ocitos, accidonde plaquetasinmaduras
6
RETI(*10 °/L) |0,0707%0,0305 | 0,0690+0,0307 0,0419 EIHTOy la CHCM presentaron un sesgo mayor al
n=20 0,0564 a 0,0850 | 0,0547 a 0,0834 - . . T -
permitido, independientemente del criterio utilizado para
IRF (%) 6,1+3,4 6,2+3,4 07578 evaluarlo (VBo, VBd o VBm). EI VCM presentd un sesgo no
n=20 46a7.7 46a78 aceptable para VBd y VBo. El RBC y la HGB sélo fueron
Ret-He (pg) 33,7+2,7 33,6+2,8 08274 rechazados por VBo. El ADE-DE carece de
n=20 3242349 323a350 ' especificaciones de calidad establecidas por VB. Los va-
IPF (*10 9/L) 8,5+5 84+4,9 lores fueron en promedio 2,3% mayores en las mues-tras
0,5754 :
n=24 642105 642106 con EDTAK, que en las con EDTAK.. Estas com-paraciones
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semuestranenlaTablalllyenlaFigura1.

El comportamiento del El acompafid la tendencia
del sesgo en todos los parametros, pero con una
sensibilidad menor. Es decir, salvo parala CHCM en que el
rechazo por El también ocurrié porlos tres criterios de VB,
el resto de los pardmetros fueron rechazados por un
criterio mas exigente al ser evaluados por El: HTO por
VBd, VCM por VBo, HGB por VBo y RBC no son
rechazados por El (Tabla lll).

= > Tabla III. Equivalencia clinica de muestras
recolectadasen EDTK2vs EDTAK3
Sesgo % Muestras con El < -1 0 > 1(%)
Pardmetro Sesgo% VB,
VB, VBo VBd VBm
VB,
0,9*
ERIT(*10 "2/L)
=24 1,2 1,8 42 0,0 0,0
2,6
0,9*
:f;‘g/ du) 12 18 125% | 0,0 0,0
- 2,8
0,9*
HTO (9
n_204( %) 29 18 | 850 | 167 | 00
a 2,8*
0,6%
VCM (fL ’
ML) 1,7 1,3% 79,2%* 42 0,0
n=24
1,8
0,2*
HCM (g/dL
E_2C4 (g/dL) 1,7 0.4* 87,5%* | 66,7** | 41,7%
a 0.6*
NA
ADE-DE (fL)
4 2,3 NA NA NA NA
a NA

* Significativo Sesgo% > Sesgoa%

**Sjgnificativo >5%

El: ErrorIndex; Sesgoa: Sesgo aceptable; VBo: Variabilidad
bioldgica dptima, VBd: Variabilidad bioldgica deseable;
VBm: Variabilidad biolégica minima. NA: No aplica. ERIT:
Recuento de eritrocitos; HGB: Hemoglobina; HTO:
Hematocrito; VCM: Volumen corpuscular medio; CHCM:
Concentracion de hemoglobina corpuscular media; ADE-
DE: Ancho de distribucidn eritrocitaria.

> >> DISCUSIONY CONCLUSIONES

La calidad total en las pruebas de hematologia es

Revista Bioanalisis | Mayo 2019 | 15 afos juntos

esencial para garantizar resultados confiables para la
toma de decisiones clinicas apropiadas. Aunque los
autoanalizadores actuales proporcionan resultados
rapidos, con alto rendimiento y gran exactitud, las
pruebas pueden ser afectadas por problemas extra
analiticos considerados triviales (10).

EIHTO, HGB y VCM son pardmetros importantes,
tanto para el enfoque diagndstico en pacientes con
sospecha de anemia, como para su seguimiento, y pueden
verse comprometidos por el tipo de anticoagulante
empleado. En este trabajo los valores de HGB y ERIT
resultaron en promedio 1,2% mas bajos en las muestras
recolectadas con EDTAKS3, probablemente debido al
efecto dilucional del anticoagulante. Sin embargo, esta
tendencianoseobservéen LEU, NEU, LINF, MONO, EOS,
BASO, PLT-l y PLT-F. Tampoco hubo diferencias en los
parametros reticulocitarios.

El VCM fue significativamente menor en los tubos
con EDTAK3 porque el grado de deshidratacion de las
células en este anticoagulante es mayor. Los
autoanalizadores Sysmex calculan el HTO sumando los
pulsos de eritrocitos detectados por impedancia
eletrdnica. Dado que cada pulso es proporcional al tamafio
celular y que el VCM fue menor en las muestras con
EDTAK3 los hematocritos también resultaron mas bajos.

La CHCM es un pardmetro calculado por los
contadores hematoldgicos utilizando la férmula CHCM =
HGB * 100/HTO. Como en las muestras recolectadas en
EDTAK3 la HGB resulté solo ligeramente inferior
comparada con las extraidas en EDTAK2, pero el HTO fue
francamente mas bajo, los valores obtenidos de CHCM
con EDTAK3 resultaron, en promedio, 1,7% mas altos. Cabe
destacar que el sesgo dela CHCM, aligual que el del HTO,
fue clinicamente significativo independientemente del
nivel de tolerancia de VB utilizado para evaluarlo.

El ADE-CV y el ADE-DE son formas de estimar la
distribucion de tamafios de los eritrocitos. El ADE-DE se
mide en fL y es la medida que corresponde al ancho del
histograma de eritrocitos a la altura del 20% por encima de
la linea de base. Mientras, que el ADE-CV se obtiene del
histograma de eritrocitos como ADE-CV = DE * 100 / VCM
(11) (12). EI ADE-CV depende del DE del histograma de
eritrocitos y también del VCM. Como ambos fueron mds



= > Figura 1. Graficos de Bland y Altman para HGB, HTO, ERIT, VCM, CHCM y ADE-DE de muestras sanguineas
recolectadaen EDTAK2y EDTAKS. Las diferencias estdn expresadas en porcentaje.
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bajos en las muestras con EDTAK3 es probable que la
relacion se haya mantenido constante y debido a esto el
ADE-CV no varid significativamente entre los
anticoagulantes. Por el contrario, el ADE-DE fue
significativamente menor en las muestras con EDTAK3
debido a que solo depende del ancho del histograma y
éste resultd mas bajo en estas muestras. En la practica
clinica no estd difundido el uso del ADE-DE y no hay forma
de evaluar la significancia clinica de este sesgo por falta de
especificaciones de calidad.

La diferencia en la HGB sdlo fue clinicamente
significativa cuando se la evalud con el criterio mas
exigente (VBo). Ademds, para los pardmetros de la serie
roja los criterios de VB, aun los de VBm, son bastante
estrictos y cercanos al desempefio analitico (estado del
arte) de los métodos actuales (13-15). Podria entonces
pensarse que es exagerado considerar clinicamente
significativos a estos sesgos. Pero es muy importante
recordar que se estan evaluando condiciones
preanaliticas: si el sesgo de base para el HTO fue de 2,9%,
dependiendo del anticoagulante que se utilizd en la
extraccion, no resta margen para el error analitico en el
resultado.

Con los avances en la automatizacion los errores
analiticos ya no son el principal factor que influye en la
calidad de los resultados de las pruebas de laboratorio.
Esta mayor seguridad en la fase analitica ha permitido
centrar la atencién en fuentes alternativas de errores,
como factores preanaliticos y postanaliticos. Se ha
demostrado que la mayoria de los errores de laboratorio
ocurren en la fase preanalitica, principalmente debido ala
falta de protocolos estandarizados (3). La ISCH re
recomienda el uso de EDTAK2 para el hemograma
mientras que la CLSI no hace distinciones entre EDTAK2 y
EDTAK3, pero no explicita que se puedan utilizar
indistintamente ambos anticoagulantes en el mismo
laboratorio (4)(5). En este trabajo se demostré que
pueden producirse diferencias apreciables en los
pardmetros de la serie roja dependiendo delasalde EDTA
utilizada como anticoagulante. Por lo tanto, para
disminuir el error preanalitico, cada laboratorio debe
estandarizar la extraccién de los hemogramas con un
Unico tipo de anticoagulante. Es esencial un control
riguroso de las condiciones preanaliticas para mantener
las buenas practicas de laboratorio, puesto que cada

resultado estd condicionado por la muestra de la cual
derivaelvalor.
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