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Resumen

Antecedentes: El andlisis del conteo celular en liquidos
corporales tradicionalmente se lleva a cabo de manera ma-
nual, utilizando el método convencional o manual,
involucrando una serie de pasos que contribuyen a la impre-
cision y consumo excesivo de tiempo. El XE-2100 es un
analizador con el principio de citometria de flujo fluores-
cente, el cual contiene un programa disenado para el conteo
de células en liquidos corporales. Objetivo: Determinar la
precision del XE-2100 con muestras clinicas y evaluar la
concordancia y correlacién para el conteo de leucocitos en-
tre el analizador y el método convencional (manual). Meto-
dologia: Precision: se utilizaron 6 muestras clinicas de li-
quido de didlisis peritoneal, de las cuales se realizaron [0
repeticiones de cada uno por los métodos mencionados,
como cualquier muestra de liquido corporal. Concordancia
y correlacién: Se analizaron 42 muestras de liquidos corpo-
rales frescos a los cuales se les realizé el examen citoldgico.
El conteo de leucocitos se llevé a acabo por el método con-
vencional y con el equipo XE-2100. La prueba estadistica
empleada fue la de correlacién de Pearson. Resultados:
Precision. Se observé un coeficiente de variacion, el cual fue
de 8.76%, menor al reportado por el fabricante, que repor-
ta sea < 30%. Correlacion. El coeficiente de correlacion
para el conteo de leucocitos entre el equipo XE-2100 vy el
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Abstract

Background: The analysis of cell counting in body fluids has
been traditionally performed in a manual way, using the con-
ventional or manual method. This process involves a series of
steps that contribute to imprecision and excessive waste of
time. XE-2100 is an analyzer that works through the principle
of fluorescence flow cytometry, which presents a program
designed for cell counting in body fluids. Objective: To deter-
mine the precision of XE-2100 in clinical samples and to evalu-
ate the concordance and correlation for leukocyte counting
between the analyzer and the conventional (manual) method.
Methodology: Precision: This study used six clinical samples
of fluid coming from peritoneal dialysis. From these samples,
ten repetitions of each mentioned method were carried out,
the same as with any body fluid samples. Concordance and
correlation: Forty-two samples of fresh body fluid samples
were analyzed and subjected to a cytological examination. The
counting of leukocytes was carried out by means of the conven-
tional method and with the XE-2100 device or equipment.
The statistical test used was Pearson correlation test. Re-
sults: Precision: It was observed a variation coefficient of 8.76%.
This observed coefficient was lower than the one reported by
the manufacturer, who states that the coefficient should be
less than the 30%. Correlation: The correlation coefficient for
the leukocyte counting between the XE-2100 device and the
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método convencional o manual fue de r = 0.941, el cual es
significativo con un valor de p < 0.041 y se obtuvo como
ecuacion de regresién y = 110.6302 + 0.7146 x. Con-
clusiones: El equipo XE-2100 puede ser utilizado con con-
fianza para llevar a cabo el conteo de leucocitos en liquidos
corporales.

Introduccidon

os liquidos corporales son fluidos biologicos

L que se forman en el organismo y que por los

hallazgos en su composicién se pueden asociar con

trastornos especificos o enfermedades; pueden ser
exudados o trasudados, seglin su composicion.

De acuerdo a Paramothayan y colaboradores,'
los exudados son una efusiéon de una cavidad cor-
poral, causada por permeabilidad capilar aumenta-
da o absorcién linfatica disminuida. Es identificado
por un porcentaje del fluido a la proteina total séri-
ca mayor de 0.5 y un porcentaje de fluido de des-
hidrogenasa lactica mayor de 0.6 o ambas. Son
originados por procesos inflamatorios debidos, en
general, a infecciones bacterianas o neoplasias y la
densidad oscila entre 1.018 y 1.030.

Asimismo, mencionan que los trasudados son
una efusién en una cavidad del cuerpo, causada
por una presién hidrostatica aumentada (presion
sanguinea) o presién oncética plasmatica (presién
osmoética ejercida por las proteinas en el plasma
de la sangre). Es identificado por un porcentaje
del fluido a la proteina total sérica menor de 0.5y
un porcentaje de fluido de deshidrogenasa lactica
menor de 0.6 o ambas. Son originados por tras-
tornos circulatorios que conducen a la conges-
tién pasiva sin inflamacién. Su origen es mecanico
y la densidad oscila entre 1.006 y 1.015."

Respecto al anilisis citolégico, que incluye el
conteo de leucocitos, eritrocitos y otras células,
se analizan y se cuentan para determinar el tipo y
cantidad existentes, asi como para diagnosticar
anomalias malignas o premalignas.

Las muestras del estudio citolégico general-
mente estan formadas por muchos tipos de dis-

conventional or manual method was of r = 0.941, which is
significant for a value of p < 0.041. Besides this, it was obtained
an equation of regression of y = 110.6302 + 0.7146 x. Con-
clusions: The employed device or equipment XE-2100 may
be used to perform leukocyte counting in corporal or body
fluids with a lot of security and confidence or trust.

tintas células. Algunas de ellas son normales, mien-
tras que otras indican patologia. Existen casos en
los que las células normales en un liquido mues-
tran enfermedad en otro sitio. En la muestra se
debe observar el nimero de células, su distribu-
cién, las modificaciones de la superficie, su tama-
fo, forma, aspecto y propiedades de tincién, adap-
taciones funcionales e inclusiones. Asimismo, se
examina el nucleo celular y se anotan las diferen-
cias respecto a las cifras normales.

El estudio citolégico de derrames, ya sea exu-
dado o trasudado, es util para determinar las cau-
sas de la recoleccién anormal. Es posible que se
presenten derrames de la cavidad torécica, pleu-
ral y abdominal. El problema principal en el diag-
néstico es distinguir las células malignas de las
células mesoteliales reactivas.

Todo derrame contiene células mesoteliales, las
cuales forman la capa escamosa del epitelio que
cubre la superficie de todas las membranas sero-
sas. Entre mas crénica e irritante sea la enferme-
dad, las células mesoteliales seran mas numero-
sas Yy atipicas. Con frecuencia también se observan
histiocitos y linfocitos.

En este trabajo mencionaremos los métodos
de andlisis de citometria de flujo fluorescente y el
de conteo en camara de los liquidos de dialisis
peritoneal, peritoneal, pleural, ascitis y liquido
cefalorraquideo.

Origen de los liquidos corporales. El liqui-
do de didlisis peritoneal se obtiene del proceso
de tratamiento de didlisis en pacientes con enfer-
medad renal crénica. La peritonitis es una de las
principales complicaciones de la didlisis peritoneal
(DP) y es una de las causas mas frecuentes de
pérdida de catéter peritoneal y la no continuidad
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de la dialisis peritoneal. El analisis microscépico
ha sido el estandar de oro para el conteo de leu-
cocitos (white blood cells, WBC) en el liquido de
didlisis peritoneal. Este analisis tiene una amplia
variabilidad interobservador y, por lo tanto, es
impreciso.?

Por otra parte, el liquido peritoneal o liquido
ascitico es un ultrafiltrado del plasma, cuya for-
macién depende del equilibrio entre la presién hi-
dropatica capilar, la presién oncética plasmatica,
la permeabilidad capilar y la resorcién linfatica. Se
produce en la cavidad abdominal para lubricar la
superficie del tejido que recubre la pared abdo-
minal y la cavidad pelviana, y que cubre la mayoria
de los érganos del abdomen.

Uno de los liquidos de mayor importancia cli-
nica es el liquido pleural, el cual se forma por fil-
tracion de plasma a través del endotelio capilar, a
una velocidad controlada por la presién capilar, la
presién osmética plasmatica y la permeabilidad
capilar. Los recuentos leucocitarios en este tipo
de liquido se han utilizado para distinguir los tra-
sudados de los exudados, seglin un nivel de punto
de corte de 1,000 leucocitos totales/pL. Sin em-
bargo, existe un solapamiento considerable y esta
determinacién tiene un valor limitado, el recuen-
to diferencial es de utilidad moderada.?

Finalmente, el mas importante: el liquido cefa-
lorraquideo. Este circula por el espacio subarac-
noideo, los ventriculos cerebrales y el canal me-
dular central. Normalmente puede contener
menos de 5 leucocitos/mm? en adultos y en re-
cién nacidos hasta 20 leucocitos/mm?.

Generalidades del equipo de la serie XE
Roche. Es un equipo analizador de células sangui-
neas que utiliza la metodologia de citometria de
flujo. Para poder contar células en liquidos cor-
porales es necesario instalar el software XT-pro
y XE-pro, el cual es estandar en casi todos los
analizadores de la serie XE Roche-Sysmex. En este
punto es comun el término de «conteo de fondo
bajo» para los leucocitos; éste se obtiene del ca-
nal WBC/DIFF (del inglés: white blood cell/Diffe-

rential) y no del canal WBC/BASO. Para colectar
el liquido corporal, utilizar anticoagulante EDTA
para el analisis de cuentas celulares (y diferencial
manual).

Una de las limitaciones del equipo es que, en el
rango muy bajo menor a 0.05 WBC, se pierde
sensibilidad y los liquidos se tienen que analizar
manualmente.

La estandarizacién de los métodos en el labo-
ratorio clinico en la cual se evala, entre otras, la
precisiéon, comparacién y validacién de los mis-
mos, pretende eliminar posibles causas de varia-
cién, como son: el tiempo, el volumen de liquido,
la superficie de conteo, la microscopia y la inter-
pretacion del personal, sin olvidar que se tiene
que implementar un sistema de control de cali-
dad interno y externo.* Actualmente se cuenta con
sistemas estandarizados que cumplen los linea-
mientos de la horma, uno de ellos es el sistema
XE-2100, metodologia eficiente para cuantificar
el nimero de células por microlitro en los liqui-
dos corporales. En nuestro laboratorio se deter-
mina la cantidad de células usando la cdmara de
conteo de Neubauer. Si bien ya es un método es-
tandarizado, esta sujeto a algunas variaciones, ob-
teniendo una interpretacién subjetiva, principal-
mente porque es una lectura visual.

Material y métodos

Analisis de precision. Se utilizaron seis mues-
tras de liquido de didlisis, los cuales fueron recibi-
dos en jeringas de 10 mL; posteriormente se tras-
vasaron a tubos con EDTA de 13 x 100 mm para
procesarlos por aspiracién directa en el equipo
XE-2100 (marca SYSMEX). Se realizaron 10 re-
peticiones, utilizando un volumen de 300 pL por
cada vez; entre cada aspiracién se efectud un con-
teo de fondo como lo especifica el fabricante. Tam-
bién se efectué en el modo manual utilizando la
camara de conteo Neubauer.

Analisis de las muestras. Se procesaron 42
muestras de los siguientes liquidos: 24 liquidos
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de diilisis, ocho liquidos pleurales, cinco perito-
neales (ascitis), tres cefalorraquideos, uno peri-
cardico y uno no especificado, provenientes de
distintos servicios del Centro Médico ISSEMyM.
El conteo proviene del canal de diferencial, dado
que tiene mas puntos decimales.

Algunos criterios para el analisis de las mues-
tras fueron: a) Revisar la muestra por presencia
de artefactos o particulas muy grandes, ya que
éstas pueden tapar el analizador. b) Los liquidos
sinoviales tratarlos con acido hialurénico (SIGMA
#H-3757 tipo VIII bovino estéril filtrado (anadir
5 mg a 0.5 para | mL de liquido puede ser arbi-
trario). c) Debido a que el resultado obtenido es
un conteo total de células nucleadas no sélo de
WBC, si existe la presencia de fibrina, se debe
reportar como aproximadas y, por ultimo, d)
Reportar los resultados del analizador si son ma-
yores a WBC > 0.05 x 10%/uL. El conteo de
WBC se obtiene del canal WBC/DIFF de la panta-
lla de servicio.

Andlisis estadistico. Para validar el conteo de
leucocitos en liquidos corporales, se utilizaron en
el andlisis de precisién herramientas de estadisti-
ca descriptiva y coeficiente de variacién. Para la
asociacién entre los métodos se utilizé la correla-
cién de Pearson. El método de regresion lineal
fue empleado para comparar ambos métodos. Se
utilizé el programa estadistico SPSS 15.0.

Resultados

Precision. De las seis muestras recibidas, una vez
que fueron procesadas, se obtuvieron valores de
media, los cuales variaron con base en la cantidad
de células que tenia el liquido. Se obtuvieron tam-
bién el coeficiente de variacion y la desviacién es-
tandar, con lo que se pudo analizar si el equipo
era reproducible.

Correlacion. El coeficiente de correlacién para
el conteo de leucocitos entre el equipo XE-2100 y
el método convencional o manual fue de r = 0.941.
El cual es significativo, con un valor de p < 0.041
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Figura |. Regresion lineal mostrada por la linea continua,
el 95% de intervalo de confianza mostrado por las lineas
punteadas.

y se obtuvo como ecuacién de regresién y =
110.6302 + 0.7146 x (Figura. 1). El equipo au-
tomatizado tiende a contar entre | a 10 células
mas que el método manual, ya que utiliza un volu-
men mayor al empleado en la camara de Neubauer.

Discusion

En los laboratorios clinicos, uno de los procedi-
mientos menos automatizado es el de liquidos
corporales. Particularmente, el anilisis citolégico,
lo que provoca una variabilidad entre el procedi-
miento de cada laboratorio, los reactivos, el per-
sonal que lo analiza, entre otros, lo que se tradu-
ce en imprecisién.

Los resultados obtenidos indican que todo li-
quido corporal (de dializado, peritoneal, pleural
o cefalorraquideo) procesado en el equipo XE-
2100 tendra una alta confiabilidad y, por lo tanto,
una gran utilidad en la clinica del paciente.

Una de las limitaciones del equipo es que, en el
rango muy bajo menor a 0.05 WBC, se pierde
sensibilidad y los liquidos se tienen que analizar
manualmente.

El uso de metodologias automatizadas para la
obtencién de resultados de andlisis clinicos en es-
pecimenes humanos es de mayor confiabilidad y
son las recomendadas por instituciones y organi-
zaciones, tanto nacionales como internacionales.
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