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Resumen:

Los intervalos de referencia son un conjunto de valores obtenidos en
individuos de referencia con fines comparativos y pertenecen a una
poblacién que comparte caracteristicas similares, por ejemplo, el estado de
salud, en una poblacion de individuos sanos o que padezcan alguna
patologia. Contienen el 95% de los valores de referencia y excluye 2,5 de
los valores de cada extremo. Los limites de referencia, inferior y superior
son los valores correspondientes a los percentiles 2,5 y 97,5. Es
recomendable que cada laboratorio establezca los valores de referencia de

los mensurando que determina en la poblacion que asiste a la institucion.

El objetivo de este trabajo es establecer los intervalos de referencia del
hemograma en recién nacidos a término saludables de 36 a 72 hs de vida
en sangre venosa en la unidad madre — nifio, servicio de Neonatologia del
Hospital Misericordia Nuevo Siglo de la provincia de Cérdoba, Argentina. Se
realiz6 un estudio prospectivo con una cohorte de 205 recién nacidos.
Resultados obtenidos: Intervalos de Referencia en Leucocitos (5,5 — 20,0)
x103/uL,Recuento Diferencial Leucocitario: Mielocitos (0,0 — 0,1) x103/uL,
Metamielocitos (0,0 — 0,1) x103/uL, Neutrdéfilos en Banda (0,0 — 0,2) x103/uL,
Neutréfilos Segmentados (2,2 — 12,2) x103/uL, Eosindfilos (0 — 1,5) x103/uL,
Basdfilos (0 — 0,1 ) x103/uL, Linfocitos (1,5 — 7,9) x103/uL, Monaocitos (0,1 —
2,4) x103/uL, Linfocitos Reactivos (0,0 — 0,1) x103/uL , Eritroblastos cada
100 leucocitos (0 — 2) %, Globulos Rojos (3,7 — 6,6) x108/uL, Hemoglobina
(13,0 — 22,1) g/dL, Hematocrito (36,2 — 65,6) %, Volumen Corpuscular
Medio (92,4 — 108) fL, Hemoglobina Corpuscular Media (31,6 — 38,1) pg,
Concentracion de Hemoglobina Corpuscular Media (32,4 — 37,4) g/dL,
Amplitud de Distribucion Eritrocitaria (12,2 — 17,7) %, Recuento de
Plaquetas (154 — 361) x10%/uL, Volumen Plaquetario Medio (5,1 — 8,6) fL.
Los resultados se obtuvieron segun la guia “C28 A3 de Clinical and
Laboratory Standards Institute”. La interpretacion de los resultados, cuando

difieren de los intervalos de referencia, es alertar un estado de enfermedad



del recién nacido y contribuir con el Neonatdlogo para el correcto

diagndstico y eleccion del tratamiento a seguir.

Palabras Claves: Neonatologia, hemograma, intervalos de referencia,

sangre venosa.



Abstract:

Reference intervals are a set of values obtained in reference individuals
for comparative purposes and belong to a population that shares similar
characteristics, for example, health status, in a population of health
yorsuffering some pathology. Reference ranges contain 95% of the
reference values and exclude 2.5 of the values at eachendpoint.
Thereference, lower and upperlimits are the values corresponding to the 2.5
and 97.5 percentiles. Itis recommended that each laboratory establish the
reference values of the measurin gones that it determines in the population

that attends the institution, improving the clinical interpretation of the results.

The objective of this workis to establish the reference intervals of the
blood count in healthy full-time new borns of 36 to 72 hours of venous blood
life in themother-childunit, Neonatology service of the New Century Mercy
Hospital in theprovince of Coérdoba, Argentina.A prospective study was
conducted with a cohort of 205 newborns. Results obtained in thiswork are
Reference Intervals in: White BloodCells(5.5 — 20.0) x103/uL , Myelocytes
(0.0 — 0.1) x103/uL, Metamyelocytes (0.0 — 0.1) x103/uL, Neutrophils in Band
(0.0 —0.2) x103/uL, Segmented Neutrophils (2.2 — 12.2) x103/uL, Eosinéphils
(0 — 1.5) x103/uL, Basophils (0 — 0.1 ) x103/uL, Lymphocytes (1.5 — 7.9)
x103/uL, Monocycs (0.1 — 2.4) x103/uL , Reactive Lymphocytes (0.0 — 0.1)
x103/uL, Erythroblasts every 100 leukocytes (0 — 2) %, Red bloodcells (3.7
— 6.6) x10%/uL, Hemoglobin (13.0 — 22.1) g/dL, Hematocrit (36.2 — 65.6) %,
Mean Corpuscular Volume (92.4 — 108) fL, Mean Hemoglobin Corpuscular
(31.6 — 38.1) pg, Hemoglobin Average Corpuscular (32.4 — 37.4) g/dL,
Eritrocitarian Distribution Amplitude (12.2 — 17.7) %, Platelet Count (154.0 —
361.0) x10%/uL, Average Platelet Volume (5.1 — 8.6) fL. The results have
been obtained according to the C28 A3 guide of the Clinical and Laboratory
Standards Institute. The clinical implication of the results, when they differ
from the reference intervals, is to alert a state of new born disease and
contribute to the Neonatologist for the correct diagnosis and choice of

treatment to follow.
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1.Introduccion:

El hemograma es un estudio imprescindible en los recién nacidos (RN) y
es util como herramienta en el diagndstico y tratamiento de las afecciones

neonatales.

Para comprender los resultados de un hemograma, es importante
conocer los valores en individuos similares y compararlos. Por ello surge el
concepto de Valor de Referencia Biologico (VR): Definido como el valor
medido de un pardmetro dado obtenido con fines comparativos en un
individuo (individuo de referencia) que debe cumplir con diversos requisitos.
Son utiles para categorizar individuos como sanos o que padezcan una
determinada patologia. Los VR méas empleados corresponden a individuos

sanos (1).

En otros paises existen publicaciones de laboratorios que establecieron
sus VR para diferentes parametros en RN (2-9). Actualmente en nuestra
region no existen numerosas publicaciones que establezcan VR para dicha
poblacién de pacientes en el hemograma. Es importante establecer los VR
del Hospital Misericordia Nuevo Siglo en la provincia de Cérdoba ya que es
uno de los principales centros de salud de la zona sur de la ciudad. Asi
como también establecer VR para que los laboratorios de otros centros de
salud puedan implementarlos. En nuestro laboratorio contamos con la
experiencia de haber obtenido VR de distintos pardmetros en Hemostasia

en estos pacientes (10).

Considerando la amplia oferta de analizadores disponibles en el
mercado, es de suma importancia establecer nuestros VR para distintos
parametros del hemograma en una poblacion de RN, y brindar al personal
meédico las herramientas necesarias para definir un RN como sano, realizar

el diagndstico de patologias neonatales y el seguimiento de tratamientos.

Durante el proceso diagndstico un valor observado en un paciente solo
deberia compararse con los VR suministrados por el laboratorio que ha
1



realizado la medicion de la magnitud en cuestion. En todo laboratorio se
deberia incluir en los informes los intervalos de referencia bioldgicos
correspondientes ya que también es solicitado como requisito de calidad
(11).

Los VR dependen de la poblaciéon de referencia, por ejemplo, no
podemos comparar VR obtenidos en adultos con valores de nifios o RN. En
neonatos también son dependientes de la edad gestacional al nacer, la
edad postnatal, el peso con el que nacen y estados neonatales (12-14), asi
como de factores relacionados a la madre (morbilidad materna asociadas o

no a la gestacion) (15-17).

Se observaron variaciones de los valores del hemograma en RN
dependiendo del tipo de muestra obtenido. La muestra que mejor
caracteriza los valores del hemograma en los RN es la obtenida por puncion
venosa (18,19), en ocasiones la extraccién por puncién digital suele ser
dificultosa, demasiado lenta, lo que puede ser motivo de falsa
trombocitopenia, o de variaciones en el valor del hematocrito. Si la sangre
es capilar, es hemo concentrada y registra valores elevados, por ejemplo,
en el hematocrito (Hto). En el cordén umbilical y la placenta también
contiene sangre materna (20). Cuando el cordon umbilical se deja sin
clampear por varios minutos post nacimiento, el volumen sanguineo y el
hematocrito (Hto) pueden aumentar sensiblemente. Por estas razones los
VR que aparecen en la literatura y otras publicaciones deben ser revisados
antes de considerarlos. Debe contemplarse la poblacién de referencia en la

cual fueron obtenidos y el procedimiento de medida usado (21,22).

Con respecto a las plaquetas, si la muestra de cordén se contamina con
la gelatina de Wharton, induce la coagulacion con una disminucion en su

recuento (23).
1.2 Intervalos de Referencia Biolégicos

La interpretacién de los resultados clinicos por parte de los profesionales

de la salud, es una practica fundamental para tomar decisiones clinicas
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sobre un paciente, para ello, es necesario comparar los valores obtenidos
con un intervalo de referencia, el cual es calculado a partir de una poblacién

similar.

Clinical and Laboratory Standars Institute (CLSI) recomienda que cada
laboratorio debe establecer los Intervalos de Referencia (ITR) para los
mensurando que determina. En hematologia, asi como en otras areas
clinicas, es importante establecer los limites de referencia en la poblacion
gue se analizara de manera rutinaria. La variabilidad en los valores de
referencia depende de muchos factores como: el género, la edad del
paciente, las caracteristicas fenotipicas y genotipicas de la poblacion, la
dieta, la ubicacion geografica (como la altitud) y el método utilizado, entre

otros.
1.3 Valores de Referencia:

Se define como un conjunto de valores de una magnitud, obtenidos con
fines comparativos, en un Individuo de Referencia (IR), que cumple con
determinados criterios preestablecidos que pueden ser muy diversos, por
ejemplo, edad, lugar geogréfico de residencia, un estado fisioldgico
(embarazadas), un estado patoldgico (presencia anemia) o un individuo
presuntamente sano, dependiendo de la finalidad de los VR. A su vez, este
IR pertenece a una Poblacion de Referencia (PR), conjunto de individuos
con alguna caracteristica comun, observable y medible, este namero
pueden ser muy grande por lo que es dificil de obtener y generalmente es
imposible o0 poco practico examinar alguna caracteristica en la poblacion
entera por lo que se recurre a examinar una parte de ella y en base a la
informacion relevada en esa porcién se hacen inferencias sobre toda la

poblacion.

Tomando las muestras en un Grupo de Referencia (GPR), representativo
de la PR, como el subconjunto de individuos que pertenecen a la poblacion,
en él se realizaran las determinaciones, y los datos obtenidos luego del

analisis estadistico se determinan los VR, con los cuales se va a inferir el



valor de los parametros de la PR (Figura 1). Para que, a partir de una
muestra, estudiemos las caracteristicas de la poblacion, que sea
representativa de la misma, es decir, que mantenga las caracteristicas de
interés de la poblacion en estudio. Es probable que se produzcan errores
debido a la mala seleccién de los pacientes, que se pueden disminuir

aumentando el tamafo de la muestra.

Poblacion de

TN

'Q"” Referencia
T

:

f

Grupo de
Referencia

Individuo de Referencia

Figura 1: Representacion del concepto de VR recomendado por CLSI (24).

Los Intervalos de Referencia (ITR) contienen el 95% de los VR y excluye
un 2,5% de los valores en cada extremo (X + 1,96 S). En la estimacion de
los ITR los limites inferior y superior son los valores que corresponden a los
percentiles 2,5y 97,5. Para establecer los limites se pueden aplicar diversos
métodos estadisticos, cuando se obtiene una cantidad de datos mayor a
120 (n > 120), la CLSI recomienda el método no paramétrico, que no

requiere ninguna hipoétesis en cuanto a la distribucion de frecuencias.

Para detectar valores atipicos, podemos usar diferentes técnicas. Si
estos datos del conjunto se ignoran, puede haber cambios importantes en

las conclusiones obtenidas del estudio. Saber como calcular y evaluar su
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presencia, nos asegura la comprension apropiada de los resultados
estadisticos. Se pueden observar realizando histogramas de distribucion o
diagramas de cajas. Lo correcto es su deteccion por calculos estadisticos,

el modelo matematico de Dixon/Reed es un método muy utilizado.

Con los Intervalos de Tolerancia (IT), nos aseguramos que con una
probabilidad del 90% que contenga el verdadero valor del parametro
poblacional, media aritmética (X), desviacion estandar (SD), etc. Por ello se
debe hacer hincapié en una correcta seleccion de los individuos que van a
integrar la muestra de referencia y una cantidad representativa. A mayor
tamafo de la muestra mas nos aproximamos a la poblacion, los IT seran

mas pequefos, por lo tanto, se llegara a conclusiones mas precisas.
2. EL Hemograma

El analisis de las diferentes células de la sangre se evalla a través de un
hemograma completo, el cual consta de la revision de las distintas células
gue lo componen en forma cuantitativa (como los recuentos celulares) y

cualitativa (por la observacién microscopica de la morfologia de las células).

El objetivo del hemograma es el estudio de las células que componen la
sangre periférica (SP) y a su vez es un reflejo del estado en el cual se
encuentra la médula 6sea (MO).

Actualmente los laboratorios cuentan con métodos automatizados de alta
precision que dan un recuento celular de gran fiabilidad de las
determinaciones analiticas (25-27). La revision de la férmula leucocitaria por
frotis de sangre periférica (FSP) donde se evidencian alteraciones
morfologicas en las células que los analizadores no pueden diferenciar, es

de relevancia diagndstica (28).

El Neonatologo luego de la evaluacion clinica de un RN, ante la sospecha
de alguna patologia, en la practica habitual, es frecuente que solicite
estudios de laboratorio, donde el hemograma es de suma importancia. Si el
médico interpreta los resultados de los IR, obtendra datos precisos para la
valoracion de los pacientes y realizar un correcto diagndéstico y tratamiento.

5



Por ejemplo, ante un valor de Hto elevado la sospecha de policitemia del
RN (29); un recuento diferencial con células inmaduras y plaquetopenia una
sepsis neonatal (30-32), y ante la presencia en el FSP de numerosos
esferocitos sospecha de una membranopatia como la Esferocitosis
Hereditaria (33).

2.1 Componentes del Hemograma:

A continuacion, se realizard una descripcion de los componentes y las

alteraciones patolégicas del hemograma:

Leucograma
Eritrograma

Trombocitograma
2.2 El Leucograma:

Como prueba independiente o como parte integral del hemograma,
estudia las alteraciones de los leucocitos en SP, tiene dos componentes:
uno cuantitativo, que corresponde al recuento total de leucocitos y el
diferencial leucocitario: neutrdfilos, eosindéfilos, basofilos, linfocitos,
linfocitos reactivos, monocitos y sus correspondientes células inmaduras.
Otro cualitativo, que corresponde al estudio morfol6gico. Hay variaciones
en el recuento leucocitario y el diferencial segun la edad del individuo

(Figura 2) y en diversas patologias.
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Figura 2: Recuento medio de GB y Diferencial Leucocitario a diferentes
edades (34).

2.2.1 Recuento de Glbébulos Blancos (GB): Es relevante para
establecer leucopenia o leucocitosis en un paciente. Donato — Rapetti (35),
afirma que el recuento de GB presenta un amplio rango de normalidad, con
valores entre 10,0 y 26,0 x103/ul al momento del nacimiento en RN nacidos
a término, que en las primeras 12 hs de vida aumentan y luego comienza a
disminuir hasta estabilizarse alrededor del 4to dia de vida donde los valores

aproximados son alrededor de 5,0 — 15,0 x103/ul.

Los VR en RN segun Campuzano — Maya (36) al momento del nacimiento
son de 9 a 30 x103/ul y luego comienzan a disminuir gradualmente hasta
estabilizarse a la semana de vida entre 5,0 y 21,0 x103/ul. Como se presenta

en Tabla I.



Tabla I: Valores de Referencia de GB y Diferencial Leucocitario

(x103/pL) (33):

EDAD GB NE SEG EO BA LI MO

RN (9,0-30,0) (6,0-26,0) (0,0-0,9) (0,0-1,0) (2,0-11,0) (0,4-3,1)
12HS  (13,0-38,0) (6,0-28,0) (0,0-1,0) (0,0-0,5) (2,0-11,0) (0,4-3,1)
24HS  (9,4-34,0) (5,0-21,0) (0,1-1,0) (0,0-0,3) (2,0-11,5) (0,2-3,1)
1SEM  (5,0-21,0) (1,5-10,0) (0,1-1,1) (0,0-0,3) (2,0-17,0) (0,3-2,7)

El recuento diferencial de leucocitos, es importante en estas situaciones
si la leucopenia (GB < 4.0 x103/ul) esta asociada a neutropenia absoluta
(neutrdéfilos < 1.5 103%/ul), que es una condicion de riesgo a padecer
infecciones, sobre todo por gérmenes oportunistas como los

microrganismos intrahospitalarios.

2.2.2 Recuento de Neutréfilos: En los neonatos, el valor absoluto
se modifica rapidamente en los primeros dias de vida y es importante para
establecer si un RN presenta neutropenia. El valor absoluto de neutréfilos
se va modificando en las primeras 72 hs de vida, con un pico alrededor de
las 12 — 24 hs, se habla de neutropenia neonatal cuando el valor absoluto
< 1.5 x10%/ul luego del tercer dia en RN a término (37). Se observa
neutropenia en patologias como: Sindromes de Kostmann y Shwachman-
Diamond, y en neutropenias aloinmunes (38). Segun Manroe (39) el
hallazgo de neutrofilia absoluta se considera, cuando se observa un
recuento > 14.0 x103/ul en las primeras 60 hsy > 7.2 x103/ul en RN a término
en los siguientes 3 dias al nacimiento. La causa mas frecuente de
leucocitosis con neutrofilia es la sepsis neonatal, que puede cursar con
leucopenia o neutropenia. Es relevante considerar que el recuento de GB,
para detectar la presencia de leucocitosis o0 leucopenia. En situaciones de

sepsis neonatal es de poca utilidad clinica por lo que tienen bajo valor
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predictivo. La combinaciéon del numero total de neutréfilos, nimero de
neutréfilos inmaduros y el cociente entre el nimero de inmaduros sobre
neutrofilos totales (relacion I/T), constituye un parametro muy Util para su
prediccion (40). Pueden cursar con neutrofilia las infecciones congénitas y

asfixia perinatal (41).

2.2.3 Recuento de Eosindfilos: Diversas condiciones patoldgicas
presentan eosinofilia (> 0.5 x103/ul), procesos como eritema toxico neonatal,
pustulosis eosinofilica neonatal (42), inflamacion respiratoria crénica
causada por Chlamydia trachomatis (43). Como también posterior a la
transfusion de GR (44).

2.2.4 Recuento de Linfocitos (Li): Christensen, R.D. vy
colaboradores (45), establecen IR en el recuento de Li usando una base de
datos multi hospitalaria, y verificd estudios que asocian valores superiores
al percentil 95% con la sepsis de aparicion temprana, hemorragia
intravascular y retinopatia del prematuro (46). La relacion entre un recuento
bajo de linfocitos, inferior al percentil 5% en las primeras horas de vida, ante
la presencia de un alto recuento de glébulos rojos nucleados (GRN), se
observo en situaciones de hipoxia neonatal, una mayor tasa de afecciones
neuroldgicas y el aumento de la mortalidad neonatal (47). Establecer IR en
el recuento de Li en RN es de utilidad para prevenir el riesgo de

complicaciones neonatales y la mortalidad neonatal.

2.2.5 Recuento de Monocitos: La monocitosis con un recuento >
1.2 x103 /ul de monocitos en RN e infantes, es de buen pronéstico en RN
gue cursan con neutropenia, ya que esta monocitosis corresponde a un
mecanismo compensatorio al ser considerados como segunda linea en la
inmunidad celular (48,49). Otras causas de monocitosis en RN, son las

infecciones por Candida sp y/o sifilis congénita (50,51).

2.2.6 Glbébulos Rojos Nucleados (eritroblastos, GRN): En RN a
término y saludables, durante las primeras horas vida podemos observar la

presencia de GRN. Diversos autores han reportado como valores normales



un recuento < 10 GRN/100 GB, y consideran como elevados aquellos
superiores a este limite (52-54). Los GRN son depurados rapidamente de
la sangre circulante, a las 12 hs posteriores al nacimiento su valor cae en
un 50% y luego del cuarto dia no se observan en SP. En RN con
enfermedad hemolitica Rh, encontramos cifras muy superiores de
eritroblastos como respuesta al cuadro hemolitico (55). Se evidencio que un
elevado recuento de GRN se asocia a un alto riesgo de padecer diferentes
complicaciones como: hemorragia intraventricular (56) o retinopatia del
prematuro (57), también se relaciona a la hipoxia prenatal (58). Con
respecto a la comorbilidad materna al momento del parto, se pueden
presentar en cuadros como preeclampsia, pacientes con hipertension
cronica (59), en madres diabéticas (60) o por tabaquismo durante el

embarazo (61).

2.3 Eritrograma:

2.3.1 Recuento de glébulos rojos, (GR): Los RN, presentan
eritrocitos de mayor volumen y en mayor cantidad con respecto a los GR de
adultos. En cuanto a la vida media, es de 90 dias en RN a término (62). Ante
un recuento de GR, hemoglobina (Hb) y Hto disminuidos (por debajo de 2
desviaciones estandar de la media para la edad gestacional), nos debe
alertar para la deteccion de anemias (63), que puede corresponder a
diferentes etiologias. Con respecto a la fisiopatologia, se presenta la
inadecuada produccion de GR, una vida media acortada en los casos de

hemolisis, o por pérdidas sanguineas.

Es frecuente que en neonatos se observe valores aumentado en GR,
como en policitemia o eritrocitosis que pueden conducir a un sindrome de
hiperviscosidad de la sangre. La eritrocitosis tiene diferentes causas en
neonatologia, que incluyen a: trastornos genéticos, policitemia familiar,

hemoconcentracion, cardiopatias congénitas, sindrome de apnea del
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suefo, trastornos con hipertension pulmonar, carboxi hemoglobinemia,

enfermedad renal poliquistica, produccion excesiva de eritropoyetina.

2.3.2 Cuantificacion de Hemoglobina, (Hb): Es la determinacion
que va a definir si el RN presenta anemia. Los valores iniciales son
relevantes para el diagnostico y tratamiento de la anemia neonatal
temprana. Algunos factores como el tiempo de ligadura del corddn, las
horas transcurridas desde el nacimiento y el tipo de muestra obtenido
(sangre de cordodn, capilar o venosa), pueden afectar los valores de Hb /o
Hto. En muestras de sangre capilar obtenidas por puncion digital o de talén
son significativamente superiores a los de las obtenidas por puncion
venosa. Esta variacion es mucho mas importante en la primera semana de
vida, durante la cual los valores capilares son en promedio 15% superiores

gue los venosos (64).

2.3.3 Hematocrito, (Hto): El valor del hematocrito, acompafado
con el recuento de GR y la Hb, es util para la deteccién de anemia y en el
diagnéstico de policitemia/hiperviscosidad, donde se observa que un valor
de Hto central mayor a 65% es considerado diagnéstico (siempre que esté
confirmado). El Hto asciende en las primeras 6 hs y luego desciende hasta
estabilizarse alrededor de las 18-24 hs del nacimiento y su valor difiere
segun el tipo de muestra obtenido (65). Cuando la muestra es sangre
capilar, el valor del Hto puede ser 5-25 % mayor que el obtenido de una
puncion venosa (66). Segun la técnica utilizada en la determinacion, con el
micro hematocrito capilar se obtiene un valor mayor y mejor correlacion en
la viscosidad al obtenido con el contador hematoldgico (calculado). Se
recomienda solicitar el Hto entre 8-12 hs de vida en aquellos RN que tienen

factores de riesgo para policitemia/hiper viscosidad.

2.3.4 Recuento de Reticulocitos: El valor de los reticulocitos esta
influenciado por la edad gestacional. Los RN poseen un recuento
reticulocitario elevado con respecto a nifios y adultos, en los RN a término

y saludables durante los primeros 3 dias de vida se considera normal entre
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3y 7 %,y luego desciende rapidamente reflejando la inhibicion de la

eritropoyesis que se produce inmediatamente después del parto.

2.4 indices Hematimétricos:

2.4.1 Volumen Corpuscular Medio (VCM) y Hemoglobina
Corpuscular Media (HCM): Estos indices eritrocitarios nos permiten
identificar los GR por su tamafio y por la cromia respectivamente, son
parametros de utilidad en la clasificacion de anemias en: macrociticas,
microciticas o hormociticas y como hipocromicas, normécromicas segun el
HCM. Los hematies neonatales presentan mayor volumen que los del adulto
y se observa como células predominantes los esferocitos. Los VR para
neonatos a término y saludables segun SIBEN son VCM: 95 - 108 fl y para
HCM: 29 - 33 pg (67).

2.4.2 Concentracion de Hemoglobina Corpuscular Media (CHCM):
Representa una medida de la concentracion de hemoglobina en un volumen
determinado de glébulos rojos. Este pardmetro es de utilidad cuando se
observa elevado junto con el RDW, ante la sospecha de Esferocitosis

Hereditaria entre otras causas.

Tabla II: Intervalos de Referencia en serie Eritroide segun la edad para GR,
HB, Hto, VCM, HCM y CHCM (Media — 2SD), Dallman (76).

EDAD GR (10%/uL) HB (gr/dL) Hto (%) VCM (fL) HCM (pg) CHCM
(gr/dL)

RN (4,7-3,9) (16,5-13,5) (51-42,0) (108 — 98) (34,0-31,0) (33,0-130,0)

1-3D (53-4,0) (18,5-14,5) (55,0-45,0) (108 -95) (34,0-31,0) (33,0-29,0)

7D (51-39) (175-13,5) (54,0-42,0) (107,0-88,0) (34,0-28,0) (33,0-28,0)
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2.4.3 La Amplitud de la Distribucion Eritrocitaria Media (ADE):
Representa el coeficiente de variacion de tamafio de los GR. En el
hemograma normal existe un grado de anisocitosis. Cuando el RDW es muy
elevado se sospecha de pacientes transfundidos, en tratamiento, como

también en anemias hemoliticas.

2.4.4 Analisis de las Alteraciones Morfolégicas en GR: Para
realizar un informe completo de la morfologia eritroide, es necesario la
observacion del extendido de SP, ya que existen diversas alteraciones
morfologicas en los GR que los auto analizadores no pueden evidenciar.
Algunas de ellas pueden orientar al neonatdlogo en patologias tanto
congénitas como adquiridas.

2.5 Trombocitograma:

Corresponde al Recuento de Plaquetas (PIq) y sus indices, Volumen
Plaquetario Medio (VPM) y la Amplitud de Distribucién Plaquetaria Media
(PDW).

2.5.1 Plaguetas: A través del recuento de plaquetas se establece si
un paciente cursa con trombocitopenia (Plg < 150 x103%/ul) o trombocitosis
(Plg > 450 x10%/ul). Dentro de las causas que pueden provocar
trombocitopenia podemos mencionar, por ejemplo, causas inmunoldégicas,
inducidas por drogas (cuando la madre fue medicada con cimetidina),
desdrdenes genéticos, por infecciones de tipo viral, bacterianas o por
hongos, coagulacion intravascular diseminada (CID), insuficiencia
placentaria, enterocolitis necrotizante (NEC), por ventilacion mecanica, (69).
La trombocitopenia aumenta el riesgo de sangrado y la morbi mortalidad del
Neonato (70,71), su diagnodstico preciso es necesario para minimizar las

complicaciones vinculadas a la misma.

La trombocitosis, se ha utilizado como indicador de diversas infecciones

respiratorias, en anemia por déficit de hierro, hemorragias, por la exposicién
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a drogas (epinefrina), déficit de vitamina E y también en la trombocitopenia
de rebote (72-76).

2.5.2 Volumen Plaquetario Medio (VPM): ElI VPM se ha utilizado en
neonatos como medida de la produccion plaguetaria basado en la premisa
gue las plagquetas jovenes son mas grandes que las mas antiguas (77), un
VPM mas alto indica produccion de plaquetas. EI VPM y la observacion
morfolégica de las plaguetas son muy Uutiles en el diagndstico de

trombocitopenias hereditarias (78).

2.5.3 Amplitud de Distribucién Plaquetaria Media: Podemos
mencionar que el valor del PDW nos proporciona informacién sobre la
anisocitosis plaquetaria, es decir sobre el coeficiente de variacion en el
tamafo de las Plg, cuando su valor es elevado, sugiere que en la muestra

se observan PIq de diversos tamafos.

14



INTERVALOS DE REFERENCIA E INTERPRETACION DEL
HEMOGRAMA EN RECIEN NACIDOS SANOS EN SANGRE VENOSA,
HOSPITAL MISERICORDIA NUEVO SIGLO

3. Trabajo Cientifico

3.1 Objetivos: Determinar los IR del hemograma para RN a término
saludables, desde 36 hs hasta las 72 hs de vida, en el Servicio de
Neonatologia del Hospital Misericordia Nuevo Siglo, de la Provincia de
Cérdoba.

3.2 Materiales y Métodos: Se incluyeron una cohorte de 205 RN
hospitalizados en la sala de internacién conjunta Madre-Nifio del Hospital
Misericordia Nuevo Siglo. La evaluacion de los pacientes se realizd bajo la
supervision del Dr. Luis Ahumada Especialista en Neonatologia. Se
seleccionaron pacientes saludables, con una edad gestacional a término
entre 36 — 41 semanas de gestacion (X= 38,5 semanas), con un peso de
2255 a 4700 gr. (X= 3388 gr.) Se excluyeron aquellos que hayan requerido
internacion en las primeras 48 hs. de vida, menores de 36 semanas de
gestaciéon, con sospecha de trastornos de la coagulacion o antecedentes
familiares de estos trastornos; también aquellos nacidos de madres con
antecedentes de: preeclampsia, diabetes gestacional, antecedentes de
partos prematuros, antecedentes de feto muerto, trombofilia diagnosticada,
purpura trombocitopénica idiopatica, trastornos hemorragicos, obesidad,

hipertension (valores iguales o mayores a 140/90 mm Hg) o desnutricién.

Las muestras se obtuvieron por puncion en vena superficial del dorso
de la mano, bajo consentimiento informado para la obtencion de ITR en
pardmetros de Hemostasia, coordinado por la Dra. Angélica Molina (10), y

posterior establecimiento de ITR en el Hemograma. Para las
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determinaciones del hemograma se utiliz6 como anticoagulante EDTA-K2,
dilucién final 1/50 obteniendo un volumen final de 0,5 ml. El procesamiento
fue siempre dentro de las 2 horas posteriores a la extraccion. La muestra se
procesé en forma automatizada en contador hematolégico CELL-DYN
RUBY de la marca ABBOTT®, el cual se encuentra bajo control de calidad
interno con 3 viales, bajo, normal y alto marca ABBOTT®y con participacion
en programas de control de calidad externo CEMIC®.

Para establecer el RDL, el frotis de SP coloreado con MAY
GRUNWALD- GIEMSA se observo al microscopio éptico, contando 200
células en 2 extendidos (realizados de punta de aguja) y se corroboro el
valor de las plaquetas por método de Fonio. El andlisis microscépico se
realizd bajo la supervisiéon de la Dra. Maria Cecilia Moyano Bioquimica

Especialista en Hematologia.

Los sistemas automatizados no pueden sustituir la observacion
morfologica realizada por personal con experiencia, y continda siendo un
complemento fundamental para el diagnéstico hematoldgico y clinico.
Debido a las sefiales 0 alarmas que suministra el contador hematolégico
(frecuentes cuando se procesan especimenes en esta poblacion), que
indican la existencia de posibles anomalias en el RDL. En la mayoria de
los equipos automatizados la presencia de GRN puede pasar inadvertida o
se pueden generar alarmas que deben ser confirmadas, como también en
aguellos equipos que informan un diferencial de 3 poblaciones celulares. La
observacion rutinaria del frotis debe realizarse de forma imprescindible en

neonatologia y pediatria.

3.3 Andlisis estadistico: La base de datos se realiz6 con los
programas EXCEL® de MICROSOFT e INFOSTAT © (version estudiantil).

Aplicando la técnica de DIXON — REED se eliminaron los valores atipicos

en los datos.
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Para establecer los IR de los distintos parametros del hemograma se
utilizé la guia C28 A3 por método no paramétrico (recomendado por CLSI
cuando N > 120).

3.4 Resultados obtenidos:

Tabla Ill: Valor Medio, Rango e Intervalo de Referencia en el Recuento de
GB.

Media+ SD Rango IR Unidades

GB (10%/L) (12,4+36) (43-242) (55-20,0) 10%/uL

Figura 3 Distribucion de frecuencias en recuento de GB

Leucocitos
Ajuste: Normal(12,415,12,840)

67,20

50,40+

33,604

frecuenda albsdluia

16,80+

0,00+
2,92 5,76 8,60 11,43 14,27 17,11 19,94 22,78 25,62

Leucocitos (103/puL)
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Tabla IV: Valor Medio Absoluto, Rango e Intervalo de Referencia del

Recuento Diferencial Leucocitario.

MIELOCITOS

METAMIELOCITOS
NEU CAYADO
NEUTROFILOS
EOSINOFILOS

BASOFILOS

LINFOCITOS

MONOCITOS

Li REACTIVO

Tabla V: Valor Medio, Rango e Intervalo de Referencia en

Media = SD
(0,02 + 0,06)
(0,02 +0,08)
(0,12 + 0,15)
(6,6 £2,6)
(0,5+0,4)
(0,02 + 0,05)
(4,1 +1,6)
(1,0£0,7)
(0,03 £ 0,08)

Rango
(0,0-0,4)
(0,0-0,5)
(0,0-0,7)
(1,6 —14,1)
(0,0-2,1)
(0,0-0,3)
(0,5-10,5)
(0,1 -4,6)
(0,0-10,6)

IR
(0,0-0,1)
(0,0-0,1)
(0,0-0,2)
(2,2 -12,2)
(0,0 - 1,5)
(0,0-0,1)
(1,5-7,9)
(0,1 - 2,4)
(0,0-0,1)

Unidades

10%/L
10%/pL
10%/pL
10%/pL
10%/L
10%/pL
10%/pL
10%/L
10%/pL

el Recuento

Diferencial Leucocitario Porcentual.

MIELOCITOS

METAMIELOCITOS

NEU CAYADO

NEU SEGMENTADO

EOSINOFILOS

BASOFILOS

LINFOCITOS
MONOCITOS
LI REACTIVO

EB /100 GB

Media = SD
(0,1+0,4)
(0,2 +0,8)
(1,0+1,1)
(52,2 + 10,9)
(4,1+2,9)
0,1+£0,4)
(34,1 + 10,6)
(8,0+£4,4)
(0,2+0,7)
0,4+£11)

Rango

(0,0 — 3,0)
(0,0 -16,0)
(0,0-4,0)

(15,0 — 82,0)

(0,0 — 14,0)
(0,0 — 2,0)
(8,0 — 70,0)
(1,0 — 29,0)
(0,0 — 5,0)
(0,0 — 3,0)

IR
(0,0 — 1,0
(0,0 — 2,0
(0,0 — 3,0)
(27,0 — 71,0)
(0,0 — 11,0)
(0,0 —1,0)
(10,0 — 59,0)
(1,0 — 16,0)
(0,0 — 2,0)
(0,0 — 2,0

Unidades
%
%
%
%
%
%
%
%
%
%
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Figura 4 Distribucion de Frecuencia en recuento neutrofilos (% y Abs)

Neutréfilos
Ajuste: Normal(52,224,119,675)

Neutréfilos

72,459 Ajuste: Normal(6,585,6,773)

63,00

54,344

36,239

frecuencia absoluta
frecuencia absoluta

18,114

@
S < ©
< ~ S

00+
10,21 19,79 29,36 3893 4850 5807 6764 7721 86,79
% Neutrofilo Neutréfilos Abs (10%pL)

Figura 5 Distribucion de frecuencia en recuento de Eosinoéfilos (% y Abs)

Eosindfilos Eosinbfilos
Ajuste: Normal(4,122,8,343) Ajuste: Normal(0,504,0,149)

frecuencia absoluta
frecuencia absoluta

7,50 938 11,256 1313 056 0.84 111 139
% Eosindfilos Eosinfilos Abs (10°/uL)

Figura 6 Distribucion de freuencia en el recuento de Linfocitos (% y Abs)

Linfocitos Linfocitos
juste: Normalf4, 135,2,462
Lo Auste: Normal(34,117,112,722) Mot Ajuste: Normal(: )
5828 7245
= 2
2 3
o 3885 = 4830
3 =
e g
£ 2
& g
1943 2415
0,00 0,007
357 1243 2129 30,14 3900 47,86 56,71 65,57 7443 0,00 1,40 2380 4,21 561 7.01 84
% Linfocitos Linfocitos Abs (10%uL)
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Figura 7 Distribucion de frecuencias de recuento de monocitos (% y Abs)

Monocitos Monocitos

Ajuste: Normal(7,922,20,768) Ajuste: Normaif 0,999,0,483)

frecuencia absoluta

frecuencia absoluta

0,
1554 1942 2330 27,19 31,07 X X 188 250 313
Monocitos ADs (10°/L)

% Monocitos

Tabla VI: Valor Medio, Rango e Intervalo de Referencia en GR e indices

Eritrocitarios.
Media + SD Rango IR Unidades

GR (5,3+£0,8) (2,7-6,9) (3,7 -6,6) 108/pL
Hb (18,2+23)  (11,8-23,3) (13,0-22,1) gr/dL
Hto (52,4+73) (324-69,1) (36,2-656) %
VCM (99,6 +4,3)  (90,1-114,4) (92,4-108,0) fL
HCM (34,7+1,8) (294-40,2) (31,6-381) Pg
CHCM (348+1,9) (29,0-41,6) (32,4-37,4) gr/dL
ADE (15,1 +1,3) (12,0-20,00 (12,7-17,7) %

72,45+

36,234

frecuencia absoluta

18,114

0,00+

Eritrocitos
Ajuste: Normal(5,254,0,578)

Figura 8 Distribucion de frecuencia en recuento de GR

1,20 2,05 2,90 3,75 4,60 545 X ) 8,00
Eritrocitos (106/uL)
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Figura 9 Distribucion de frecuencias en Hb y Hto

Hemoglobina
Ajuste: Normal( 18, 208,5,380)

frecuencla absoluta
[~
b
5
frecuencia relativa

0,00 0,00+
1098 1262 .26 1591 1756 1919 2084 2248 2412 29,78

Hb (gridL)

Hematocrito
Ajuste: Normal (52,357, 53, 194)

35,02 4026 4551 50,75 5599 6124 66.48
Hematocrito (%)

Figura 10 Distribucion de frecuencia en VCM y HCM

Volumen Corpuscular M edio Hemoglobina Corpuscular Media
juste_ Nc (99,550, 18,368) lormal

53,001 Ajuste: Normal(99,550,18,368) s Ajuste: Normal(34,716.3,204)

47254 4861
El E
3 S
2 3
K ]
@ 3150 @ 3308
s 5
g g
5 5
3 ]
3 3
£ ]

15,75 16,54

0,00+ 0,00
8839 9181 9522 9864 10205 10546 10888 11229 11571 2863 3017 31N 3326 3480 3634 3789 3043 4097

VCM (L)

HCM (pg)

Tabla VII: Valor Medio, Rango e Intervalo de Referencia en el Recuento de

Plaquetas e indices Plaquetarios.

Media + SD Rango

IR Unidades

PLAQUETAS  (254,0 +50,0) (128,0 —383,0)

VPM (6,5+0,9) (4,1-10,0)

(154,0 - 361,0) 10°/pL
(5,1 —8,6) fL
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Figura 11 Distribucion de frecuencia en recuento de plaguetas y VPM

Plaquetas Velumen Plaquetario M edio

55,65+ Ajuste: Normai( 253 790,3201,892) s Ajuste: Normal(6,494,0,839)

frecuencia absoluta
frecuencia absoluta

0.00+4
10979 14621 19264 21907 26550 29193 3836 36479 40121
Plaquetas (109uL)

10.40

4. Discusién: Existen diferencias establecidas en diversos parametros del
hemograma segun la muestra que se analiza ya sea: capilar, de cordon,
arterial o de sangre venosa. En la literatura, se pueden visualizar tablas con
IR obtenidos en muestras de sangre capilar por puncion digital o de talén
(79), como también sangre de corddn, mientras que, la informaciéon de IR

en sangre venosa es poco frecuente.

Autores como Campuzano-Maya (36), Henry o Christensen (2-4),
proponen intervalos de referencia del hemograma obtenidos de bases de
datos de laboratorios acumulando gran cantidad de valores para cada
parametro, inclusive de varios hospitales dentro de una misma regioén, sin
tener en cuenta el tipo de muestra en el cual se realizaron las
determinaciones, la edad gestacional o el estado de salud de los neonatos.
Calculando los IR por métodos estadisticos como el de Bhattacharya (80)
para obtener la media mas probable para cada parametro.

Los resultados obtenidos en muestras de pacientes deben ser
comparados con IR establecidos en las mismas condiciones de
procesamiento y tipo de muestra del laboratorio que las publica. Debido a
la frecuencia con la que se obtienen muestras de sangre por puncion

venosa en RN en nuestra institucion, surge la necesidad de establecer IR
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en sangre venosa, y brindar una herramienta para aquellos laboratorios que

utilizan con frecuencia este tipo de muestra en las determinaciones en RN.

Es importante que los laboratorios establezcan los IR para los diferentes

grupos etarios y condiciones de salud en la poblacion que asiste al mismo.

Ya que es un requisito de calidad analitica, y se optimiza la interpretacion

clinica de los resultados.
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