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Resumen

Objetivo: Comparar por medio de dos metodologias diferentes el conteo residual de
glébulos blancos con el fin de brindar componentes sanguineos mas seguros. Los
componentes sanguineos obtenidos con aféresis ofrecen mayor seguridad a los pa-
cientes en el momento de transfusion sanguinea; la verificacion de la leucorreduccion
es un proceso de calidad diferenciador. Materiales y métodos: Se realizé un estudio
de corte transversal descriptivo en la Fundacion Hematolégica Colombia. Bogota. Se
realizé un muestreo aleatorio simple a partir del listado de unidades ingresadas en
una colecta de sangre con el fin de realizar la verificacion del recuento de globulos
blancos residuales por camara de Nageotte© y Cell Dyn Ruby®©. Para el andlisis de
los datos se aplicaron medidas de tendencia central y de dispersion para las variables
cuantitativas, (IC 95%) y correlacion de Spearman para el analisis de procedimientos
satisfactorios (Prueba T); el analisis de los datos se realiz6 en el programa SPSS©
de IBM Version 19. Resultados: La poblacion de estudio estuvo conformada por 124
muestras de plaquetas obtenidas por aféresis. En relacion al recuento de células las
dos metodologias presentaron un promedio de 0,057 vs 0,003 células contadas; el valor
maximo para las dos metodologias fue de 0,34 — 0,44. Conclusiones: Las muestras
analizadas presentaron recuentos residuales de Globulos Blancos por debajo de 5,0
x 108 valor estimado para definir la unidad como leucorreducida, con este hallazgo se
pone en evidencia la seguridad de la transfusion de plaquetas obtenidas por aféresis
en aspectos relacionados con reacciones a la transfusion por leucocitos residuales,
adicionalmente se podria utilizar plaquetas con seguridad dejando en consideracion
el uso de filtros para leucorreducion.

Palabras Clave: Sangre, bancos de sangre, control de calidad, recuento de leucocitos.
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QUALITY CONTROL OF THE LEUCORREDUCION OF
PLATELETS OBTAINED BY APHERESIS THROUGH
NAGEOTTE CHAMBER AND CELL-DIN RuBy

Summary

Objective: compare using two different methodologies residual white blood cell count
in order to provide safer blood components. The blood components obtained from
apheresis offer greater safety to patients at the time of blood transfusion; verifying
leukoreduction differentiator Material and Methods: A descriptive study was perfor-
med cross-sectional in Colombia Hematoldgica Foundation. Bogota. Simple random
sampling was performed from the list entered in a blood drive for the purpose of ve-
rification of residual white blood cell count by Nageotte chamber and Cell Dyn Ruby
© © units. For the analysis of the data measures of central tendency and dispersion
for quantitative variables were applied (95%) and Spearman correlation analysis for
satisfactory procedures (t-test); Data analysis was performed on SPSS Version IBM
© program 19. Results: The study population consisted of 124 samples of platelets
obtained by apheresis. In relation to cell count for the two methodologies presented
an average of 0,057 vs 0,003 cells counted; the maximum value for the two methods
was 0.34 to 0.44. Conclusions: The samples analyzed presented residual white blood
cell counts below 5.0 x 106 estimated to set the drive as leukoreduced with this finding
value puts safety of transfused platelets obtained by apheresis aspects reactions to
evidence transfusion rWBC additionally could be used safely leaving platelets into

consideration the use of filters to leucorreducion.

Keywords: Blood, blood banks, quality control, leukocyte count.

Introduccion

En la actualidad los bancos de sangre cuen-
tan con dos técnicas para la extraccion de con-
centrados de plaquetas. El primer concentrado
se denomina estandar, estos son preparados a
partir de la donacién de sangre total, los cuales
se obtienen luego de recuperar con la primera
centrifugacion el Buffycoat que es sometido
nuevamente a centrifugacion obteniendo el
concentrado de plaquetas’. Este concentrado
de plaquetas estandar tiene un volumen aproxi-

Control de calidad de la leucorreducion de plaquetas obtenidas por aféresis por medio...

mado de 50-70 mililitros [ml] y contiene una
concentracion aproximada de 5,5 x 10'°células
plaquetarias, entre otras variables contempladas
en la obtencion por esta metodologia, incluye
valores de pH plasmatico obteniendo unidades
libres de leucocitos entre un 80 y un 95%.2

La segunda metodologia para la obtencién
de concentrados plaquetarios se hace por el
método de aféresis. Los concentrados son
preparados a partir de un unico donante utili-
zando un separador celular automatizado. Este
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concentrado de plaquetas por aféresis tiene un
volumen aproximado de 180 — 240 ml y con-
tiene al menos 3,0 x 10" células plaquetarias
en el 90% de las unidades realizadas por esta
tecnologia, pH plasmatico y unidades libres de
leucocitos entre un 80 y un 95%.2

La presencia de leucocitos en general en los
componentes sanguineos es responsable de
reacciones adversas post - transfusionales; por
tal razén es importante buscar estrategias que
permitan eliminar estos residuos celulares uti-
lizando diferentes tipos de tecnologias y llegar
a disminuirlos hasta en un 99,99%.3

La leucorreduccion se puede realizar en el
banco de sangre en dos periodos de tiempo; el
primero denominado pre - almacenamiento y
el segundo pos — almacenamiento, este ultimo
debe realizarse en un tiempo maximo de 72
horas posterior a la extraccion del componen-
te sanguineo o se puede realizar al momento
de la transfusion por medio de la colocacion
de filtros por parte del personal sanitario que
va a realizar la transfusion de plaquetas; esta
ultima con mayores probabilidades de error
durante el procedimiento.* Los componentes
sanguineos obtenidos por aféresis se consi-
deran concentrados celulares leucorreducidos
teniendo en cuenta que en recuentos celulares
posteriores se encuentran bajas concentracio-
nes de células leucocitarias.® La definicion de
leucorreduccién esta dada por la disminucién
de recuentos residuales de leucocitos a valores
menores a 5,0 x 108 células.®

En el reino unido desde 1993, se ha docu-
mentado la importancia frente a la disminucion
de recuentos residuales de leucocitos en los
componentes sanguineos y se comenzaron
a planear estrategias con el fin de mejorar
la seguridad de la transfusién sanguinea te-
niendo en cuenta que en 1998 posterior a la
epidemia de las vacas locas se comenzé a
utilizar la leucorreduccién universal como una
medida de contencién y propagacion de la
infeccidon. Posterior a esto; varios paises han
introducido esta politica por otras motivaciones

en donde principalmente se describe el riesgo
de trasmisién de Citomegalovirus ya que este
se encuentra dentro de los glébulos blancos.?

El banco de sangre Fundacion Hematolégica
Colombia realiza procedimientos para la extrac-
cion de plaquetas por aféresis en separadores
celulares [Equipo AMICUS Fenwal©]; cada uno
de los componentes plaquetarios dentro del
proceso de verificacion de calidad es sometido
a un conteo de glébulos blancos mediante una
metodologia automatizada [Cell dyn ruby]; esta
verificacién del conteo residual de glébulos
blancos es denominada como unidades plaque-
taria pobre en leucocitos y de esta manera son
etiquetadas para su distribucion a las entidades
hospitalarias; por tal razén el objetivo de este
trabajo fue realizar la verificacion del conteo re-
sidual de glébulos blancos por otra metodologia
con el fin de validar los componentes como leu-
correducidos teniendo en cuenta la definicion de
la American Association of Blood Banks AABB.”

Materiales y métodos

Se realizd un estudio descriptivo de corte
transversal en la Fundacion Hematoldgica Co-
lombia, Bogota. Para la seleccion de la muestra
se realiz6 un muestreo aleatorio simple (M.A.S)
con una muestra inicial de 212 unidades de
plaquetas, se procedié a partir de una lista de
muestras [unidades de plaquetas procesadas] y
se les asignd un numero aleatorio con un proba-
bilidad igual de seleccién obteniendo al final una
muestra de 124 unidades con una confianza del
95%, y un poder de 80%; con el fin de verificar
la calidad del procesamiento de las unidades y
realizar la validacién de la plataforma AMICUS®,
se tomaron adicionalmente 20 unidades con el
fin de realizar la validacion interna de cada una
de las plataformas y se tuvieron en cuenta los si-
guientes aspectos: 1. Preconteo de plaquetas, 2.
Sangre a procesar, 3. Rendimiento deseado, 4.
Rendimiento obtenido, 5. Rendimiento obtenido/
rendimiento deseado, 6. Recuento de glébulos
blancos, Cultivos microbioldgicos.

Universidad de Manizales - Facultad de Ciencias de la Salud
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Esta validacion se realiza segun recomen-
dacién de la AABB’ bajo una estandarizacion
de un tamafio minimo de muestras a procesar
y un numero de fallas permitidas para cum-
plir con requerimientos para validacién de
los productos y control de calidad como se
muestra en la Tabla 1 y donde se tomé como
referencia las recomendaciones de la guia
“Guidance for Industry and FDA ReviewStaff©®
para la estimacion del tamafio muestral para
el analisis de leucorreduccién y criterios de
validacion para los componentes plaquetarios
obtenidos por aféresis; este conteo residual
debe ser < 5,0 x 10°® células. Con la muestra
inicial por MAS se seleccion6 una muestra de
procedimientos de Plaquetas obtenidas por
aféresis en la plataforma AMICUS® como lo
muestra la Figura 1, previamente validada
segun recomendaciones del fabricante. Los
procedimientos fueron realizados por personal
previamente capacitado con el fin de evitar
sesgos de informacién al momento de realizar
la medicién y obtencion de los datos.

Los conteos residuales fueron realizados por
un profesional de bacteriologia previamente
capacitado en la lectura e interpretacién de
resultados.

Tabla 1. Criterios de validacion
para los componentes plaquetarios
obtenidos por aféresis.
o N
Producto | Requerimiento n ; N N“.'el de
fallas | confianza

n Por lo menos

% | 90% de unidades

§ controladas 10 0 65

= contienen >

3 3x1011 plaquetas.

(72}

kA pH: 6.2 al final del

o) almacenamiento | 10 1 26

< preventivo

Verificacion de recuento
de globulos blancos

La verificacién del recuento de gldbulos blan-
cos se realizé por medio de dos metodologias:

Control de calidad de la leucorreducion de plaquetas obtenidas por aféresis por medio...

se utilizé6 una camara microscépica de alto
volumen [camara de Nageotte] como muestra
la Figura 2 de la empresa Marienfeldy® y por
otra parte un conteo automatizado en el equipo
[Cell dyn Ruby®] Ruby software 2.0© serie
35385B6 de la empresa Abbott©.

Figura 1. Plataforma AMICUS®, unidad de obtencion
de componentes sanguineos, Fundacion Hematologica
Colombia. Bogota.

Figura 2. Camara de Nageotte, laboratorio de
Inmunohematologia Fundacion Hematologica Colombia.
Bogota.
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Figura 3. Lectura de leucocitos en el procedimiento Camara de Nageotte (7).

Procedimiento Camara de Nageotte: Para
realizar el conteo por camara de nageotte de
cada uno de los procedimientos, se utilizd un
tubo plastico el cual fue rotulado con el numero
de pre donante (procedimiento) 24 horas pos-
terior a la recoleccion de la unidad plaquetaria,
se agrego 900uL de solucién de turk [acido
aceético 30 ml — agua desmineralizada 1000ml]
posterior a la cual se realizé dilucion 1:10 de
la muestra y se agregd 100 pL de cada mues-
tra en el tubo rotulado. Se mezcl6 la muestra
diluida y se dej6 reposar por 10 minutos para
lisar los eritrocitos. Se tom6 600 pL de muestra,
se coloco un cubreobjetos en la mitad de la
camara de Nageotte, y se dispensé la muestra
por una orilla del cubre objeto/camara hasta
que llené completamente. Se dejo reposar la
camara dentro de una caja de petri durante
15 minutos para favorecer la sedimentacién
de los leucocitos y se contaron los leucocitos
barriendo la superficie delineada de un lado a
otro, como se muestra en la Figura 3.

Se contaron todos los leucocitos del area,
incluyendo leucocitos que tocaran las lineas
del borde, los leucocitos fueron contados en los
40 rectangulos de una de las camaras [primer
conteo], asi mismo se realiz6 el conteo en la
segunda area [recuento por duplicado].

Para calcular los leucocitos/uL se utilizé la
férmula: Leucocitos/ pL: células contadas *
diluciéon/Volumen del conteo (uL). El volumen
del conteo fue de 100 yL. Si no se visualizan

células en cualquiera de las camaras de con-
teo, los leucocitos residuales se calculan como
0.1 (sensibilidad del método).

Procedimiento cell dyn Ruby: Este equipo
es un analizador hematolégico multiparamé-
trico automatizado Figura 4, disefiado para el
diagnastico in vitro en los laboratorios clinicos,
se caracteriza por ser un instrumento totalmen-
te Optico; utiliza la tecnologia MAPSS™® para el
recuento y diferenciacion celular, cuenta con un
conjunto optico que contiene los componentes
que conforman el citometro de flujo. El objetivo
fundamental del conjunto 6ptico es detectar el
esparcimiento de luz a causa de las células a
su paso por la celda de flujo. Para el caso de
linfocitos el analizador examina el area bajo
la nube linfocitaria y por encima del umbral.
Toda particula comprendida en esta zona es

Figura 4. Equipo CELL-Dyn Ruby sofiware 2.0, laboratorio
de Inmunohematologia Fundacion Hematologica Colombia.
Bogota.

Universidad de Manizales - Facultad de Ciencias de la Salud
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separada de los linfocitos mediante un umbral
dinamico. Todas las particulas de esta region
quedan excluidas del recuento leucocitario y
de la férmula leucocitaria. Y ademas se gene-
ra un alarma que advierte al usuario sobre la
presencia de estos elementos en la muestra.®

Analisis estadistico

Para el analisis de los datos se aplicaron
medidas de tendencia central y de dispersion
para las variables cuantitativas con intervalos
de confianza al 95% y por ultimo se realiz6é una
correlacion de Spearman para el analisis de
procedimientos satisfactorios, y la significancia
estadistica por medio de una prueba T. Los
datos fueron inicialmente digitados en el pro-
grama Excel Version 2010 y el analisis de los
mismos se realizd en el programa estadistico
SPSS Version 19.

Consideraciones éticas

El presente estudio de investigacion tuvo en
cuenta que los participantes diligenciaran el
consentimiento informado, teniendo en cuenta
la legislaciéon existente para estos casos, a
saber: Resolucion 008430 de 1993 sobre nor-
mas cientificas y técnicas de la investigacion
con seres humanos, la declaracion de Helsinki

2013, laLey 266 de 1994 y la Ley 528 de 1999.
De acuerdo con lo establecido en la Resolucion
008430 de 1993.

Resultados

La poblacién de estudio estuvo conformada
por 124 muestras de plaquetas obtenidas por
aféresis, el promedio de sangre a procesar fue
de 4723,11 + 756,64 ml y la sangre procesa-
da de 4788,67+ 805,94 con poca dispersion
entre los dos valores (CV=16,0 vs 16,8). En
relacion al recuento de células para las dos
metodologias presentaron un promedio de
0,057 vs 0,003 células contadas. El valor
maximo para las dos metodologias fue de
0,34 — 0,44 Tabla 2.

En la Tabla 3 se presentan los resultados del
analisis del procedimientos satisfactorios, se en-
contrd una alta correlacién para el procesamien-
to de la sangre y el rendimiento (0,82 - 0,950)
datos estadisticamente significativos (p=0,000).

Discusion
Dentro del aseguramiento de la calidad de los
componentes sanguineos se pueden plantear

diferentes metodologias para la deteccion del
recuento residual de leucocitos en las plaquetas

Tabla 2. Estadisticas descriptiva de la muestra analizada (n=124) teniendo en cuenta parametros de AABB

Variable X*D.E IC 95% Min. Max.
Sangre a procesar 4723 756,64 4588,66 4857,66 3240 6930
Sangre procesada 4788,6 805,94 4579,40 4865,90 2622 6669
Rendimiento Deseado 7,15 1,26 6,90 7,30 5 9,6
Rendimiento Obtenido 7,09 1,29 6,80 7,30 3,33 9,99
Recuento G. Blancas (x106) * 0,05 0,05 0,040 0,060 0 0,34
Recuento C. Nageotte Leucocitos/ul 0,003 0,04 (-)0,00 0,010 0,1 0,44

X = Promedio Aritmético, D.E =Desviacion estandar

Tabla 3. Andlisis de procedimientos satisfactorios

Variable n Correlacion P*
Sangre a procesar / Sangre procesada 124 0,822 0,000
Rendimiento Deseado / Rendimiento Obtenido 124 0,950 0,000
Correlacién de spearman, Prueba T*
Control de calidad de la leucorreducion de plaquetas obtenidas por aféresis por medio... pp 268-275
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obtenidas por aféresis. Por tal razén se realizé
una verificacion por método automatizado y
conteo directo celular en este estudio, aunque
hay autores que ya respaldan que solo con
métodos automatizados se puede verificar el
cumplimiento de la leucorreduccién, es indis-
pensable documentar el proceso.

La leucorreduccion de productos celulares
se convierte hoy en un punto importante en la
medicina transfusional, los bancos de sangre en
la actualidad buscan estrategias de seguridad
sanguinea con el fin de brindar productos cada
vez mas seguros al momento de la transfusion
en los pacientes; dentro de la seguridad se
tienen en cuenta varios aspectos como es el
caso de la minimizacién de posibles riesgos de
transmisién de patdégenos y productos libres de
leucocitos que hacen que la presentacion de
reacciones asociadas a la transfusién se mini-
mice.>"'° En general la leucorreduccién beneficia
sustancialmente a aquellos pacientes que han
requerido transfusiones previas, disminuye la
inmunizacion por anticuerpos de los donantes
y en general brinda seguridad al paciente.®

La lectura del numero de glébulos blancos
fue menor a 5,0 x 10° células, parametros esta-
blecidos por la AABB para definir una unidad de
componentes sanguineos como leucorreducida;
en ninguna de las lecturas se presentaron erro-
res de proceso o en la obtencion de la muestra,
de igual manera el procesamiento deseado tiene
alta correlacién con el esperado y obtenido.®!"

El total de procedimientos realizados por el
método automatizado fue satisfactorio; de igual
manera el recuento por método manual por
Camara de Nageotte, situacion que puede dis-
minuir costos teniendo en cuenta que se puede
verificar recuento de leucocitos con métodos
automatizados con buena correlacion entre los
resultados disminuyendo costos en el procesa-
miento y certificacion de unidades sanguineas
obtenidas por aféresis.?

Le leucorreduccion dada por la plataforma
AMICUS® se explica por el funcionamiento del
equipo en el cual se evidencia el procedimiento

de centrifugacién, metodologia utilizada para la
obtencion de la plaquetas y al mismo tiempo la
separacion de la capa leuco-plaquetaria en la
cual se ha reportado la importancia e influencia
en la disminucion de los leucocitos residuales
por medio de metodologias automatizadas. Los
reportes de conteos residuales se establecen
por encima del 95% posterior a la obtencion del
componente sanguineo.

Por ultimo los productos obtenidos por afére-
sis brindan recuentos de células blancas inferio-
res a los obtenidos por técnicas tradicionales,
con la evolucion de las técnicas de obtencion y
separacion de componentes sanguineos tam-
bién se incursiona en productos sanguineos
cada vez mas seguros.' La aplicabilidad del
presente estudio esta orientada a optimizar
la utilizacién de los componentes sanguineos
automatizados dentro de la practica clinica arti-
culada con aspectos de seguridad transfusional
y seguridad del paciente.'

Ahora bien es importante indagar sobre la
verdadera necesidad de la utilizacion de filtros
de leucorreducién en este tipo de productos
sanguineos, de no ser asi se impactaria po-
sitivamente en la minimizacién de los gastos
y optimizacion de los recursos al momento de
realizar transfusion de plaquetas.'

Se deja abierta la posibilidad de analizar por
parte de los médicos tratantes los beneficios de
la utilizacién de productos plaquetarios obtenidos
por metodologias automatizadas ya que estos se
orientan a una menor posibilidad de presentacion
de reacciones adversas a la transfusion.s"

En relacion a los avances en temas de control
de infecciones posiblemente transmitidas por la
sangre, encontramos que Francia e Inglaterra
realizan procesos de certificacion de plaquetas
con niveles de leucocitos por debajo de 1x10°8
células residuales como una medida de seguridad
transfusional y prevencion de la aloinmunizacion™.

El estudio cuenta con limitacién en relacion
a la estandarizacion del concepto en nuestro
medio, consideramos que se deberia replicar el

Universidad de Manizales - Facultad de Ciencias de la Salud
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estudio con otros bancos de sangre buscando
estandarizar el concepto de leucorreducion dada
por las plataformas automatizadas.

Conflictos de interés: Los autores de
la presente investigacién declaran no tener
conflictos de interés en representacion de la
Fundacion Hematolégica Colombia siguiendo

los estandares de investigacion y éticos para
la aplicacion objeto del estudio.

Fuentes de financiacion: igualmente los pro-
cedimientos fueron financiados por la institucion
prestadora de servicios para la consecucion y
logros de objetivos propuestos.
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