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RESUMEN.

El objetivo de este trabajo es evaluar el analizador
hematolégico automatico de impedancia eléctrica,
Baker 9120+ (Menarini Diagnéstica S.A.), con
sangre de perro y gato. La precision intra e
interensayo v la reproducibilidad del Baker 9120+ es
excelente para todos los parametros en ambas
especies. El arrastre y la linealidad del analizador
hematolégico es muy buena para todos los
parametros, a excepcion del recuento de plaquetas
con sangre felina, debido a la sobreposicion de la
poblacién eritrocitaria v plaquetar. No es posible
determinar las diferentes poblaciones leucocitarias en
ninguna de las dos especies, independientemente de
la cantidad de hemolizante utilizado. [.a comparacion
del Baker 9120+ con otro analizador de impedancia
eléctrica en el recuento celular y concentracion de
hemoglobina, y con el método manual para el valor
hematocrito, es buena para todos los parametros. El
recuento de eritrocitos, leucocitos y la concentracién
de hemoglobina son estables durante las 72 horas
postextraccion, tanto a temperatura ambiente como
en refrigeracion. El recuento de plaquetas en sangre
de perro desciende rapidamente con diferencias
significativas a las 4 horas postextraccion en las
muestras refrigeradas y a las 24 horas en las
muestras mantenidas a temperatura ambiente.
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Evaluacion; Almacenamiento; Perro; Gato;
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INTRODUCCION.

La hematologia animal, ha experimentado
durante estos ultimos afios un notable avance,
debido fundamentalmente al convencimiento por
parte del clinico de la importancia que tiene el
laboratorio como método complementario de
diagnostico. Este avance, esta estrechamente liga-
do a la utilizacién de nuevos sistemas analiticos.

De todos los analisis de laboratorio, el hemogra-
ma es el mas solicitado por el clinico, va sea para
conocer el estado general del animal, evaluar la
evolucién y prondstico de una enfermedad, la res-

U.D. Patologia General y Médica
Facultad de Veterinaria

Universidad Auténoma de Barcelona
08193 Bellaterra

ABSTRACT.

An authomated blood cell analyser (Baker 9120+)
was evaluated with canine and feline blood. Precision
and reproducibility were excelent in both species for
all the parameters. Carry-over and linearity was very
good for all the parameters, except for the platelet
count due to the overlapping between erythrocyte
and platelet population. There was not possible to
differenciate any of the leukocyte populations with
the Baker 9120+. The comparability between the
Baker 9120+ and another electric impedance
analyzer for blood cell count and hemoglobin
concentration and the microhematocrit method for
the haematocrit value was good for all the
parameters. Red blood cell, white blood cell count
and haemoglobin concentration are stable during 72
hours after the extraction at 4 °C and 25 °C. Canine
platelet count dropped significantly at 4 hours post-
extraction in those samples stored at 4 °C and after
24 hours in those samples at room temperature.

Key words: Blood cell analyzer; Baker 9120+;
Evaluation; Storage study; Dog; Cat; Electrical
impedance.

puesta a un tratamiento o para establecer un diag-
nostico definitivo. Para realizar el hemograma,
podemos utilizar el método tradicional basado en
el empleo de camaras de recuento, o métodos
automatizados, que cada dia van adquiriendo mas
importancia en veterinaria debido, no sélo a la
rapidez y simplificacién de manejo, sino, funda-
mentalmente a la precisién y exactitud de los mis-
mos.

En hematologia humana se sigue el protocolo
propuesto por el International Committee for
Standardization in Haematologu(12 para la eva-
luacién de analizadores hematolégicos. En vete-
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rinaria se debe utilizar este protocolo con lige-
ras modificaciones(1®, determinando los siguien-
tes apartados: estudio del agente hemolizante,
precision, reproducibilidad, arrastre, linealidad,
comparacion con el método utilizado previamen-
te por el laboratorio y estudio de la estabilidad de
la sangre (opcional).

En veterinaria existen pocas publicaciones sobre
evaluacion de analizadores hematolégicos. Sin
embargo, la adquisicion de un analizador hemato-
lbgico representa una inversion muy importante
para las clinicas o laboratorios, por lo que, existe
la necesidad de un estudio en profundidad de las
caracteristicas de los diferentes analizadores
hematoldgicos con sangre de diferentes especies
animales.

El objetivo de este trabajo es evaluar el analiza-
dor hematolégico automatico de impedancia eléc-
trica Baker 9120+ (Menarini Diagnéstica, S.A.)
con sangre de perro y gato.

MATERIAL Y METODOS.

Caracteristicas tecnicas del
analizador hematologico Baker
9120+.

El Baker 9120+ es un analizador hematologico
automatico que utiliza el sistema de impedancia
eléctrica para el recuento celular y célculo del
volumen celular. Determina la concentracion de
hemoglobina mediante el método colorimétrico
de la cianometahemoglobina y dispone de una
serie de discriminadores en el canal leucocitario
que permite diferenciar 5 subpoblaciones: linfoci-
tos, monocitos, granulocitos, eosinéfilos v basofi-
los.

El Baker 9120+ permite trabajar con sangre
total o con plasma rico en plaquetas. El rango de
recuento debe ser modificado para cada especie
animal siguiendo las especificaciones del fabrican-
te. En el estudio realizado por nosotros, los dis-
criminadores fueron colocados en las siguientes
localizaciones:

Perro:

» Recuento de plaquetas:

- Discriminador 1 — misma localizacion que
en humana.
- Discriminador 2 — 24.0 fl.

* Recuento de eritrocitos:

- Discriminador 1 — misma localizacién que
en humana.

- Discriminador 2 — misma localizacion que
en humana.

» Recuento de leucocitos:

- Discriminador 1 — 30 fl.
- Discriminador 2 — misma localizacion que
en humana.
Gato:
* Recuento de plaquetas:
- Discriminador 1 — misma localizacién que
en humana.
- Discriminador 2 — 20.4 fl.

» Recuento de eritrocitos:
- Discriminador 1 — 22 fl.
- Discriminador 2 — misma localizaciéon que
en humana.

» Recuento de leucocitos:

- Discriminador 1 — 30 fl.
- Discriminador 2 — misma localizacion que
en humana.

Cuando trabajamos con el modo de sangre com-
pleta, el analizador hematolégico Baker 9120+
aspira un volumen de 80 pl de sangre para reali-
zar automaticamente dos diluciones, una para el
recuento de eritrocitos y plaquetas y, otra para el
recuento de leucocitos y la determinacién de la
concentracion de hemoglobina. A esta tltima dilu-
cién se le anade automaticamente 1.9 ml de
hemolizante (amonio cuaternario) que lisa los eri-
trocitos permitiendo el recuento de células nuclea-
das y la determinacién de la concentracion de
hemoglobina. Este analizador hematologico dis-
pone de un transductor con una abertura de 60
micras para el recuento de eritrocitos y plaquetas
y de 100 micras para el recuento de leucocitos.

El analizador hematologico Baker 9120+ fue
calibrado con sangre control humana (Haem-QC
plus Diff, Biochem Immunosystems, USA). Como
control de calidad se procedié al analisis diario de
sangre control de valores normales (Haem-QC
plus Diff, Biochem Immunosystems, USA).

Estudio del agente hemolizante.

Se utilizo sangre de 5 animales clinicamente
sanos, determinandose el recuento de leucocitos
con diferentes concentraciones de hemolizante
(1.9,1.75,1.5, 1.25y 1 ml). Los diferentes resul-
tados se compararon mediante una t de Student
para datos apareados.

Precision.

Para determinar la precision intraensayo e inter-
ensayo en sangre de perro y gato se utilizaron 5
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muestras de sangre de cada especie procedentes
de animales clinicamente sanos. Estas muestras se
analizaron por triplicado en tres lotes sucesivos
cambiando el orden de analisis y procediendo al
lavado de los transductores con el diluyente y apa-
gado del analizador durante 15 minutos entre
cada uno de los lotes. Las muestras fueron anali-
zadas en total 9 veces. El célculo de la precision
intraensayo e interensayo se realizé mediante un
analisis de variancia de dos vias con interacciones,
teniendo en cuenta el animal vy la replica de anali-
sis. Se calculo:

» El coeficiente de variacion de la precision
intraensayo (%):

- '\stqresidual
= Media

CV =100

» El coeficiente de variacién de la precision inte-
rensayo (%):

Msqgbatch + ((U=N) - 1Msgresidual)
(U=N)
Media

CcV =100

Donde “msgresidual” es la varianza residual de
la muestra, “msgbath” es la varianza segiin répli-
ca, “U” es el niimero de casos y “N” es el niime-
ro de réplicas.

Reproducibilidad.

Para el célculo de la reproducibilidad se analiza-
ron seis veces 5 muestras sanguineas de cada
especie animal. Estas muestras fueron colocadas
al azar entre las muestras analizadas durante 6
horas de trabajo. Cada analisis de una muestra
estaba separado, como minimo, por una muestra
diferente.

La reproducibilidad se calculé mediante un ana-
lisis de varianza, hallandose el coeficiente de

variacion (%):
N Msqresidual

Media

CV

=100

Donde la “msqresidual” es la varianza residual.
Arrastre.

Para la determinacién del arrastre existen varias
técnicas. Nosotros hemos utilizado una muestra

con valores altos seguida del diluyente del analiza-
dor. La muestra de valores altos fue obtenida
mediante centrifugacién a 3000 rpm durante 5
minutos y separacién de parte del plasma. El
arrastre se calculd segtin la formula de Broughton
et al .

B1-B3
B3-A3

=100

Arrastre =

Donde A1, AlI2, A3 son los valores altos y B1,
B2, B3 los valores del diluyente en orden de
obtencién. El resultado se expresa como porcen-
taje.

Linealidad.

La linealidad se estudié partiendo de una mues-
tra con los valores mas altos posibles para cada
parametro. Esta muestra la obtuvimos centrifu-
gando la sangre recogida en EDTA K; a 3000
rpm durante 10 minutos. A continuacién, realiza-
mos 6 diluciones con el plasma del mismo animal.
El plasma se analizo por triplicado con el analiza-
dor hematolégico para conocer qué interferencias
o qué cantidad de cada elemento de la sangre
podia aportar. Utilizamos micropipetas de preci-
sibn para realizar las diluciones del 50, 25,
12.25, 6.12, 3.06 y 1.53%. Cada dilucién fue
analizada por duplicado. La linealidad se estudié
mediante el coeficiente de correlacion de Pearson
obtenido a partir de una recta de regresion sim-
ple.

Comparacion.

Se analizaron 30 muestras de perro y gato,
comparando los resultados obtenidos mediante el
analizador automatico de impedancia eléctrica
Baker 9120+ con los obtenidos con un analizador
hematolégico semiautomatico de impedancia
eléctrica, Sysmex F-800 (TOA Instruments). Se
compararon los resultados de los dos analizadores
en los siguientes parametros: recuento de eritro-
citos, concentracion de hemoglobina, recuento de
leucocitos y recuento de plaquetas. Se utilizd la
técnica del microhematocrito para determinar el
valor hematocrito y, a partir de este valor y los
resultados obtenidos en el recuento de eritrocitos
con el Sysmex F-800, se calculé el VCM.

La comparacion entre el Baker 9120+ con los
otros métodos se estudi® mediante una recta de
regresion v el coeficiente de correlacion de Pearson.
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Tabla I. Estudio del efecto de la concentracion del hemolizante con sangre de perro, expresado como la media (desviacién estandar).

* Indica diferencias estadisticamente significativas (p<0.05) respecto al recuento de leucocitos inicial obtenido con 1.9 ml de hemolizan

P. inter = precisién interensayo; P. intra = precision intraensayo; Repor.= reproducibilidad: VCM = volumen corpuscular medio;: CHCM = con-

centracion de hemoglobina corpuscular media;: HCM = hemoglobina corpuscular media; RDW = ancho de distribucién del histograma de eri-

trocitos; VPM = volumen plaguetar medio.

Almacenamiento.

Se estudio6 la estabilidad de las muestras de sangre
recogidas en EDTA K. Se recogieron dos muestras
de cada animal, una para almacenar a temperatura
ambiente (estufa a 25°C) y otra a temperatura de
refrigeracion (nevera a 4°C). Las muestras se
homogeneizaron durante 5 minutos en un agitador
rotatorio de bandeja antes de ser analizadas. Se
analizaron por duplicado a las 0, 2, 4, 6, 8. 12, 24,
36, 48, 60 y 72 horas postextraccion.

Para el estudio estadistico del almacenamiento,
se utilizé el procedimiento de Bonferroni para
comparaciones miuiltiples v contrastes a posterio-
ri. Los resultados obtenidos nos informan de la
existencia o no de diferencias estadisticamente
significativas respecto la muestra inicial.

RESULTADOS.
Estudio del agente hemolizante.

Los resultados obtenidos en el estudio del hemo-
lizante estan resumidos en la Tabla I. Al utilizar la

concentracion de 1 ml de hemolizante no se obtu-
vo un histograma adecuado en ninguna de las dos
especies. En las muestras caninas y felinas se obser-
v6 un aumento progresivo del recuento de leucoci-
tos al disminuir la cantidad de hemolizante con dife-
rencias significativas al utilizar 1.25 y 1.5 ml de
hemolizante respectivamente. No se diferencia-
ron las poblaciones leucocitarias en ninguna de
las dos especies independientemente de la canti-
dad de hemolizante utilizada.

Precision.

Los resultados obtenidos estan resumidos en la
Tabla II. El parametro mas preciso fue la determi-
nacion del volumen corpuscular medio (VCM) de
los eritrocitos. La precisién del recuento celular
fue inferior al 5%, a excepcién de la precision
interensayo del recuento de leucocitos con sangre
de gato. que presentd un valor de 5.1%.

Reproducibilidad.

La Tabla II muestra los resultados obtenidos en el
estudio de la reproducibilidad del Baker 9120+. Los
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Tabla III. Arrastre del analizador hematologico Baker 9120+ con
sangre de perro vy gato.

Perro Gato
Arrastre (%) Arrastre (%)
Recuento de eritrocitos 0.24 0.40
Concentracion de hemoglobina 0 0
Valor hematoerita 0.38 0.27
Recuento de leucocitos 0.54 0.64
Recuento de plaquetas IRz 14.28

valores obtenidos en la reproducibilidad son similares
a los hallados para la precision intra e interensayo.

Arrastre.

El arrastre es inferior al 1 % en todos los para-
metros (Tabla ).

Linealidad.

La linealidad del Baker 9120+ es excelente en
todos los parametros en el rango estudiado, con
r > 0.99 para aquellos que son dependientes de la
dilucién. Los indices eritrocitarios permanecieron
constantes con independencia de la dilucion. El
rango estudiado para cada parametro con sangre
canina fue de 0.08 a 6.76 x 106/l para el recuen-
to de eritrocitos, de 0.1 a 18.8 g/dl| para la con-
centraciéon de hemoglobina, de 0.5 a 42.3% para
el valor hematocrito, de 0.6 a 48.7 x 103/ul para
el recuento de leucocitos y de 14 a 254 x 103/pl
para el recuento de plaquetas. En sangre felina el
rango estudiado fue de 0.25 a 16.755 x 106/ul
para el recuento de eritrocitos, de 0.1 a 20.48 g/dl
para la concentracion de hemoglobina, de 1.9 a
64% para el valor hematocrito y de 0.9 a 76.5 x
103/l para el recuento de leucocitos.

Comparacion.

Las Figs. 1 vy 2 muestran los resultados de la
comparacion en sangre de perro y gato. La com-
paracion entre los dos analizadores fue muy
buena para todos los pardmetros con r > 0.9, a
excepcion del VCM que presenta valores acepta-
bles (r = 0.64 con sangre canina y r = 0.60 con
sangre felina).

Almacenamiento.

En las Figs. 3 v 4 se muestran los resultados
obtenidos en el estudio de almacenamiento. El
asterisco muestra el punto en el que se obtuvieron
diferencias estadisticamente significativas respec-
to los valores del tiempo 0.

El recuento de eritrocitos, leucocitos y la con-
centracién de hemoglobina son estables durante
las 72 horas postextraccion de la sangre, inde-
pendientemente de la temperatura de almacena-
miento v la especie animal.

Con sangre canina las primeras diferencias esta-
disticamente significativas se detectan a las 4
horas postextraccion, en el recuento de plaque-
tas, en la sangre almacenada en refrigeracion, y a
las 24 horas en la muestra almacenada a tempe-
ratura ambiente. El VCM de las muestras a tem-
peratura ambiente aumenta con diferencias signi-
ficativas a las 24 horas. El ancho de distribucion
del histograma de eritrocitos es estable hasta las
36 horas y 60 horas en las muestras almacenadas
a temperatura ambiente y refrigeracion, respecti-
vamente. El valor hematocrito es estable hasta las
72 horas postextraccion.

Con sangre felina no se detectan diferencias sig-
nificativas en ningiin parametro hasta las 24 horas
postextracciéon de la sangre, momento en el que
aumenta el ancho de distribucién de los eritrocitos
a las dos temperaturas de almacenamiento v el
VCM en las muestras almacenadas a temperatura
ambiente. A las 36 horas el valor hematocrito de
las muestras a temperatura ambiente ya no es fia-
ble, asi como la CHCM. El valor hematocrito de

las muestras en refrigeracion es estable hasta las
72 horas.

DISCUSION.

El analizador hematolégico de impedancia eléc-
trica Baker 9120+ presenta una precision muy
buena en el recuento de eritrocitos en las dos
especies, siendo ésta mucho mejor que la que se
obtiene con el método manual que es de aproxi-
madamente el 12%f13). En el recuento de leucoci-
tos se obtienen valores de precision ligeramente
superiores a los del recuento de eritrocitos, coin-
cidiendo con lo observado por otros autores(15, 16),
pero esta precision es mejor que la del método
manual que se sittia en el 16%f{1. 33)- El coeficien-
te de variacién del recuento de plaquetas del
Baker 9120+ con sangre canina es mucho mejor
que la precision del método manual (CV de un
20%) v la del sistema Unopette de Becton
Dickinson (CV de un 11%)@4-

Con sangre felina no es posible realizar el
recuento de plaquetas debido a la sobreposicién
de las poblaciénes de eritrocitos y plaquetas, sien-
do imposible para el analizador hematologico
encontrar un punto de inflexion que separe las
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Fig. 1. Comparacion del Baker 9120+ con el método manual o un analizador hematolégico semiautomatico con sangre canina (n=30).
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Fig. 3. Almacenamiento de la sangre canina (media de 5 animales). El asterisco indica la presencia de diferencias significativas (p<0,05) respecto al tiempo 0.
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dos poblaciones28. En veterinaria, se han descri-
to varios meétodos para separar los eritrocitos de
las plaguetas en la especie felinall® 17. 32, El méto-
do mas fiable consiste en centrifugar la muestra a
bajas revoluciones mediante una plaqueto-centrifu-
gadora, el gran inconveniente es que se debe dis-
poner de esla centrifugadora especial®?, Por ello,
en la especie felina, muchos autores recomiendan
el estudio del frotis sanguineo v si se sospecha de
un numero bajo, determinar el recuento de forma
manual@s. 31),

La precision de la determinacion de la concen-
tracion de hemoglobina es mejor que la que se
obtiene con el método manual (CV de 4.5%) y
esta dentro de los limites especificados (< 3%)
para un analizador hematolégicol??. [a precision
del valor hematocrito con el Baker 9120+ pre-
senta un coeficiente de variacion ligeramente
superior al del método manual. En el método
manual la precision es de un 2%(013. 14 mientras
que el Baker 9120+ presenta un valor ligeramen-
te superior. pero siempre inferior al 3%.

La precisién del Baker 9120+ en la determina-
cién de los indices eritrocitarios es excelente, sien-
do mucho mejor que la que se obtiene con el
método manual que es de aproximadamente un
10%4. Posiblemente esto es debido a la mayor
precision del analizador para obtener el calculo
del recuento de eritrocitos, concentracion de he-
moglobina v volumen corpuscular medio. La pre-
cisiéon y reproducibilidad del ancho de distribucion
del histograma de eritrocitos, que es una medida
de anisocitosis eritrocitaria, son excelentes con
sangre felina, aunque tiene una mavor impreci-
sion con sangre canina, debido a la presencia de
una segunda poblacién de eritrocitos de mayor
tamano en el histograma de esta especie lo que
dificulta la determinacion de este parametro.
Sobre la precision del ancho de distribucion de
eritrocitos v el volumen plaquetar medio existe
muy poca informacién en veterinariall8)-

La reproducibilidad del analizador hematologico
estudia la influencia de varios parametros como el
arrastre v el efecto del paso del tiempo sobre la
muestra. Los valores obtenidos en todos los para-
metros son similares a los obtenidos en el estudio
de la precision y aceptables para un analizador
hematologico.

El arrastre nos informa de la influencia de una
muestra sobre la siguiente. En hematologia huma-
na se acepta como maximo un arrastre del 2% 1.
26), Los resultados que nosotros hemos obtenidos
con el Baker 9120+ son adecuados, excepto para
el recuento de plaquetas con sangre felina debido
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a la sobreposicon de la poblacion de eritrocitos en
el recuento plaquetar@3,

La linealidad del Baker 9120+ es muy buena en
todo el rango estudiado. Hemos estudiado el com-
portamiento del analizador hematologico en el
limite bajo del recuento porque es cuando las
decisiones clinicas son mas importantes, como
por ejemplo para determinar la necesidad de una
transfusion, la suspension de un tratamiento con
quimioterapia o la utilizacion de antibidticos por
sospecha de una septicemia.

La comparacion del analizador hematologico
Baker 9120+, el Sysmex F-800 y el método ma-
nual es muy buena en todos los parametros, sien-
do similar a la publicada por otros autores con
analizadores similares (6. 15. 16, 18, 20. 25, 27, 29, 30), A]
comparar dos analizadores que funcionan con el
mismo principio de media se obtienen mejores
correlaciones que cuando se compara el analiza-
dor con el método manual. debido a la variacion
inherente al método manual.

Una de las mayores dificultades de la utilizacion
de analizadores hematologicos con sangre animal es
la dificultad del recuento de leucocitos, pues el com-
portamiento de las células puede cambiar segin la
especie animal v seglin el agente hemolizante utili-
zado29, El Baker 9120+ utiliza amonio cuaternario
como agente hemolizante, mientras que el Susmex
F-800 utiliza una combinacion de cianuro potasico
vy nitroprusiato sédico, nosotros no hemos observa-
do diferencias entre los dos hemolizantes. A su vez,
ninguno de los dos permite diferenciar las diferentes
poblaciones leucocitarias independientemente de la
cantidad de hemolizante utilizado5). La dosificacion
establecida por el fabricante de 1.9 ml de hemoli-
zante por muestra debe mantenerse, pues una dis-
minucion de la misma causa un aumento en el
recuento de leucocitos por la interferencia de restos
eritrocitarios en el recuento leucocitario.

El estudio del almacenamiento de una muestra
con un analizador hematolégico tiene como obje-
tivo. dentro de un esquema de evaluacién. permi-
tir al usuario familiarizarse con el funcienamiento
del analizador y conocer las caracteristicas de
estabilidad de las muestras con las que trabajara.
Por ello, debe realizarse antes de proceder a la
evaluacion completa del analizador.

El recuento de eritrocitos, la concentraciéon de
hemoglobina v el recuento de leucocitos son esta-
bles durante las 72 horas del estudio de almacena-
miento de las muestras, independientemente de la
temperatura. Si bien, otros autores® '8 afirman
que el recuento de leucocitos con sangre felina
tiende a disminuir con el paso del tiempo, inde-



Evaluacion del analizador hematolégico de Impedancia eléctrica Baker 9120+ con sangre de perra y galo, J. Pastor ef al. Clinica Veterinana de Pequenos Animales (Avepa) Vol 18, n® 4, 1998

pendientemente de la temperatura de almacenaje.

Con el paso del tiempo el volumen corpuscular
medio v el valor hematocrito tienden a aumentar,
si bien en el caso del perro no se observaron dife-
rencias estadisticas en el valor hematocrito, si que
se evidencié un aumento significativo del VCM a
las 24 horas en aquellas muestras mantenidas a
temperatura ambiente. La sangre felina muestra
la misma tendencia, por lo que si se quiere obte-
ner un valor fiable del VCM de estas especies es
necesario analizar la muestra en las primeras 24
horas posteriores a la extraccion(7. 8. 11. 18, 19)
especialmente si la temperatura de almacena-
miento no es de refrigeracion.

En el estudio del almacenamiento del recuento
de eritrocitos v valor hematocrito, es muy impor-
tante que la concentracion de sangre/anticoagu-
lante sea adecuada. va que un exceso de EDTA
provoca la hemélisis de los eritrocitos, disminu-
vendo la estabilidad de la muestra con el paso del
tiempoll®.
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