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RESUMEN

El hemograma es una de las pruebas de laboratorio solicitadas con mayor frecuencia por
parte de los clinicos; es facilmente realizable y altamente rentable, aportando una
informacion valiosa en la orientaciéon diagnostica de diversas enfermedades, tanto
hematoldgicas como no hematoldgicas. Su determinacion incluye el analisis cuantitativo
y cualitativo en sangre periférica de las tres series hematopoyéticas: eritrocitaria,

leucocitaria y plaquetar.

Los actuales analizadores hematimétricos combinan varias tecnologias con el fin de
proporcionar la maxima informacién celular posible de manera exacta y reproducible.
Ademas, el uso de varios complejos algoritmos innovadores permite optimizar los
resultados obtenidos, clasificar las poblaciones celulares de manera precisa y valorar la
presencia de posibles alarmas cualitativas, detectando atipias celulares presentes en

sangre periférica.

En la actualidad, las tecnologias disponibles en los analizadores de hematologia permiten
disponer de nuevas magnitudes celulares, denominadas “Cell Population Data" (CPD),
que reflejan de manera especifica y cuantitativa caracteristicas morfologicas de
determinadas poblaciones celulares, como los eritrocitos, reticulocitos, neutrofilos,

linfocitos o monocitos.

El uso de determinados CPDs podria mejorar el diagnostico y prondstico de diferentes
enfermedades. Con estas premisas, se ided y disefio este proyecto de tesis, constituido
por diferentes estudios que pretenden demostrar el uso de los CPD en distintos
escenarios clinicos. La presente tesis esta formada por tres trabajos que pretenden
demostrar la validez clinica de: 1) los CPDs de serie roja en el diagnostico diferencial de
las microcitosis, 2) los CPDs de neutrofilos en el diagnédstico de sindromes

mielodisplasicos y 3) los CPDs de monocitos en identificacion precoz de la sepsis.

Los resultados obtenidos en los estudios demuestran que el uso de los CPDs permite

detectar cambios morfologicos en las células sanguineas en respuesta a diferentes
1



procesos clinicos, mejorando la deteccion precoz de determinadas enfermedades, tanto
hematoldgicas como los sindromes mielodisplasicos, como no hematolodgicas tales como
las infecciones o diferentes tipos de anemias. La implementacion de los CPDs en la

practica asistencial mejoria el diagndstico y prondstico de diferentes enfermedades.



ABSTRACT

The cell blood count (CBC) and differential leucocytes (DIFF) is one of the laboratory tests
most frequently requested by clinicians; it is easily performed and highly cost-effective,
providing valuable information in the diagnostic orientation of various diseases,
including hematological and non-hematological. Its determination includes quantitative
and qualitative evaluation in peripheral blood of the three hematopoietic series:

erythrocyte, leukocyte and platelet.

Current hematology analyzers combine several technologies in order to provide the
maximum possible cellular information in an accurate and reproducible manner. In
addition, the use of several complex innovative algorithms allows optimizing the results
obtained, classifying cell populations accurately and assessing the presence of possible

qualitative alarms, detecting cellular atypia present in peripheral blood.

Currently, the technologies available in hematology analyzers provide new cellular
magnitudes, called "Cell Population Data" (CPD), which specifically and quantitatively
reflect morphological characteristics of cell populations, such as erythrocytes,

reticulocytes, neutrophils, lymphocytes or monocytes.

The use of certain CPDs could improve the diagnosis and prognosis of different diseases.
With these premises, this thesis project was conceived and designed consisting of
different studies that aim to demonstrate the use of CPDs in different clinical scenarios.
The present thesis consists of three studies that aim to demonstrate the clinical validity
of: 1) red blood cells CPDs in the differential diagnosis of microcytosis, 2) neutrophil CPDs
in the diagnosis of myelodysplastic syndromes and 3) monocyte CPDs in the early

identification of sepsis.

The results obtained in the studies demonstrate that the use of CPDs allows the detection
of morphological changes in blood cells in response to different clinical processes,
improving the early detection of certain diseases, both hematological such as

myelodysplastic syndromes, and non-hematological such as infections or different types



of anemias. The implementation of DPCs in healthcare practice improves the diagnosis

and prognosis of different diseases.



1.INTRODUCCION



1.1. El hemograma y su importancia como prueba diagnostica

El hemograma es una de las pruebas analiticas solicitadas con mayor frecuencia, rapida
de realizar y altamente rentable, constituyendo una prueba guia en la sospecha
diagnostica de diferentes enfermedades (1). EIl hemograma proporciona informacion
sobre las células que componen las tres series hematopoyeéticas; eritrocitaria, leucocitaria
y plaquetar. Los datos del hemograma no solo incluyen el recuento de eritrocitos,
leucocitos y plaquetas, sino que también informa sobre la concentracion de
hemoglobina, los indices eritrocitarios, asi como sobre las diferentes subpoblaciones
leucocitarias (neutréfilos, linfocitos, monocitos, eosindfilos y basofilos). La valoracidon de
la concentracion de hemoglobina junto con el recuento de eritrocitos y sus indices,
permite hacer una primera aproximacion sobre el tipo de anemia que nos podemos
encontrar. Por su parte, resultados del recuento de leucocitos y la obtencion de sus
poblaciones, pueden ayudar a evaluar tanto procesos infecciosos como a identificar
determinadas neoplasias hematoldgicas. Por lo tanto, el hemograma puede ser
considerado un primer indicador de enfermedad constituyendo una prueba inicial para
el diagnostico diferencial, permitiendo realizar el seguimiento y valorar la progresion de
enfermedades hematoldgicas y no hematolégicas.

La informacion que proporciona hoy en dia la realizacion del hemograma se debe a la
incorporacion progresiva de métodos analiticos en sistemas automatizados a lo largo de
los aflos. Ya en 1953, cuando Wallace Coulter publicé el principio de Coulter, inicidé una
gran revolucion tecnologica para la automatizacién en hematimetria, haciendo posible
un recuento automatizado de las células sanguineas del hemograma (2). En los ultimos
afos, la evolucién tecnologica en los analizadores de hematologia mediante la
incorporacion de nuevos principios fisicos para el analisis celular y la evolucion de los
algoritmos en los softwares, ha supuesto una mejora impresionante en la realizacion del
hemograma. En la actualidad, los analizadores de hematologia permiten obtener
resultados precisos y detectar de manera fiable alteraciones de las poblaciones celulares
presentes en sangre periférica, ofreciendo una enorme cantidad de informacion tanto

cuantitativa como cualitativa (3, 4).



Es importante destacar que el hemograma no consiste en una prueba simple, sino que
aporta una amplia variedad de magnitudes que reportan resultados de las diferentes
poblaciones celulares. Ademas, requiere de un amplio conocimiento tanto de la
metodologia analitica utilizada por el analizador, como del significado clinico de los
resultados obtenidos, para poder asi rentabilizar al méximo toda la informacién que

proporciona y mejorar la asistencia a los pacientes.

En la actualidad, no se estéa rentabilizando la enorme cantidad de datos que proporcionan
los nuevos autoanalizadores disponibles en la realizacién del hemograma. Es por este
motivo, que la presente tesis se basa en el analisis detallado de magnitudes celulares
obtenidas en el hemograma, los Cell Population Data o CPD, y el papel que pueden tener

en el diagnostico y seguimiento de diferentes patologias.

1.2. Tecnologia VCSn y obtencion de los Cell Population Data

Los CPDs son magnitudes morfométricas que aportan informacion sobre las
caracteristicas celulares de las diferentes poblaciones hematopoyéticas. Los CPDs se
obtienen mediante la tecnologia utilizada en el procesamiento del hemograma por los
analizadores hematologicos. En este sentido, es necesario resaltar que los analizadores
hematoldgicos disponibles en el mercado se basan en diferentes tecnologias, es decir
gue cada uno de ellos aplica diferentes metodologias para la obtencién del hemograma,
principalmente en el diferencial leucocitario y la concentracion de reticulocitos. Este
hecho comporta que determinados CPDs no estén disponibles en todos los analizadores
ya que cada uno proporciona sus CPDs especificos, no siendo intercambiables entre ellos.
Ademas, no todos los analizadores ofrecen la posibilidad de acceder a la informacion

que proporcionan los CPDs por parte de los usuarios.

En esta tesis, los CPD estudiados se han obtenido mediante la tecnologia VCSn
incorporada en la serie de analizadores DxH de Beckman Coulter (Brea, CA, EEUU). La
tecnologia VCSn aplica tres mediciones fisicas para establecer el diferencial leucocitario,
asi como el recuento de reticulocitos y eritroblastos. Estas mediciones incluyen la
impedancia por el principio Coulter, un sondeo electromagnético que proporciona

informacion sobre la conductividad celular, y una dispersion laser en 5 angulos distintos
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(Figura 1). El volumen celular (V) obtenido por impedancia mide la altura del pulso
provocado por el paso de la célula entre dos electrodos. Cada célula produce un pulso
eléctrico proporcional a su volumen, ofreciendo informacién sobre el tamafio celular. Por
otro lado, la conductividad (C) por su parte, analiza la composicién interna de la célula
ofreciendo informacién sobre la estructura de la cromatina y la relacion entre el nucleo
y el citoplasma, a través de la sefial emitida por un emisor al ser captada por un receptor.
La presencia de una relacién nucleo/citoplasma elevada o una cromatina nuclear
hipercondensada proporcionarian una € mas baja, comparado con, por ejemplo, una
célula con una relacién nucleo/citoplasma disminuida o una cromatina laxa e inmadura.
Por ultimo, la dispersion de la luz laser (Sn) se mide mediante dos sensores dpticos que
determinan los 5 angulos de dispersion, revelando la complejidad celular determinada
por dos caracteristicas citoldgicas como son la segmentacion nuclear y la granulacién
citoplasmatica. Los 5 dngulos de dispersion corresponden a: angulo de dispersion media
SM con un detector entre 9°-43° angulo de dispersion baja SL con un detector entre 9°-
20°, angulo de dispersion alta SU con un detector entre 9°-20° angulo de dispersién
axial SA con un detector a 5° y a un angulo de dispersién lateral AL2 con un detector

ubicado a 0° (Figura 1).
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Figura 1. Representaciéon de la tecnologia VCSn en el analisis celular para la identificacion de las diferentes
subpoblaciones leucocitarias en su paso por una célula de flujo.

8



La caracterizacién celular a través de los tres principios que componen la tecnologia
VCSn se realiza en cada célula de manera individual a su paso por una célula de flujo.
Este analisis puede llegar a caracterizar a mas de 8.000 eventos celulares en pocos
segundos. Ademas, la célula analizada se encuentra en su estado nativo, es decir, no se
realizan tinciones que puedan alterar su composicion, simulando un entorno celular
ideal. Una vez caracterizados los diferentes eventos celulares, el analizador integra los
datos obtenidos con algoritmos complejos para definir las diferentes poblaciones
celulares en funcion de las caracteristicas comunes de cada una de ellas, de esta forma
se obtienen los neutrofilos, linfocitos, monocitos, eosindfilos y basofilos. La informacion
obtenida se traduce en resultados precisos y fiables mostrados en varios graficos de
datos. En la Figura 2 se muestra la representacién del diferencial leucocitario (DIFF) en
varias graficas de obtencién de datos: en 2D, de superficie y en 3D. El grafico en 2D es el
mas comun y utilizado para la representacion de las subpoblaciones leucocitarias, donde
el eje Y representa el V y el eje X la complejidad Sn (el eje Z que corresponderia a la C
en esta grafica no queda representado). Por su parte, el grafico de superficie resalta
aquellas poblaciones mas abundantes en sangre periférica. El grafico en 3D ofrece una
vision tridimensional de la dispersion leucocitaria y permiten visualizar la adquisicion de
cada evento individual en las coordenadas de la grafica hasta la composicion final de las

poblaciones.

Figura 2. Representacion del canal DIFF obtenido en el analizador hematolégico Unicel DxH-900 (Beckman
Coulter). La poblacion en azul corresponde a los linfocitos, la verde a los monocitos, la rosa a los neutroéfilos, la
naranja a los eosinofilos y la blanca a los basofilos. En la imagen de la izquierda se representa la grafica en 2D, en
el medio se muestra una gréfica de superficie y a la derecha se muestra el mismo diagrama en 3D.



Esta compleja integracién numérica y grafica permite identificar facilmente la presencia
de células atipicas en sangre periférica, emitiendo el DxH alarmas cualitativas de
sospecha de granulocitos inmaduros, blastos o de linfocitos atipicos, entre otros. Estas
células atipicas estaran ubicadas en la grafica DIFF en unas coordenadas no esperadas,

diferentes a las poblaciones habituales (Figura 3).

Mieloblastos
Granulocitos Inmaduros
Neutrofilos en banda
Linfoblastos

Linfocitos variantes

No leucocitos

~NoO Ok WM

Figura 3: Grafico del canal DIFF con presencia de células atipicas.

Las distintas poblaciones leucocitarias estan caracterizadas por una media posicional
(MN) y una desviacion estandar (SD) de cada principio de medida VCSn, obteniendo
asi datos numéricos de 14 CPDs diferentes en cada poblacién. En la Figura 4 se puede
observar la representacion grafica de los CPDs en el canal DIFF. Los 14 CPDs representan

las caracteristicas celulares de cada poblacion celular y corresponderian a:

- MN-V: media del volumen
- SD-V: desviacion estandar del volumen
- MN-C: media de la conductividad
- SD-C: desviacion estandar de la conductividad
- MN-SM: media de dispersion del &ngulo medio SM (9°-43°)
- SD-SM: desviacidn estandar de dispersion del angulo medio SM (9°-43°)
- MN-SL: media de dispersion del angulo bajo SL (9°-19°)
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- SD-SL: desviacion estandar de dispersion del angulo bajo SL (9°-19°)
- MN-SU: media de dispersion del dngulo alto SU (20°-43°)

- SD-SU desviacion estandar de dispersiéon del angulo alto SU (20°-43°)
- MN-SA: media de dispersién del angulo axial SA (5°)

- SD-SA: desviacion estandar de dispersion del angulo axial SA (5°)

- MN-AL2: media de dispersién del angulo lateral AL2 (0°)

- SD-AL2: desviacion estandar de dispersidn del angulo lateral AL2 (0°)

MN
MN
NEUTROFILOS
MN LINFOCITOS
MONOCITOS

NO LEUCOCITOS

Figura 4: Representacion de los CPDs en el canal DIFF.

Cada CPD representa un dato numérico que refleja caracteristicas celulares pudiendo
caracterizar en conjunto a cada poblacion celular. En la Figura 5 se muestran los datos
numeéricos de los CPDs que ofrece el analizador DxH para las poblaciones leucocitarias
en una muestra sin alteraciones. El DxH no puede obtener los CPDs de la poblacion de
los baséfilos debido a que se encuentran en baja concentracién en sangre periférica,
representando un porcentaje muy bajo del total de leucocitos analizados. Los CPDs
descritos también de obtendrian mediante el mismo procedimiento en la poblacién de
eritrocitos y reticulocitos, pero en el canal de procesamiento correspondiente a los

reticulocitos (RET).
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NE LI MO EO

MN SD MN SD MN SD EO SD

v 148 682 89 14.14 174 1728 161 16.99

c 150 4.61 120 8.24 127 6.14 152 4.50

sm 149 9.34 71 15.67 88 10.86 203 8.98
SU 148 927 70 17.78 98 11.30 214 844
SL 145 12.34 65 19.16 74 13.69 188 1249

SA 191 33.28 37 10.98 90 26.26 191 48.23
AL2 141 {12575 66 12.64 118 18.59 115 10.22

Figura 5: Datos numéricos de los CPDs en las poblaciones leucocitarias.

Los sistemas de analisis de la serie Unicel DxH de Beckman Coulter, son analizadores de
hematologia automatizados y multiparamétricos para el diagndstico in vitro en los
laboratorios clinicos. Esencialmente, los analizadores DxH combinan dos principios
metodoldgicos, la impedancia para la obtencion del recuento celular sanguineo o CBC
(siglas en inglés Cell Blood Count) y la tecnologia VCSn, descrita previamente, para la
obtencién del diferencial leucocitario, recuento de reticulocitos y determinacién de
eritroblastos en una célula de flujo (5). Durante esta tesis se han utilizado los analizadores
de la serie 800 y 900, Unicel DxH-800 y Unicel DxH-900 respectivamente, para el
procesamiento de las muestras en los diferentes estudios. Nuestro laboratorio fue el
primer centro europeo en realizar la implementacion de la nueva serie DxH-900. Esta
nueva version de los analizadores DxH iba encaminada fundamentalmente a mejorar el
tiempo de procesamiento de muestras, reducir el tamafo del analizador, disminuir el
numero de incidencias, asi como facilitar la accesibilidad a la revision del control de
calidad y a los mantenimientos de los equipos, haciéndolos en general mas agiles de
usar para el usuario. En cuanto a la tecnologia utilizada o algoritmos aplicados para la
obtencion de resultados en las diferentes magnitudes, eran las mismas que en la serie
anterior DxH-800, no implementando nuevas mejoras en ese sentido. El procesamiento
de las muestras correspondientes a los estudios realizados antes del 2019 se realiz6 en
la serie DxH-800, mientras que los estudios posteriores se procesaron en la serie DxH-
900. En un estudio realizado se demuestra que el DxH900 proporciona unos resultado

fiables y totalmente comparables a su predecedor, el DxH800, principalmente en
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términos de rendimiento analitico (6). DxH900 es un analizador exacto y de alta precision
con buenas prestaciones analiticas para ser utilizado eficazmente en laboratorios de gran

volumen.

1.3. Posibles aplicaciones clinicas de los Cell Population Data

Los CPDs representan, de manera automatizada y cuantitativa, caracteristicas
morfoldgicas de una poblacion celular especifica, como son los eritrocitos, linfocitos,
neutréfilos o monocitos, entre otras. De esta manera y en comparacién con poblaciones
sin alteraciones morfoldgicas, los CPDs permiten detectar cambios citoldgicos en el
tamafio celular, la estructura nuclear y granulacion citoplasmatica de los neutrdfilos, el
citoplasma de los linfocitos o en la heterogeneidad del tamafio de los monocitos. Estas
caracteristicas morfoldgicas, objetivables mediante los CPDs, indican una respuesta
frente a un proceso fisiopatologico especifico. En este sentido, el resultado de los CPDs
en determinadas poblaciones permitiria incrementar la capacidad diagnostica y
pronostica de algunos procesos clinicos y enfermedades, mejorando asi la asistencia a
los pacientes. A continuacion, se enumeran algunas posibles aplicaciones clinicas que

pueden tener los CPDs de determinadas poblaciones celulares.

1.3.1. Diagnéstico diferencial de microcitosis

La anemia ferropénica (AF) y el rasgo talasémico representan las dos principales
causas de microcitosis en nuestro entorno. La microcitosis se define por un volumen
corpuscular medio (VCM) inferior a 80 fL en la poblacion de eritrocitos. La AF es la
anemia mas frecuente a nivel global, afectando a cerca del 40% de la poblacién mundial,
segun la Organizacién Mundial de la Salud (OMS) (7). La AF esta presente en todas las
regiones, siendo Africa y Asia Sudoriental las zonas mas afectadas y con mayor
prevalencia. El aporte de hierro al organismo es fundamental para la sintesis de
hemoglobina, iniciandose en el eritroblasto basofilo hasta la maduracion de los
reticulocitos. El déficit nutricional de hierro afecta a la eritropoyesis, produciendo en una
etapa inicial eritrocitos con menor contenido en hemoglobina (hipocromos), seguido de
una reduccion secuencial en el tamafio (microciticos) y desarrollando finalmente, si no se

trata a tiempo, una disminucién de la concentracién de hemoglobina y una anemia
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ferropénica. Las principales causas de anemia ferropénica son por: a) disminucién de la
ingesta de hierro, principalmente por una dieta inadecuada, b) aumento de las pérdidas,
sobre todo por hemorragias de origen ginecologico y digestivo, ¢) o bien por un
aumento de la demanda de hierro como sucede en el crecimiento, embarazo o la

lactancia (8).

Las talasemias por su parte son un conjunto de enfermedades genéticas que afectan
a los genes de las cadenas de globina produciendo una disminucién o ausencia en la
sintesis de una o mas cadenas de globina (9). Esta disminucidon/ausencia de cadenas de
globina produce una reduccion de la formacion de las hemoglobinas de la cual forman
parte, originando un hematie de menor tamafo (microcitico) y con menor contenido de
hemoglobina (hipocromo). Las talasemias presentan una incidencia variable segun el
area geografica, siendo frecuentes en paises del Mediterraneo, Sudeste de Asia, Oriente
Medio, Africa e India. Desde el punto de vista bioldgico, las talasemias se clasifican segin
la cadena de globina afectada (10). De este modo una a o B-talasemia (mayoritarias) se
originaria si la mutacién afecta al gen de la o o B globina respectivamente, pero la
mutacién también puede afectar a otro tipo de cadena de globina, originando las §, &,
vyOPB y eydpB-talasemias (menos frecuentes). Ademas del tipo de cadena afectada, en las
talasemias la sintesis de cadena de globina puede estar ausente, representandose como

a®, B°, &°, etc. o disminuida como a+, B+, &+, etc. (11).

Es importante poder diferenciar entre AF y talasemia para proporcionar un diagnéstico
correcto y un adecuado tratamiento con hierro, con el fin de evitar aporte de hierro
innecesario en portadores de talasemia, asi como proporcionar un adecuado
asesoramiento genético (12). Los indices eritrocitarios publicados por Wintrobe, hace
mas de 90 afos siguen siendo Utiles en la clasificacidn del tipo de anemia (13-17). Desde
la aparicién de los indices de Wintrobe, se han propuesto varios indices y formulas con
el objetivo de poder diferenciar entre estas dos entidades de manera precoz y precisa.
En los ultimos afos, la evolucién tecnoldgica que ha tenido lugar en los analizadores
automatizados de hematologia ha permitido disponer de nuevas magnitudes en el
hemograma que intentan mejorar el rendimiento diagnéstico (18). En la actualidad,
existen mas de 40 indices y/o férmulas publicadas en la literatura cientifica con el
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objetivo de facilitar el diagnostico diferencial entre AF y talasemia. Sin embargo, ninguno
de ellos ha logrado establecer un rendimiento con una sensibilidad y especificidad
cercanas al 100% (18). Es por ello necesario establecer nuevas estrategias para mejorar
el rendimiento diagndstico entre estas dos entidades, pudiendo jugar un papel

importante los CPDs.

En este sentido, los CPDs de serie roja o eritroide, integrados por los CPDs de la
poblacion de eritrocitos (NonRET) y los CPDs de la poblacion de reticulocitos
(RET), proporcionan informacion sobre las caracteristicas morfologicas de ambas
poblaciones celulares presentes en sangre periférica, pudiendo tener un papel
importante en la diferenciacién entre AF y talasemias. Dichos CPDs de serie roja se
obtienen en el canal de reticulocitos mediante la tecnologia VCSn disponible en los
analizadores de la serie DxH de Beckman Coulter. Previo a la adquisicion de los
resultados, la muestra es tefiida con el colorante nuevo azul de metileno para poder
detectar los restos de RNA presentes en la poblacion de reticulocitos. En la Figura 6 se
muestra la representacion del canal de reticulocitos en varias graficas de obtencion de
datos: en 2D, de superficie y en 3D. El grafico en 2D representa las poblaciones de
eritrocitos (rojo) y reticulocitos (lila), donde el eje Y representa el V y el eje X la
complejidad Sn. El grafico de superficie resalta aquellas poblaciones mas abundantes en
sangre periférica. El grafico en 3D ofrece una vision tridimensional de la dispersién celular
y permite visualizar la adquisicion de cada evento individual en las coordenadas de la

grafica hasta la composicion final de las poblaciones.
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Figura 6.

Representacion del canal de reticulocitos obtenido en el analizador hematoldgico Unicel DxH-900. La poblacion en
rojo corresponde a los eritrocitos (NonRET) y la poblacion lila a los reticulocitos (RET). En la imagen de la izquierda
se representa la grafica en 2D mostrando en el eje de coordenadas el volumen celular (V) y en abscisas la
complejidad (Sn) celular. En el medio se muestra una grafica de superficie que refleja la mayor concentracion de
eritrocitos (rojo) respecto a la concentracion de reticulocitos (lila). A la derecha, se muestra el mismo diagrama en
3D afiadiendo el eje tridimensional (azul) correspondiente a la conductividad (C), de la tecnologia VCSn.

Al igual que en el canal DIFF para la caracterizacion de las subpoblaciones leucocitarias,
la tecnologia VCSn combina el volumen (V), la conductividad (C) y la dispersién de la luz
laser (Sn) en cinco angulos diferentes (SM= 9-43°, SU= 20-43°, SL= 9-19°, SA= 5°y
AL2=0°) para obtener resultados de la poblacion NonRET y RET en su paso por la célula
de flujo. La tecnologia VCSn proporciona resultados cuantitativos para cada CPD por
media posicional (MN) y desviacion estandar (SD) en cada principio (V, Cy Sn) y
poblacion celular analizada (Figura 7). En la Figura 8 se muestran los resultados
cuantitativos obtenidos en una muestra sin alteraciones para los diferentes CPDs en cada

poblacion.
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MN
MN

Figura 7. Representacion de la media posicional (MN) y desviacion estandar (SD) de los CPDs para la poblacién de
eritrocitos (rojo) y reticulocitos (lila).

RET NonRET
MN sD MN sD

V 48 1374 33 963
C 90 2057 87 19.65
SM 124 2029 99 13.95
SU 129 18.26 64 14.09
SL 116 2476 42 1476
SA 113 28.89 66 11.76
AL2 134 16.51 107 10.03

Figura 8. Datos numericos (MN y SD) de los CPDs para la poblacion de eritrocitos (NonRET) y reticulocitos (RET).

1.3.2. Los Sindromes Mielodisplasicos

Los sindromes mielodisplasicos (SMD) son un grupo heterogéneo de neoplasias
hematoldgicas caracterizadas por una hematopoyesis ineficaz que da lugar a la presencia
de citopenia en sangre periférica y displasia morfologica en una o varias lineas

celulares mieloides (19, 20). Los SMD presentan un riesgo incrementado en desarrollar
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una leucemia aguda mieloide, confiriendo a estos pacientes un peor pronostico de la
enfermedad (21). La incidencia de los SMD en la poblacién general es de alrededor de 5
casos por 100.000 habitantes al afio. Se trata de una hemopatia que predomina
principalmente en personas de edad avanzada con una mediana de edad al diagnéstico
de 70 anos y con el 25% de los pacientes diagnosticados con mas de 80 afos. El hecho
que el numero de casos diagnosticados de SMD aumente con los afios se debe al
aumento de la esperanza de vida de la poblacion y a la mejoria de la supervivencia de
los pacientes con SMD debido al uso de nuevos tratamientos (22, 23). El diagnostico final
y la evaluaciéon del riesgo requiere conocimiento de datos clinicos, analiticos,
morfoldgicos, inmunofenotipicos, histolégicos, citogenéticos, y moleculares,

realizdndose de forma integrada (24, 25).

El hemograma es una de las pruebas mas solicitadas en el laboratorio clinico y su
interpretacion constituye el primer hallazgo en la sospecha de diferentes hemopatias,
siendo importante en la deteccion de citopenias en los SMD. Los SMD suelen iniciar su
presentacién en sangre periférica a partir de una anemia macrocitica y en ocasiones con
neutropenia y/o trombocitopenia asociada. Las citopenias en sangre periférica son
consecuencia de un aumento en el grado de apoptosis celular a nivel medular
produciendo una hematopoyesis ineficaz. Dichas citopenias clonales en los SMD vienen
definidas por: una concentracién de hemoglobina < 10 g/dL, un recuento de
neutréfilos absolutos < 1,8 x 10%/L y/o un recuento de plaquetas <100 x 10°/L, seg(n
la clasificacion de la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) sobre neoplasias mieloides
(24, 25). Valores por encima de estos limites no excluyen el diagnostico de un SMD

siempre y cuando haya presencia de alteraciones displasicas y/o citogenéticas.

Junto con el hemograma, la revision morfoldgica de la extensidn de sangre periférica (y
posterior de médula 6sea) es una prueba fundamental en la deteccién de los SMD. Una
minuciosa observacién morfologica permite la deteccidén de signos displasicos, hecho
gue constituye un criterio para el diagnostico de SMD. En la observacidon morfoldgica
podemos encontrar diversos tipos de alteraciones dismorficas que pueden afectar a una
o varias lineas hematologicas. A continuacion, se exponen las principales dismorfias
constitutivas de displasia segun la linea celular afectada (26):
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Diseritropoyesis (displasia de la serie eritroide): hematies con punteado basofilo, anillos
de Cabot, distribucién andmala de la hemoglobina o cuerpos de Howell-Jolly.
Eritroblastos con presencia de puentes internucleares, bi y multinuclearidad
megaloblastosis, mitosis andmalas, irregularidad del perfil nuclear, vacuolizacion,

cariorexis. Presencia de sideroblastos en anillo (Figura 9).
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Figura 9. Observacion morfolégica del frotis de sangre periférica con diferentes signos de displasia
eritrocitaria: eritroblastos bi y multinucleados (a-c), eritroblastos con presencia de puente internuclear
(d), eritrocitos con punteado baséfilo (e) y distribucion anémala de la hemoglobina (f), eritrocitos con

anillos de Cabot (g y h).

v Disgranulopoyesis (displasia de la serie granulocitica): alteraciones del nicleo como
hiposegmentacion pseudo-Pelger, hipersegmentacién, nucleo en anillo, en espejo o
hipercondensacion andémala de la cromatina. Alteraciones en la granulacién como
hipo/desgranulacion del citoplasma o presencia de granulos pseudo-Chediak. La
combinacion de varias dismorfias, principalmente un neutroéfilo hiposegmentado con
desgranulacion citoplasmatica, hace ain mas sugestivo el diagnostico de SMD

(Figura 10).
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Figura 10. Observacion morfoldgica del frotis de sangre periférica con diferentes signos de displasia
granulocitica: neutroéfilos hipolobulados con formas pseudo-Pelguer (a-d), neutréfilos con
hipercondensacion anémala de la cromatina (e-h), neutréfilos hipersegmentados (i-1), neutroéfilos
con desgranulacién del citoplasma (m-o).

v' Dismegacariopoyesis (displasia de la serie plaquetar). Plaquetas gigantes,
hipogranuladas, hipergranuladas, vacuoladas o con presencia de pseudo-nucleo
(centralizacién organelas). Megacariocitos monolobulados, de varios tamafos, con

asincronismo madurativo o con nucleos dispersos (Figura 11).
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Figura 11. Observacién morfolégica del frotis en sangre periférica con diferentes signos de displasia
plaquetar: plaqueta gigante (a), plaquetas hipogranuladas (b, c y f), plaquetas con presencia de
pseudo-nucleo (c, e, fy g), plaquetas con vacuolas (a, d y h).

Uno de los principales retos en el diagnostico inicial de los SMD es descartar aquellas
causas reactivas que pueden cursar con citopenias y/o displasia. Para definir la presencia
de displasia en una linea celular se establece que debe existir al menos un 10% de
elementos displasicos (24, 25). A pesar de este umbral, es importante tener en cuenta
que la presencia de displasia por si sola no implica especificamente la presencia de un
SMD y que existen otras causas que también cursan con displasia y que se deben
descartar ante la sospecha de un SMD. Algunos factores nutricionales y toxicos pueden
causar citopenias y alteraciones displasicas, siendo necesario descartar previamente un
déficit de vitamina B12, folato, hierro, cobre y la exposicidon a metales como el arsénico
o el zinc. Algunas infecciones viricas, como las producidas por el parvovirus B19, procesos
inflamatorios o enfermedades autoinmunes y determinados farmacos también pueden
ser responsables de mielodisplasia. También, antibioticos como el cotrimoxazol o
inmunosupresores como el micofenolato de mofetilo, pueden generar marcada
hiposegmentacién en los neutréfilos (26, 27). Ademas de las causas secundarias descritas
anteriormente, es importante tener presente la realizacion de una extension y una tincién
de calidad para que la valoracién del grado de displasia sea fiable. Una incorrecta
preparacion puede llevar a una malinterpretaciéon de diferentes signos de displasia,

especialmente de la granulacién citoplasmatica en los neutrofilos (28).
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En la actualidad, el reconocimiento de displasia es crucial en el diagnéstico y clasificacién
de los SMD. A pesar de ello, la identificacién de displasia mediante la revision al
microscopio requiere una gran experiencia por parte del observador y no esta ausente
de cierta subjetividad presentando una elevada variabilidad interobservador, que en

ocasiones puede dificultar la deteccién precoz de SMD (29, 30).

En resumen, la deteccién de citopenias y la identificacidon de displasia son dos requisitos
claves para el diagnéstico inicial de SMD. El hemograma juega un papel clave ofreciendo
unos resultados cuantitativos reproducibles de los elementos celulares, identificando asi
la presencia de citopenia. Por otro lado, a pesar que la revisién del frotis es clave para la
identificacion de displasia, seria necesario disponer de nuevas magnitudes,
automatizadas y reproducibles, que permitieran mejorar la detecciéon de displasia de

manera fiable, sin depender de la variabilidad del observador.

En este sentido, los CPDs de la poblacion de neutréfilos podrian tener un papel
clave en la deteccion de disgranulopoyesis, pudiendo cuantificar de manera objetiva la
presencia de displasia en los neutrofilos y mejorar asi la deteccion precoz de SMD. Los
CPDs de la poblacion de neutrofilos se obtienen en el canal diferencial (DIFF) mediante
la tecnologia VCSn disponible en los analizadores de la serie DxH de Beckman Coulter.
Las caracteristicas morfoldgicas que presenta la poblacién de neutréfilos le confieren
unas propiedades especificas que son evaluadas mediante los principios fisicos que
componen la tecnologia VCSn. De esta forma, la tecnologia VCSn combina el volumen
(V); mediante el principio de impedancia para informar sobre el tamafio de los
neutrdfilos, la conductividad (C); mediante un sondeo electromagnético que informa
sobre la estructura interna de los neutréfilos (relacién nucleo/citoplasma) y del ndcleo
(condensacion cromatina); y finalmente la dispersidn de la luz laser (Sn) en cinco angulos
diferentes, SM (9-43°), SU (20-43°), SL (9-19°), SA (5°) y AL2 (0°) para obtener las
caracteristicas de complejidad celular como la granulacion citoplasmatica y la
segmentacion nuclear, en su paso por la célula de flujo (Figura 12). Los CPDs
proporcionan resultados cuantitativos por media posicional (MN) y desviacién estandar

(SD) de cada principio (V, Cy Sn) para la poblacion de neutrofilos (Figura 13).
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Figura 12. Representacion de la poblacion de neutroéfilos del canal DIFF obtenido en el analizador
hematolégico Unicel DxH-900 (Beckman Coulter). La poblacion en rosa corresponde a los neutroéfilos.
En la imagen de la izquierda se representa la grafica en 2D mostrando en el eje de coordenadas el
volumen celular (V) y en abscisas la complejidad (Sn). En el medio se muestra una grafica de superficie
que refleja la concentracién de neutroéfilos (rosa) respecto a otras poblaciones celulares. A la derecha,
se muestra el mismo diagrama en 3D aiadiendo el eje tridimensional (azul) correspondiente a la

conductividad (C), de la tecnologia VCSn.

SM
SuU
SL
SA
AL2

NE
Media SD
148 16,72
150 4 61
149 9.34
148 927
145 12.34
191 33.28
141 1276

Figura 13. Representacion grafica (izquierda) y numérica(derecha) de la MN y DS correspondientes a
los CPDs de la poblacion de neutréfilos (rosa). NE= neutréfilos, V= volumen, C= conductividad, SM=

9-43°, SU= 20-43°, SL= 9-19°, SA= 5°y AL2=0°.
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1.3.3. La Sepsis y la importancia de su deteccion precoz.

En la actualidad la Organizacién Mundial de la Salud (OMS) considera que la sepsis es un
problema global de salud publica debido a la elevada morbimortalidad que presenta.
Afecta entre 47-50 millones de casos cada afio y supone cerca de 11 millones de muertes
anuales (31). En nuestro entorno, la sepsis tiene una incidencia de aproximadamente
unos 200 casos por 100.000 habitantes al afio, con una tasa de mortalidad entre el 15-
20 %, llegando al 40-50 % en los casos de shock séptico (32). A pesar de los avances
terapéuticos de la medicina, la sepsis continla siendo un problema sanitario de gran
envergadura, no solo por la morbilidad y mortalidad que se asocian con ella, sino
también, por el consumo de recursos y el elevado coste sanitario que conlleva. Se estima
que la sepsis supone el 5,2% del coste sanitario (33). Mas de la mitad de los casos de
sepsis provienen de infecciones adquiridas en la comunidad que acuden a los servicios
de urgencias hospitalarios, siendo el servicio de urgencias el lugar clave para su
identificacion temprana. Aproximadamente el 60% de los casos de shock séptico que
acaban en los servicios de UCI provienen de urgencias (33). La deteccion precoz de la
sepsis es fundamental para establecer un tratamiento adecuado a tiempo, disminuir asi
las posibles complicaciones derivadas y en Ultima instancia evitar la muerte del paciente.
Cada retraso en la identificacion de la sepsis supone un incremento exponencial en la
morbimortalidad para el paciente (34, 35). Sus manifestaciones clinicas son muy
heterogéneas, siendo en ocasiones poco evidentes, dificultando su diagndstico y manejo
clinico. Por todo ello, es importante establecer estrategias adecuadas y disponer de
herramientas que faciliten la identificacién temprana de la sepsis para favorecer su

resolucion final (36, 37).

El Tercer Consenso Internacional para la definicién de Sepsis y Shock Séptico (SEPSIS-3)
celebrado en 2016, definié a la sepsis como una disfuncion organica potencialmente
mortal, causada por una desregulacion exagerada del huésped en respuesta a una
infeccion (38). Esta nueva definicion supuso un cambio conceptual y de escenario
evidente. Se remplazo la escala clinica del Sindrome de Respuesta Inflamatoria Sistémica
(SIRS, por sus siglas en inglés), utilizada hasta el momento en la clasificacién de SEPSIS-

2 (39) y Unica que tiene en cuenta una variable del laboratorio como el recuento total de
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leucocitos (LEU), por la escala clinica sintetizada qSOFA (quick Sequential Organ Failure
Assessment) y SOFA. Este nuevo paradigma no estuvo exento de controversia al observar
en posteriores estudios las diferencias en cuanto a sensibilidad y especificidad que
mostraban las diferentes escalas clinicas (40, 41). A pesar de la mejora en la identificacién
precoz de sepsis, ninguna de las escalas clinicas utilizadas actualmente presenta la
sensibilidad y especificidad suficientes para utilizarse de manera aislada en la deteccion
de la sepsis (42). Junto al gSOFA, SIRS y SOFA, en los ultimos afios han aparecido nuevas
escalas clinicas para intentar mejorar la identificacion de sepsis, no exentas de
limitaciones. En este sentido, en la actualidad no existe un consenso claro sobre qué
escala o combinaciones de ellas utilizar en el abordaje de la sepsis. Por ello, con el
objetivo de aumentar el rendimiento de las herramientas disponibles hasta el momento,
se estan estudiando combinaciones entre escalas clinicas faciles de obtener y diferentes

biomarcadores de laboratorio, algunos ya contrastados y otros de prometedores (32).

Fisiopatologicamente, la sepsis desencadena una respuesta hiperinflamatoria exagerada
con un aumento en la sintesis y secrecion de moléculas proinflamatorias, seguida de una
fase de inmunodepresion que agrava la situacion clinica y que, si no queda compensada,
conlleva un dafio organico grave (43). En los ultimos afios, se han descrito mas de 170
biomarcadores relacionados con la sepsis, con la idea de mejorar el diagndstico y
prondstico de la enfermedad, pero ninguno de ellos presenta un rendimiento
diagnéstico suficientemente alto para su uso clinico. En la actualidad, los biomarcadores
mas aceptados son la proteina C reactiva (PCR) y la procalcitonina (PCT), con las
importantes limitaciones que presenta su interpretacion, especialmente en cuanto a su
baja especificidad para la deteccion de la sepsis (44). Las guias clinicas Unicamente
recogen el uso de la PCT en el inicio del tratamiento antibiético o bien para
discontinuarlo, con una baja evidencia de recomendacion (42), siendo necesarios
estudios clinicos donde participe el laboratorio para poner en valor algunas de los

prometedores biomarcadores disponibles.

Los monocitos desempefian un papel importante en la apariciéon y desarrollo de la sepsis,
participando como mediadores (tanto en la inmunidad innata como en la adquirida) en

las fases hiperinflamatoria e inmunodepresora. Durante la sepsis, se sintetizan varias
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subpoblaciones de monocitos que muestran diferente variabilidad en su distribucién y
una elevada heterogeneidad funcional. Estas caracteristicas hacen que la poblacién de
monocitos presente diferencias en el tamafo celular como se puede observar en la Figura
14. En este sentido, magnitudes relacionadas con los CPDs de la poblacion de
monocitos, pueden cuantificar de manera objetiva esta variabilidad morfoldgica en los
monocitos, pudiendo constituir indicadores temprano de sepsis. Gracias a la tecnologia
VCSn disponible en los analizadores Unicel DxH-900 de Beckman Coulter, esta variacién
en el tamafo de la poblacion de monocitos se puede cuantificar de manera objetiva
mediante el CPD que representa la desviacion estandar (SD) del volumen (V) en la
poblacién de monocitos (SD-V-MO). El CPD SD-V-MO, mejor conocido como MDW
(por sus siglas en inglés, Monocyte Distribution Width) representa la amplitud de la
distribucién de monocitos y se ha postulado en los ultimos afios como un importante
biomarcador para la deteccién precoz de sepsis. EIl MDW se calcula a través de un
algoritmo interno en el analizador DxH-900 que permite obtener un eje extendido para
la medicion del volumen celular en la tecnologia VCSn. Este eje extendido utiliza 512
canales de resolucion comparados con los 256 canales del grafico estandar para el
diferencial leucocitario de las 5 subpoblaciones (DIFF). El rango de volumen extendido
permite que las poblaciones de monocitos con volumenes celulares que exceden el
rango de medicién del DIFF estandar, se desarrollen completamente para que se pueda
calcular una desviacion estandar precisa del volumen de monocitos y asi obtener el MDW

(Figura 15).
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Figura 14. Imagenes de sangre periférica obtenidas por microscopia digital que
reflejan la heterogeneidad del tamaiio celular en la poblacion de monocitos
durante la sepsis.

El MDW, ademas de disponer como el resto de CPDs del control de la calidad COULTER
LATRON CP-X latex para el seguimiento de la tecnologia VCSn, también dispone de un
control de calidad interno cuantificado y valorado en el COULTER 6C Plus Cell Control.
En la Figura 16 se puede observar la diferencia del MDW entre un paciente con sepsis y

un paciente no séptico (45).

Dos estudios realizados en Estados Unidos demostraron en cerca de 3.000 pacientes que
acudieron al servicio de urgencias el buen rendimiento del MDW como indicador precoz
de sepsis (45, 46). Ambos estudios evaluaron el MDW en tubos con anticoagulante
EDTAK2, obteniendo un valor de 20,0 como punto de corte para un diagnostico 6ptimo.
El acido etilendiaminotetraacético o EDTA es el anticoagulante de eleccién para la

determinacion del hemograma. Principalmente, el EDTA se presenta en los tubos de

27



sangre como sales dipotasicas (K2) y tripotasicas (K3). Se ha descrito que la concentracién
de sal de potasio puede afectar a la precisién del contaje de células sanguineas, al
tamafo de las células y probablemente a su estabilidad. Estos efectos son mas marcados
en EDTAK3 que en EDTAK?2, siendo necesario realizar una validacion clinica para el MDW

en tubos con EDTAKS3.

Figura 15. Grafico estandar del diferencial de las 5 subpoblaciones leucocitarias (imagen
izquierda). Grafico extendido que muestra la extension del volumen (EV) para obtener un
calculo preciso del MDW (imagen derecha).
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Figura 16. Representacion grafica del diferencial de las 5 subpoblaciones leucocitarias y la obtencion del
MDW. A la izquierda se observa un paciente sin sepsis con un MDW de 18,7. A la derecha, destaca un
aumento de la amplitud en la poblacion de monocitos con un MDW de 24,6 correspondiendo a un
paciente con sepsis (52).
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El brote del virus SARS-CoV-2 fue declarado pandemia mundial por la enfermedad
COVID-19 el 11 de marzo de 2020 por la OMS. Desde entonces, se han infectado mas de
760 millones de personas y se han producido casi 7 millones de muertes. La COVID-19
se puede presentar con una forma leve de infeccion de las vias respiratorias superiores
o sin sintomas en la mayoria de los individuos. Un subgrupo de pacientes, normalmente
de edad avanzada o con enfermedades preexistentes como hipertension, diabetes,
enfermedad pulmonar obstructiva cronica o enfermedades cardiovasculares, puede
evolucionar a una enfermedad grave y critica con insuficiencia respiratoria hipdxica,
sindrome de dificultad respiratoria aguda con fallo multiorganico y, en ocasiones, a la
muerte (47). Se ha descubierto que el virus SARS-CoV-2 infecta monocitos, macréfagos
y células dendriticas, induciendo cambios fenotipicos morfolégicos relacionados con la
inflamacion en los monocitos de sangre periférica (48). En la COVID19, al igual que ocurre
en la sepsis, se produce una reacciéon exagerada del sistema inmunitario frente la
infeccion, activandose una reaccion hiperinflamatoria conocida como tormenta de
citocinas. En este escenario, el MDW podria tener un importante papel para la deteccion

precoz de pacientes con COVID19 y en su evaluacion de la gravedad.

En resumen, la aparicion de nuevos biomarcadores celulares relacionados con los
monocitos, especialmente el MDW, podria mejorar la deteccion precoz y el prondstico

de los pacientes con sepsis, asi como de pacientes con COVID19.
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2.HIPOTESIS
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La hipotesis general de la presente tesis doctoral es que el estudio de las magnitudes
hematimétricas Cell Population Data, proporcionadas por los analizadores DxH y
obtenidas en el procesamiento del hemograma, puede ser Util para detectar cambios
morfoldgicos precoces de diferentes poblaciones celulares, contribuyendo a mejorar el
diagnéstico de determinadas patologias, tanto hematologicas, como los sindromes
mielodisplasicos, como no hematoldgicas, como la deteccidon precoz de sepsis o bien el

diagnostico diferencial de las anemias.

A partir de la hipotesis general, se formularon tres hipotesis concretas:

1. Los CPDs de las poblaciones de eritrocitos y reticulocitos podrian mejorar el
diagnostico diferencial entre las dos principales causas de microcitosis, la anemia

ferropénica y la talasemia.

2. Los CPDs de la poblacion de neutréfilos podrian valorar cuantitativamente los
cambios displasicos presentes en los neutréfilos de pacientes con diagndstico de
sindrome mielodisplasico (SMD), un grupo de neoplasias hematologicas que cursan
con citopenias periféricas y displasia, y asi constituir una herramienta diagnostica

para identificar precozmente pacientes con SMD.

3. Elincremento del MDW, CPD que refleja la variacion del tamafo de la poblacién de
monocitos, podria estar relacionado con la aparicion de sepsis y constituir un
biomarcador precoz para su deteccion, tanto en pacientes que acuden a urgencias

como en ingresados en la Unidad de Cuidados Intensivos.
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3.0BJETIVOS
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Teniendo en cuenta lo anteriormente expuesto, a continuacion, se detallan los objetivos

de la presente Tesis Doctoral:

3.1. Objetivo principal

Estudiar el valor de las nuevas magnitudes Cell Population Data (CPDs) proporcionadas

por los analizadores DxH de Beckman Coulter, obtenidas en el procesamiento del

hemograma, en el diagnostico precoz de pacientes con enfermedades hematoldgicas,

como los sindromes mielodisplasicos, asi como en enfermedades no hematolégicas,

como en la identificacion temprana de la sepsis o en el diagnostico diferencial de las

anemias.

3.2. Objetivos secundarios

1.

Analizar las diferencias de los CPDs de serie roja en pacientes con microcitosis y
pacientes sin microcitosis, asi como evaluar el rendimiento diagndstico de los CPDs
de la poblacion de eritrocitos y reticulocitos en el diagndstico diferencial entre

anemia ferropénica y B-talasemia.

Estudiar la correlacion entre los valores de CPDs de la poblacion de neutrofilos y la
deteccién de displasia granulocitica detectada en la revision del frotis de sangre
periférica. Asi como analizar las diferencias de los CPDs de la poblacién de neutréfilos
en pacientes con diagnéstico de SMD y sujetos normales, y evaluar la utilidad clinica
de los CPDs en el diagndstico diferencial de pacientes con SMD respecto otras

citopenias no clonales.
Evaluar el rendimiento de los CPDs de la poblacién de monocitos en la deteccion

temprana de sepsis en pacientes que acuden a urgencias y pacientes que ingresan

en la UCL.
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4. MATERIAL Y METODOS
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El desarrollo del presente proyecto de tesis se fundamenta en la posible utilidad y
aplicacion clinica de las magnitudes CPDs de distintas poblaciones celulares en
enfermedades hematoldgicas y no hematoldgicas. Para llevar a cabo el proyecto de tesis,
se han disefiado 3 trabajos de investigacién donde en cada uno de ellos se analiza
especificamente el papel de determinados CPDs celulares. En total, se han analizado el
papel que tienen los CPDs de cuatro poblaciones celulares: eritrocitos, reticulocitos,

neutréfilos y monocitos.

El primero trabajo, titulado “Estudio de los Cell Population Data de serie roja en el
diagnostico diferencial de las microcitosis”, pretende dar respuesta al primer objetivo
especifico de la tesis y se basa en el estudio de los CPDs tanto de la poblacion de
eritrocitos como de reticulocitos y el analisis de su rendimiento en el diagnostico
diferencial de las principales anemias que cursan con microcitosis, la anemia ferropénica

y la talasemia.

El segundo trabajo, titulado “Evaluacion de los Cell Population Data de la poblacion
de neutréfilos en el diagnéstico de los Sindromes Mielodisplasicos”, pretende dar
respuesta al segundo objetivo especifico de la tesis: estudiar los CPDs de los neutréfilos
en pacientes con SMD y sujetos normales, evaluar su utilidad clinica en el diagnodstico
diferencial de pacientes con SMD respecto otras citopenias no clonales y estudiar la
correlacién entre los valores de CPDs y la deteccion citolégica de disgranulopoyesis
detectada en la revision del frotis de sangre periférica. Para llevarlo a cabo, este segundo

trabajo esta constituido a su vez por 3 estudios diferentes:

v Estudio 2.1. Valoracién de los Cell Population Data en pacientes con Sindrome

Mielodisplasico.

v Estudio 2.2. Distincién entre SMD y citopenias no clonales mediante el estudio

de CPDs.

v Estudio 2.3. Deteccién de disgranulopoyesis: utilidad de los CPDs en el estudio

de la poblacién de neutrofilos.
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Finalmente, el tercer trabajo titulado “Evaluacion de los Cell Population Data de la
poblacion de monocitos en el diagnostico precoz de sepsis” se disefid para estudiar
el papel que podria tener la poblacién de monocitos en la sepsis y asi dar respuesta al
tercer objetivo especifico de la tesis. Evaluar el rendimiento de los CPDs de monocitos
en la deteccidn precoz de sepsis en pacientes que acuden a urgencias y en pacientes que
ingresan en la UCI, asi como su comportamiento en la COVID19. Para llevar a cabo el

tercer trabajo, también se disefiaron 3 estudios especificos:

v Estudio 3.1. Evaluacién del MDW en el diagndstico precoz de sepsis en pacientes

que acuden a urgencias.

v Estudio 3.2. Utilidad del MDW en el diagnédstico y prondstico de pacientes con

sepsis que ingresan en UCI.

v' Estudio 3.3. Eficacia del MDW como biomarcador de cribado en la identificacidon

de pacientes con COVID19 que acuden a urgencias.

Para asegurar la fiabilidad de los resultados obtenidos en las magnitudes analizadas en
los diferentes estudios de la tesis, diariamente se procesaron los controles de calidad
analiticos COULTER 6C Plus Cell, COULTER Retic-X y COULTER Latron CP-X. El primero
de ellos, COULTER 6C Plus Cell es un control analitico a tres niveles de concentracion
diferente que permite revisar el rendimiento cuantitativo de las magnitudes que
componen el hemograma. El control COULTER Retic-X por su parte, monitoriza a tres

niveles de concentracién el rendimiento de las magnitudes de los reticulocitos.

Respecto al control de calidad de los CPD analizados, la tecnologia VCSn dispone de un
control de calidad especifico, el Latron CP-X que valora los tres principios de medida,
impedancia, conductividad y los diferentes angulos de dispersién. El material de control
Latron CP-X consiste en unas particulas esféricas de latex que contienen resultados
medios valorados para cada CPD y para cada lote de control. El seguimiento diario del
Latron CP-X permite una monitorizacion de la tecnologia VCSn asegurando los

resultados obtenidos en los CPDs. Ademas, permite detectar de manera temprana
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posibles desviaciones de la tecnologia, recomendando los ajustes necesarios como una

calibracién de la célula de flujo.

En el transcurso de la tesis, diariamente se proceso el control Latron CP-X para asegurar
la fiabilidad de los resultados obtenidos en los CPDs. Mensualmente se calcularon los
indicadores de calidad para la imprecision del Latron CP-X, obteniendo resultados
dentro de las especificaciones del fabricante. Ademas, para asegurar la consistencia de
los resultados obtenidos de los CPDs entre los diferentes analizadores disponibles en el
laboratorio, se realizd un estudio con el material de control Latron CP-X. El estudio
consistié en recoger los resultados del control Latron CP-X procesado diariamente en
cada analizador durante 2 meses y comparar los valores medios obtenidos de los CPDs
entre todos analizadores. Se determiné la diferencia porcentual (DP%) para valorar la
consistencia de los resultados entre los diferentes analizadores. La DP% se calculé entre
el valor medio de cada analizador y el valor medio del conjunto de analizadores. Los
resultados mostraron una buena concordancia entre los analizadores y para todos los
CPDs, con una DP% maxima de 2,72%. Destacar, que no se procesaron muestras de los
diferentes estudios hasta que los controles de calidad diarios comentados anteriormente

estaban procesados, revisados y validados.

A continuacion, se detallan todos los materiales y métodos utilizados para cada trabajo
y estudio. Todos ellos se llevaron a cabo en el Servicio de Analisis Clinicos y Bioquimica

del Hospital Universitari Germans Trias i Pujol, en Badalona.
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4.1. TRABAJO 1. ESTUDIO DE LOS CELL POPULATION DATA DE
SERIE ROJA EN EL DIAGNOSTICO DIFERENCIAL DE LAS
MICROCITOSIS

El primer trabajo incluyd un total de 593 pacientes con microcitosis y 45 sujetos normales
(GC= grupo control). De los pacientes con microcitosis, se seleccionaron
retrospectivamente 488 pacientes que constituyeron la cohorte descriptiva, 250 con
diagndstico de AF y 238 de B-talasemia (BT), para poder definir el modelo descriptivo de
cribado entre AF y BT. Posteriormente y de manera prospectiva se analizaron 104
pacientes, 53 con AF y 51 con BT, que formaron la cohorte de validacion. El estudio se
llevd a cabo entre abril y noviembre de 2022. Se incluyeron pacientes adultos (mayores
18 afos) que no habian recibido en los tres meses previos a la entrada del estudio ningun
tratamiento suplementario con hierro (oral o intravenoso), transfusion sanguinea, ni
habian tenido un episodio hemorragico agudo. Ademas, se excluyeron los casos con
diagnostico combinado de AF y BT, asi como casos con presencia de variante de
hemoglobina u otras hemoglobinopatias talasémicas diferentes a BT. Los sujetos
pertenecientes al GC se seleccionaron en base a los siguientes criterios: procedencia de
atencién primaria con motivo de la solicitud “estudio basico de salud”, presentar unos
resultados analiticos sin alteraciones y dentro del intervalo de referencia tanto del
hemograma como en el metabolismo del hierro, no tener antecedentes de ferropenia y
no presentar antecedentes de diagndstico de enfermedad oncoldgica, hematoldgica ni

inmunolodgica que pudieran alterar la celularidad.

Las muestras para la determinacion del hemograma y CPDs se recogieron en tubos de
anticoagulante EDTA-K3 del sistema Vacutainer (Becton-Dickinson, Rutherford, Nueva
Jersey, EEUU) y se analizaron dentro de las 4 horas posteriores a su extraccion. Las
magnitudes del hemograma y CPDs se obtuvieron mediante el analizador hematoldgico

automatizado Unicel DxH-900 (Beckman Coulter, Brea, CA, EEUU).

Los pacientes diagnosticados de AF presentaron una hemoglobina (Hb) inferiora 12 g/dL

en varones o inferior 11 g/dL en mujeres, junto un déficit de hierro. El déficit de hierro se
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definié como una ferritina sérica inferior a 15 pg/L y/o una saturacion de transferrina
inferior al 20%. La ferritina séricay el indice de saturacion de transferrina se determinaron

en el AU-5800 (Beckman Coulter, Brea, CA, EEUU).

Para el diagnéstico de los pacientes con BT, se utilizd el analisis de cromatografia liquida
de alto rendimiento de hemoglobina (HPLC) (Variant II; Bio-Rad, Hercules, CA, EEUU). Un
valor de hemoglobina A2 (HbA2) superior al 3,5% se consideré diagnéstico de B-

talasemia.

Tabla 1. Magnitudes clasicas del hemograma y CPDs de serie roja.
Magnitudes del hemograma Magnitudes CPD

Eritrocitos (RBC) Media del Volumen de Reticulocitos (MN-V-RET)

Desviacion Estandar del Volumen de Reticulocitos

Hemoglobina (Hb) (SD-V-RET)

Media de la Conductividad de Reticulocitos

(MN-C-RET)

Hematocrito (Hto)

Desviacion Estandar de la Conductividad de

Volumen Corpuscular Medio (VCM)
Reticulocitos (SD-C-RET)

Media del Volumen de No-Reticulocitos

(MN-V-NonRET)

Hemoglobina Corpuscular Media (HCM)

Concentracién de Hemoglobina Corpuscular Media Desviacion Estandar del Volumen de No-Reticulocitos

(CHCM) (SD-V-NonRET)

Media del Conductividad de No-Reticulocitos

Amplitud de Distribucion Eritrocitaria (ADE)
(MN-C-NonRET)

Desviacién estandard de la ADE (ADE-SD) Desviacion Estandar de la Conductividad de
No-Reticulocitos (SD-C-NonRET)

Recuento de reticulocitos (RET)

Se analizaron los resultados de las magnitudes de serie roja que componen el
hemograma, asi como los CPDs de la poblacién de RET y NonRET (Tabla 1). Se
analizaron los valores de la MN y la SD de todos los CPD de V, Cy Sn. Sin embargo, los

resultados referentes a la dispersion laser Sn no se muestran por no presentar diferencias
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estadisticas entre los grupos analizados. Si se muestran en cambio, los resultados

referentes al Vy la C.

Inicialmente, se analizaron las diferencias de los resultados de los CPDs de serie roja entre
un grupo inicial de pacientes con microcitosis (225=147 AFy 78 BT) y el GC. En la cohorte
descriptiva compuesta por 488 pacientes, se estudiaron las diferencias de resultados
entre ambos grupos y se analizo el rendimiento diagnostico tanto de las magnitudes
clasicas de serie roja del hemograma, como sus CPDs. Se combinaron los valores de las
diferentes magnitudes con el objetivo de disefiar el mejor indice o féormula para
discriminar entre AF y BT, teniendo en cuenta los resultados obtenidos y las
caracteristicas celulares de las dos entidades. Para el disefio de la formula y potenciar el
rendimiento diagnostico, se tuvieron en cuenta las siguientes premisas:

- Seleccionar magnitudes con diferencias estadisticamente significativas entre BT y AF.
- Incluir en el numerador de la formula aquellas magnitudes que presentaban un

mayor valor en las BT comparado con las AF.
- Incluir en el denominador aquellas magnitudes que, de manera significativa,

presentan un menor valor en las BT que en las AF.

Una vez obtenido el modelo descriptivo para el cribado entre AF y BT, la férmula
obtenida en la cohorte descriptiva se evalué en un segundo grupo de pacientes,
considerado el grupo de validacion. Este grupo de validacion incluy6 prospectivamente

a 53 pacientes con AFy 51 con BT.

Ademas, para evaluar la robustez de los resultados obtenidos en nuestra formula, se
compararon y evaluaron en la poblacion de estudio los siguientes indices y/o férmulas
descritas en la literatura cientifica: Mentzer (MCV/RBC) (49), England y Fraser (MCV-
RBC-5xHb-3,4) (50), Shine y Lal. (MCV2xMCH/100) (51), Ricerca (ADE/RBC) (52), Ehsani
(MCV-10xRBC) (53), Srivastava (MCH/RBC) (54), Green y King (MCV2xRDW/Hbx100)
(55) y Sirdah (MCV-RBC-3xHb) (56).

Se realizé una prueba t (t-student) de muestra independiente para estudiar las diferencias
significativas entre los dos grupos de pacientes. Se realizd un analisis de curvas ROC para

demostrar el rendimiento diagndstico de los CPDs de manera individual, asi como de las
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diferentes formulas evaluadas. Para cada CPD y férmula, se determind el area bajo la
curva (AUC) con un intervalo de confianza del 95% (1C95%), la sensibilidad, especificidad
y el indice de Youden [Y= (sensibilidad + especificidad)-100]. Se considero la magnitud
con mayor precisién diagnostica aquella que presentaba una AUC mas alta. Se consideré
una precision diagnéstica significativa las magnitudes y formulas que presentaron un
AUC superior a 0,80. Se consideraron estadisticamente significativos valores de p <0,05.

Los resultados fueron analizados con el programa estadistico SPSS versién 20.0.

4.2. TRABAJO 2. EVALUACION DE LOS CELL POPULATION DATA
DE LA POBLACION DE NEUTROFILOS EN EL DIAGNOSTICO DE LOS
SINDROMES MIELODISPLASICOS.

Como se ha mencionado anteriormente, el trabajo Il analiza los CPDs de la poblacion de
neutrofilos en pacientes con SMD y esta constituido por 3 estudios diferentes. En cada
uno de los estudios los pacientes incluidos y que forman la poblacion estudiada son
distintos, reclutdndose durante diferentes periodos. A continuacion, se especifican con

detalle todos los materiales y métodos utilizados en cada uno de los estudios.

4.2.1. Estudio 2.1. Valoracion de los Cell Population Data en
pacientes con Sindrome Mielodisplasico.

El primer estudio del segundo trabajo incluyd un total de 104 pacientes divididos en 60
sujetos normales (grupo control= GC) y 54 pacientes con diagnostico de SMD (grupo de
estudio= SMD). Los pacientes con SMD correspondieron a: 18 pacientes con Citopenia
Refractaria con Displasia Multilinea (CRDM), 11 con SMD con del5g-, 11 con Anemias
Refractarias con Exceso de Blastos (AREB) y 14 pacientes con Anemias Refractarias con
Sideroblastos en Anillos (ARSA). El diagnodstico final del SMD se obtuvo mediante el
estudio de médula 6sea o biopsia y se realizd en base a la clasificacion de la OMS de

2016 (32). Los sujetos pertenecientes al GC se seleccionaron en base a los siguientes
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criterios: procedencia de atencién primaria con motivo de la solicitud “estudio basico de
salud”, presentar unos resultados analiticos sin alteraciones y dentro del rango de
referencia y no presentar antecedentes de diagnostico de enfermedad oncoldgica,
hematoldgica ni inmunolégica que pudieran alterar la celularidad. El estudio se llevo a

cabo entre agosto del 2016 y mayo del 2017.

Las extracciones de las muestras de sangre fueron recogidas en tubos con anticoagulante
EDTAKS3 del sistema Vacutainer (Becton-Dickinson, Rutherford, Nueva Jersey, EEUU) y se
analizaron dentro de las 4 horas posteriores a su extraccion. Se realizd la determinacién
del hemograma por el analizador hematolégico DxH-800 (Beckman Coulter, Brea, CA,
EEUU). Junto con el hemograma se obtuvieron los CPDs de la poblaciéon de neutréfilos
mediante la tecnologia VCSn. Se estudiaron los valores de la MN y la SD de los CPDs de
Volumen (MN-V-NE y SD-V-NE), Conductividad (MN-C-NE y SD-C-NE) y Dispersion

Laser (Sn) en diferentes angulos:

- Dispersion angulo medio SM (9°-43°%: MN-SM-NE y SD-SM-NE
- Dispersion angulo bajo SL (9°-19%): MN-SL-NE y SD-SL-NE

- Dispersion angulo alto SU (20°-43°): MN-SU-NE y SD-SU-NE

- Dispersion angulo axial SA (5%: MN-SA-NE y SD-SA-NE

- Dispersion angulo lateral AL2 (0°): MN-AL2-NE y SD-AL2-NE

Se realizo la prueba t-student para la comparacion de la concentracién de neutrofilos y
la U-Mann Whitney para valorar las diferencias de las medias de los CPDs en los 2 grupos
estudiados, considerandose significativa una p <0,05. Se calculé el rendimiento
diagnostico de los CPDs mediante el analisis de las areas bajo la curva (AUC) de las curvas
ROC, con un intervalo de confianza del 95% (IC95), considerandose significativo aquellos
valores de AUC > 0,800. Los resultados se analizaron con el programa estadistico SPSS

v20,0.
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4.2.2. Estudio 2.2. Distincion entre Sindromes
Mielodisplasicos y citopenias no clonales mediante el estudio de
Cell Population Data.

Para este segundo estudio se incluyeron un total de 102 pacientes que presentaban
alguna citopenia en sangre periférica. Los pacientes fueron clasificados en 3 grupos
distintos correspondientes a: 23 pacientes con diagnostico de SMD, 48 pacientes con
hepatopatia (HPT) y 31 pacientes con enfermedad renal crénica (ERC). El estudio se llevo

a cabo entre marzo y mayo del 2018.

Todos los pacientes cumplieron el criterio de inclusion de presentar un recuento de
leucocitos < 4,0 x 10°/L y como minimo una de las siguientes citopenias: concentracién
de hemoglobina <10 g/dL, recuento de neutréfilos < 1,8 x 10%/L y/o recuento de

plaquetas < 100 x 10%/L.

Las extracciones de las muestras de sangre fueron recogidas en tubos con anticoagulante
EDTAKS3 del sistema Vacutainer (Becton-Dickinson, Rutherford, Nueva Jersey, EEUU) y se
analizaron dentro de las 4 horas posteriores a su extraccion. Los resultados del
hemograma se obtuvieron mediante el analizador hematolégico DxH-800 (Beckman
Coulter, Brea, CA, EEUU). Junto con el hemograma se obtuvieron los CPDs de la poblacion
de neutrdfilos mediante la tecnologia VCSn. Se estudiaron los valores de la media
posicional (MN) y la desviacion estandar (SD) de los CPD de Volumen (MN-V-NE y SD-
V-NE), Conductividad (MN-C-NE y SD-C-NE) y Dispersion Laser (Sn) en diferentes

angulos:

- Dispersion angulo medio SM (9°-43°%: MN-SM-NE y SD-SM-NE
- Dispersion angulo bajo SL (9°-19°): MN-SL-NE y SD-SL-NE

- Dispersion angulo alto (20°-43°): MN-SU-NE y SD-SU-NE

- Dispersion angulo axial SA (5%: MN-SA-NE y SD-SA-NE

- Dispersion angulo lateral AL2 (0°): MN-AL2-NE y SD-AL2-NE
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Ademas de la evaluacion individual de cada CPD de la poblacién de neutréfilos, también
se estudiaron los rendimientos que ofrecian distintas férmulas creadas a partir de
diferentes combinaciones entre las magnitudes clasicas del hemograma y los CPDs de
neutrofilos. Dichas combinaciones se desarrollaron teniendo en cuenta los resultados
diferenciales entre los grupos analizados y aquellas magnitudes con mejor AUC. A
continuacion, se enumeran las combinaciones evaluadas: Suma de angulos MN (MN-
SM-NE + MN-SU-NE + MN-SL-NE), Suma de desviaciones angulos (SD-SM-NE + SD-
SU-NE + SD-SL-NE), Cociente entre MN y SD de angulos (MN-SM-NE + MN-SU-NE +
MN-SL-NE) / (SD-SM-NE + SD-SU-NE + SD-SL-NE)) y Suma de angulos por el % de
neutréfilos (SU-NEU + SL-NEU) x NEU%). Las formulas se idearon a partir de aquellas
magnitudes que presentaron un mayor rendimiento individual y que podrian potenciar

la precision diagnéstica diagndstica de los CPDs individuales.

Se realizd la prueba ANOVA para valorar las diferencias de medias en las magnitudes
estudiadas, considerandose significativa una p < 0,05. La capacidad diagndstica para
identificar correctamente los SMD del resto de citopenias (HP + ERC) se calculé a partir
del rendimiento de los CPDs y sus combinaciones mediante el analisis de AUC de las
curvas ROC, con un intervalo de confianza del 95% (IC95), considerandose significativo
aquellos rendimientos con una AUC > 0,800. Los resultados se analizaron con el

programa estadistico SPSS v20,0.

4.2.3. Estudio 2.3. Deteccion de disgranulopoyesis: utilidad
de los Cell Population Data de la poblacion de neutrofilos.

En el tercer estudio que forma parte del trabajo Il, se estudiaron retrospectivamente un
total de 83 muestras procedentes de 42 pacientes con diagndstico de SMD y 41 sujetos
sanos (GQ). El estudio se realizé entre noviembre de 2021 y abril de 2022. Las extracciones
de las muestras de sangre fueron recogidas en tubos con anticoagulante EDTAK3 del
sistema Vacutainer (Becton-Dickinson, Rutherford, Nueva Jersey, EEUU) y se analizaron

dentro de las 4 horas posteriores a su extraccion. Los sujetos pertenecientes al GC se
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seleccionaron en base a los siguientes criterios: procedencia de atencién primaria con
motivo de la solicitud “estudio basico de salud”, presentar unos resultados analiticos sin
alteraciones y dentro del rango de referencia y no presentar antecedentes de diagndstico
de enfermedad oncolégica, hematolégica ni inmunologica que pudieran alterar la

celularidad.

Los CPDs de la poblacion de neutrdfilos se obtuvieron a partir del analisis del hemograma
procesado en el analizador hematologico automatizado Unicel DxH-900 (Beckman
Coulter, Brea, CA, EEUU) mediante la tecnologia VCSn. Se estudiaron los valores de la
media posicional (MN) y la desviacion estandar (SD) de los CPD de Volumen (MN-V-NE
y SD-V-NE), Conductividad (MN-C-NE y SD-C-NE) y dispersion laser (Sn) en diferentes

angulos:

- Dispersion angulo medio SM (9°-43°%: MN-SM-NE y SD-SM-NE
- Dispersion angulo bajo SL (9°-19%): MN-SL-NE y SD-SL-NE

- Dispersion angulo alto (20°-43°): MN-SU-NE y SD-SU-NE

- Dispersion angulo axial SA (5%: MN-SA-NE y SD-SA-NE

- Dispersion angulo lateral AL2 (0°): MN-AL2-NE y SD-AL2-NE

Tras el analisis del hemograma, de cada muestra EDTAK3 se realiz6 una extension de
sangre periférica y posterior tincion con May-Grinwald Giemsa en el extensor-tefidor

automatizado DxH-SMS (Beckman Coulter, Brea, CA, EEUU).

La revision del frotis de sangre periférica fue realizada por 2 observadores con amplia
experiencia en citologia hematoldgica. Ambos observadores evaluaron el porcentaje de
neutrofilos hipogranulados (%HGRAN) y el porcentaje de hiposegmentados (%HSEG)
mediante microscopia digital proporcionada por el analizador Cellavision DM9600
(CellaVision AB, Lund, Suecia). La media entre los 2 observadores se utilizd para realizar
el analisis estadistico. Aquellas muestras con diferencias superiores al 10% entre los 2
observadores fueron evaluadas por un tercer revisor, obteniendo una media de 3

observadores.
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Se analiz6 el rendimiento diagndstico de los diferentes CPDs de la poblacion de
neutrofilos para identificar aquellas muestras con presencia de disgranulopoyesis
significativa, utilizando un punto de corte > 10% de HGRAN y > 10% de HSEG. Las
variables cuantitativas se expresaron como mediana (M) y rango intercuartil (IQ). Para
valorar las diferencias entre los 2 grupos estudiados se utilizo el test U Mann-Whitney.
La asociacion entre variables se analizd por correlacion de Spearman. El rendimiento
diagnéstico de los diferentes CPDs de los neutréfilos para predecir la presencia de > 10
% HGRAN y > 10% HSEG se calculé mediante el analisis de curvas ROC del area bajo la
curva (AUC), considerando significativa una AUC > 0,800. Un valor p<0,05 se considero
estadisticamente significativo. El analisis estadistico se realizé con los programas SPSS

software (v25.0) y MedCalc (v.19.5.3).

4.3. TRABAJO 3. EVALUACION DE LOS CELL POPULATION DATA
DE LA POBLACION DE MONOCITOS EN EL DIAGNOSTICO PRECOZ
DE SEPSIS.

Al igual que en el segundo trabajo, el trabajo 3 estd compuesto por tres estudios
diferentes que analizan el papel de los CPDs de monocitos, especificamente el MDW, en
el diagnostico de infecciones con una gran relevancia clinica como son la sepsis y la

COvID19.

4.3.1. Estudio 3.1. Evaluacion del MDW en el diagnéstico
precoz de sepsis en pacientes que acuden a urgencias.

El primer estudio realizado sobre el MDW pretende dar respuesta al primer objetivo
planteado: confirmar la validez clinica y el rendimiento del MDW como biomarcador

precoz de sepsis en pacientes que acuden a urgencias, verificar el punto de corte para
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los tubos con anticoagulante K3EDTA y comparar los resultados con otros biomarcadores

de infeccion como PCRy PCT.

El estudio se llevd a cabo entre agosto del 2018 y junio del 2019. Se incluyeron de forma
prospectiva un total de 751 pacientes adultos (> 18 afios), siendo 71 excluidos por no
cumplir algunos de los criterios de inclusion (edad superior a 18 afios, datos
clinicos/analiticos completos, pacientes sin con ingreso previo durante el estudio y
pacientes sin diagnéstico de enfermedad hematoldégica o inmunolégica), quedando
finalmente 680 pacientes en el analisis final. Considerando los criterios para SEPSIS-2 (9),
144 pacientes fueron catalogados como sepsis, representando una prevalencia del
21,2%. Sin embargo, segun los criterios de SEPSIS-3 (8), se diagnosticaron 101 pacientes
sépticos, con una prevalencia del 14,9%. Es importante destacar que 248 de los pacientes
incluidos (36,5%), se analizaron como un subgrupo de baja probabilidad de sepsis. Este
subgrupo estaba constituido por pacientes que no presentaron, a su llegada al servicio
de urgencias, sintomas para la sospecha de un proceso infeccioso, no solicitdndose asi

pruebas analiticas relacionadas con infeccidn o sepsis, tales como la PCR o la PCT.

A todos los pacientes a su llegada a urgencias se les solicitdé una analitica que incluia la
determinacion del MDW junto al hemograma y la extraccién de un tubo de suero
adicional para la determinacién de PCRy PCT en suero. Las extracciones de las muestras
de sangre fueron recogidas en tubos con anticoagulante EDTAK3 del sistema Vacutainer
(Becton-Dickinson, Rutherford, Nueva Jersey, EEUU). Las mediciones del MDW vy
hemograma se procesaron en el analizador Unicel DxH-900 (Beckman Coulter, Brea, CA,
EEUU) con la versién del software 1.0.0.329, dentro de las 2 horas posteriores a su
extraccion. Diariamente se procesaron los controles de calidad COULTER 6C Plus Cell
Control y COULTER LATRON CP-X. Las concentraciones de PCT y PCR se midieron en los
analizadores Liaison XL (DiaSorin, Saluggia, Italia) y AU5800 (Beckman Coulter, Brea, CA,

EEUU), respectivamente.
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4.3.2. Estudio 3.2. Utilidad del MDW en el diagnéstico y
pronostico de pacientes con sepsis que ingresan en UCI.

Estudio prospectivo de cohortes de pacientes ingresados consecutivamente en la UCI del
HGT durante el periodo de febrero de 2019 hasta enero de 2020. Se excluyeron aquellos
pacientes con ingreso en UCI inferior a 24 horas, edad menor a 18 afos, datos
clinicos/analiticos incompletos o paciente con ingreso previo durante el estudio.

Al ingreso en UCI los pacientes fueron diagnosticados de acuerdo con el Tercer Consenso
Internacional para la definicion de Sepsis y Shock Séptico (SEPSIS-3) (8) en 3 grupos: no
infectados, sépticos y shocks sépticos. Al ingreso los pacientes reclutados se dividieron

en 2 grupos:

- Pacientes con sepsis: se les realizé un seguimiento analitico y clinico durante los

primeros 9 dias de ingreso o hasta el alta de UCI.

- Pacientes sin sepsis: seguimiento analitico y clinico durante los 12 primeros dias

del ingreso o hasta el alta en UCI.

Se recogerieron las variables de edad, sexo, diagndstico temprano de sepsis (< 24 horas),
mortalidad e indices de gravedad (APACHE II: acute physiology and chronic health

evaluation Il y SOFA: sequential organ failure assessment) en UCI.

Se realizd diariamente la determinacion del hemograma junto al MDW en sangre total
(EDTAK3), entre las 2 primeras horas de la extraccién de la muestra. Los resultados se
obtuvieron de los analizadores hematoldgicos Unicel DxH-900 (Beckman Coulter).
Diariamente se procesaron los controles de calidad COULTER 6C Plus Cell Control y
COULTER LATRON CP-X para el MDW. La determinacion de PCRy PCT se realiz en suero
cada 3 dias, previa centrifugacién de la muestra a 1500g durante 10 minutos, entre las
primeras 4 horas de la extraccion venosa. La concentracion de PCR se determind por
inmunoturidimetria (AU5800; Beckman Coulter) y la concentracién de PCT mediante

inmunoensayo (Liaison XL; Diasorin).
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Se comprobo la distribucion normal de las variables cuantitativas mediante la prueba de
Kolmogorov-Smirnov. Las asociaciones entre el diagnéstico basado en los criterios de
SEPSIS-3 (clasificados en tres grupos) y un biomarcador se evaluaron mediante la prueba
de Kruskall-Wallis. En el estudio de la correlacion entre las puntuaciones MDW y
SOFA/APACHE se utilizé la correlacion de Spearman. El rendimiento diagnostico de los
diferentes biomarcadores se evaluo calculando el area bajo la curva (AUC), la sensibilidad,
la especificidad, el valor predictivo positivo (VPP), el valor predictivo negativo (VPN) y los
cocientes de probabilidad positivo (LR+) y negativo (LR-), junto con sus intervalos de
confianza (IC) del 95%. Las diferencias en AUC se utilizaron para demostrar el valor
anadido de MDW en comparacion con diferentes biomarcadores individuales y
combinados, calculados utilizando un modelo logistico de una variable predictiva con un
biomarcador y un modelo logistico de dos variables predictivas con varios

biomarcadores, como predictor, y utilizando el estado de sepsis como respuesta.

Para evaluar la asociacion entre el valor de MDW vy la mortalidad global, se realizd un
analisis longitudinal de los datos en el que la variable dependiente fue la mortalidad y
las variables independientes fundamentales fueron el valor MDW y el momento en que
se realizd su medicion (dias 0, 3, 6, 9 tras el ingreso en la UCI). Por lo tanto, en este
analisis, cada paciente podia aportar 4 registros diferentes, uno por cada medicion de
MDW. Dado que los datos estaban correlacionados, se utilizd un modelo GEE
(Generalized Estimating Equation) para ajustarlos. Para minimizar el efecto de las posibles
diferencias entre los dos grupos a comparar (exitus vs no exitus), se afiadieron como
covariables en el modelo la edad, el sexo y el SOFA. Para todos los andlisis y
comparaciones, un valor de p <0,05 se considerd estadisticamente significativo. Para
todos los analisis estadisticos se utilizaron los programas SPPS version 25 y Medcalc

version 19.5.3.
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4.3.3. Estudio 3.3. Eficacia del MDW como biomarcador de
cribado en la identificacion de pacientes con COVID19 que
acuden a urgencias.

Estudio clinico retrospectivo que incluyé pacientes adultos que acudieron al servicio de
urgencias del HGT por sintomas sugestivos de enfermedad COVID-19. Los pacientes se
seleccionaron a lo largo del periodo del estudio, entre el 14 de marzo y el 11 de mayo
de 2020, para garantizar un numero suficiente de casos negativos y una distribucion
representativa de los casos presentados a lo largo del tiempo. Inicialmente se incluyeron
un total de 555 pacientes, excluyéndose 22 pacientes por falta de datos analiticos,

quedando finalmente 523 pacientes en el estudio.

Los pacientes COVID19 positivos se identificaron mediante la deteccién del virus SAR-
CoV-2 por RT-PCR en muestras nasofaringeas. Se recogieron 175 pacientes COVID19
negativos y 348 pacientes COVID19 positivos. Los pacientes COVID19 positivos se
clasificaron en 3 categorias de gravedad (Figura 17); leve, severa y critica en base a los
criterios utilizados en el centro y en consonancia con las directrices de las guias NIH

(National Institutes of Health) para la gravedad de la COVID19.

Todas las variables demograficas y clinicas recogidas en el estudio se obtuvieron a través

de la historia clinica del paciente previo consentimiento.
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* PaFi > 250
* FR < 30rpm

Leve » Dimero-D < 1500ng/mL
(Se deben cumplir todos los * IL-6 < 40pg/mL

sigutentes criteros) + Infiltrados pulmonares periféricos

unilobulares o bilaterales leves

* RF > 30rpm

* Dimero-D >1500ng/mL

* IL-6 > 40pg/mL

* Infiltrados pulmonares multilobulares.

 PaFi < 150
* Necesidad de aminas vasopresoras
* Necesidad de ventilacién mecanica no

Critica invasiva o presion positiva bi-nivel en vias
(Se aplica a cualquiera de los respiratorias.
siguientes criterios) * Necesidad de canula nasal de alto flujo,
intubacién orotraqueal o ventilacion
invasiva

* Puntuacién SOFA > 2

PaFi [PO2/FiO2]: relacién entre la presién parcial de oxigeno arterial y la fraccion de oxigeno inspirado. FR:
frecuencia respiratoria. SOFA: sequential organ failure assessment.

Figura 17: Categorias de gravedad para COVID19 y sus criterios de aplicacion.

A todos los pacientes se le realizd a su llegada a urgencias la determinacion de un
hemograma junto el MDW en sangre total (EDTAK3), entre las 2 primeras horas de la
extraccion de la muestra. Los resultados se obtuvieron de los analizadores hematologicos
DxH-900 (Beckman Coulter, Brea, CA, EEUU). Diariamente se procesaron los controles de
calidad COULTER 6C Plus Cell Control y COULTER LATRON CP-X para el MDW. Junto con
el hemograma y MDW, se realizo también la determinaciéon de los siguientes
biomarcadores: proteina C reactiva (PCR) por inmunoturidimetria (AU5800; Beckman
Coulter), procalcitonina (PCT) por inmunoensayo (Liaison XL; Diasorin), interleucina 6 (IL-
6) por inmunoensayo (DxI 800, Beckman Coulter) y Dimero-D mediante

inmunoturbidimetria por particulas de latex (Acl-TOP, Instrumentation Laboratory).

Se comprobo la distribucidn normal de las variables cuantitativas mediante la prueba de
Kolmogorov-Smirnov. La capacidad diagndstica se evaludé en términos de area bajo la

curva ROC (AUCQ), sensibilidad, especificidad, valor predictivo positivo (VPP), valor
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predictivo negativo (VPN), cocientes de probabilidad positivos (LR+) y negativos (LR-),
junto con sus intervalos de confianza (IC) del 95%. Los odds ratios (cocientes de
probabilidades postprueba) para el diagnéstico de COVID-19 entre combinaciones de
biomarcadores con valores MDW anormales y normales se calcularon en base a la
prevalencia de COVID-19 para la poblacién de estudio. La curva de Kaplan-Meier es una
representacion grafica de la funcion de supervivencia. Es una estimacion no paramétrica
de la funciéon de supervivencia y no hace ninguna suposicion sobre la distribucion
subyacente de los datos. Aqui utilizamos Kaplan-Meier para mostrar la duracién de la

estancia en subgrupos de pacientes en relacién con el punto de corte del MDW.
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5.RESULTADOS
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5.1. TRABAJO 1. ESTUDIO DE LOS CELL POPULATION DATA DE
SERIE ROJA EN EL DIAGNOSTICO DIFERENCIAL DE LAS
MICROCITOSIS

Los datos obtenidos en el analisis de los CPDs de serie roja entre el GC y pacientes con
microcitosis se muestran en la Tabla 2. Los resultados mostraron diferencias
estadisticamente significativas entre el GC y pacientes con microcitosis en casi todos los
CPDs analizados. De la cohorte descriptiva correspondiente a 488 pacientes con
microcitosis, la Tabla 3 muestra los resultados obtenidos entre los pacientes con AF y BT
para las magnitudes del hemograma y los CPDs. La concentracion media de Hb fue de
10,61 + 1,44 g/dL y 11,84 + 1,25 g/dL en los grupos AF y BT, respectivamente. Se
observaron diferencias estadisticamente significativas en casi todas las magnitudes
analizadas. Los pacientes diagnosticados de BT presentaron, de manera significativa, un
mayor recuento de eritrocitos (5,76 x10%/uL vs 4,45 x108/uL; p<0,001) y reticulocitos
(95,99 x103/uL vs 62,23 x10%/uL; p<0,001), junto a un menor VCM (64,87 fL vs 75,08 fL;
p<0,001) y una menor ADE-SD (37,73 vs 48,59; p<0,001) que los pacientes con AF.

Los CPDs de RET y Non-RET mostraron diferencias estadisticamente significativas
(p<0,001) entre los grupos de AF y BT (Tabla 3). Los CPDs MN-V-RET y SD-V-RET en la
poblacion RET y MN-V-NonRET y SD-V-NonRET en la poblacion de eritrocitos, fueron
significativamente menores en pacientes diagnosticados con BT (p<0,001). Sin embargo,
respecto a la C, la MN y la SD en ambas poblaciones (MN-C-RET, SD-C-RET, MN-C-
NonRET y SD-C-NonRET) fueron significativamente mayores en los pacientes con BT
(p<0,001). Las Figuras 18 y 19 muestran graficamente la distribucién de los valores de
CPD para el V y la C de los diferentes grupos en la poblacion RET y NonRET,

respectivamente.
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Tabla 2. Valores de CPDs de serie roja entre el grupo control y pacientes con microcitosis.

AF p
N=147 CGvsAF GCvsBT  AFvsBT
(m £ de)
MN-V-RET 54,4+2,3 54,4+5,0 46,1+2,8 0,994 <0,001 <0,001
SD-V-RET 14,0+0,9 14,7+1,5 14,1+1,1 0,008 0,896 0,007
MN-C-RET 73,4+1,8 72,543,2 82,616,6 0,463 <0,001 <0,001
SD-C-RET 17,3+1,1 18,7+2,3 25,2+4,2 0,014 <0,001 <0,001
MN-V-NonRET 43,442,3 38,9+3,8 34,442,1 <0,001 <0,001 <0,001
SD-V-NonRET 12,240,5 11,6+1,1 11,0+0,7 <0,001 <0,001 <0,001
MN-C-NonRET 74,8+0,8 73,142,7 83,4+6,3 0,052 <0,001 <0,001
SD-C-NonRET 17,8+0,6 19,1+1,7 25,7+3,8 0,008 <0,001 <0,001

GC: grupo control. AF: anemia ferropénica. BT: B-talasemia. m: media. de: desviacién estandar. MN-V-RET: Media del
Volumen de Reticulocitos. SD-V-RET: Desviacion estandar del Volumen de Reticulocitos. MN-C-RET: Media de la
Conductividad de Reticulocitos. SD-C-RET: Desviacidon estdndar de la Conductividad de Reticulocitos. MN-V-NonRET:
Media del Volumen de No-Reticulocitos. SD-V-NonRET: Desviacién estandar del Volumen de No-Reticulocitos. MN-C-
NonRET: Media del Conductividad de No-Reticulocitos. SD-C-NonRET: Desviacidon estandar de la Conductividad de No-
Reticulocitos.
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Tabla 3. Valores de las magnitudes del hemograma y CPDs de serie roja en AF y BT.

Magnitud

RBC (x108/p.L) 4,45+0,56 5,7610,62 <0,001
Hb (g/dL) 10,61+1,44 11,84+1,25 <0,001
Hto (%) 33,3844,17 37,2943,87 <0,001
VCM (fL) 75,08+7,61 64,8714,25 <0,001
HCM (pg) 23,87+2,88 20,61+1,47 <0,001
CHCM (g/dL) 31,73+0,96 31,7610,66 0,726
ADE (%) 18,49+2,18 16,70+1,42 <0,001
ADE-SD 48,5916,80 37,7313,62 <0,001
Reticulocitos (x103/pL) 62,23+21,46 95,99+27,68 <0,001
Reticulocitos (%) 1,41+0,52 1,67+0,52 <0,001
MN-V-RET 53,4545,14 46,18+3,27 <0,001
SD-V-RET 14,44+1,49 13,78+1,35 <0,001
MN-C-RET 73,87%4,01 82,62+6,05 <0,001
SD-C-RET 17,2943,07 22,7145,34 <0,001
MN-V-NonRET 37,96%3,80 33,72+2,31 <0,001
SD-V-NonRET 11,17+1,15 10,47+0,84 <0,001
MN-C-NonRET 74,00+£3,91 83,65+6,34 <0,001
SD-C-NonRET 17,3343,14 23,63%5,11 <0,001

AF: anemia ferropénica. BT: B-talasemia. m: media. de: desviacion estandar. RBC: eritrocitos. Hb: hemoglobina.
Hto: hematocrito. VCM: volumen corpuscular medio. HCM: hemoglobina corpuscular media. MCHCM:
concentraciéon de hemoglobina corpuscular media. ADE: amplitud de distribucién eritrocitaria. ADE-SD: desviacion
estandard de ADE. MN-V-RET: Media del Volumen de Reticulocitos. SD-V-RET: Desviacion Estandard del Volumen
de Reticulocitos. MN-C-RET: Media de la Conductividad de Reticulocitos. SD-C-RET: Desviacidon Estandard de la
Conductividad de Reticulocitos. MN-V-NonRET: Media del Volumen de No-Reticulocitos. SD-V-NonRET: Desviacion
Estandard del Volumen de No-Reticulocitos. MN-C-NonRET: Media del Conductividad de No-Reticulocitos. SD-C-
NonRET: Desviacion Estandard de la Conductividad de No-Reticulocitos.
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Figura 18. Diagramas de cajas correspondientes a la distribucion de los valores de los CPDs de Volumen y
Conductividad (MN y SD) para las poblaciones RET en los diferentes grupos estudiados.

Los resultados de AUC para cada CPD en la poblacién RET y NonRET y sus
correspondientes graficas de las curvas ROC se muestran en la Tabla 4 y en la Figura 20,
respectivamente. A excepcion del CPD SD-V-RET, correspondiente a la desviacion
estandar del volumen de los reticulocitos, el resto de CPDs mostraron individualmente
un buen rendimiento discriminatorio (AUC >0,80) entre BT y AF. La MN-C-NonRET
(media de la conductividad en la poblacién de eritrocitos) y la MN-V-RET (media del
volumen de los reticulocitos) fueron las mejores magnitudes discriminatorias individuales
para distinguir entre BT y AF mediante el analisis de curvas ROC, con una AUC cada una

de 0,91.
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Figura 19. Diagrama de caja correspondientes a la distribucion de los valores para los CPDs de Volumen y
Conductividad (MN y SD) para las poblaciones NonRET en los diferentes grupos estudiados.

Teniendo en cuenta las diferencias en las magnitudes del hemograma entre los pacientes
con AF y BT, y los resultados obtenidos para los diferentes CPDs, se diseii6 la siguiente
formula, descrita como CMI (Férmula CMI: CPD Microcitosis-indice), para potenciar el

rendimiento diagnostico entre AF y BT:

Férmula CMI= [RBC x (MNCRET + SDCRET) x 1000] / (MNVNonRET x ADE-SD x
VCM)

Los pacientes con AF mostraron valores significativamente mas elevados que los
pacientes con BT. La formula CMI descrita mostrd una AUC de 0,98 (IC95%: 0,97-0,99;

p<0,001) y se obtuvo que un valor de 3,58 era el mejor punto de corte para distinguir
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entre BT y AF, con una sensibilidad, especificidad e indice de Youden del 94,54%,

94,8% y 89,34%, respectivamente. El diagrama de cajas de los dos grupos estudiados y

la curva ROC de la féormula CMI se pueden observar en la Figura 21.

SENSITIVITY

Tabla 4. Rendimiento diagnéstico de CPDs individuales para diferenciar BT de AF.

Magnitud J:\V]e IC (95%) p
MN-V-RET 0,91 0,88-0,93 <0,001
SD-V-RET 0,63 0,58-0,68 <0,001
MN-C-RET 0,89 0,86-0,92 <0,001
SD-C-RET 0,80 0,76-0,84 <0,001
MN-V-NonRET 0,84 0,81-0,88 <0,001
SD-V-NonRET 0,69 0,64-0,73 <0,001
MN-C-NonRET 0,91 0,88-0,94 <0,001
SD-C-NonRET 0,84 0,80-0,87 <0,001

MN-V-RET: Media del Volumen de Reticulocitos. SD-V-RET: Desviacién Estandar del Volumen de Reticulocitos.
MN-C-RET: Media de la Conductividad de Reticulocitos. SD-C-RET: Desviacidon Estandar de la Conductividad de
Reticulocitos. MN-V-NonRET: Media del Volumen de No-Reticulocitos. SD-V-NonRET: Desviacion Estandar del
Volumen de No-Reticulocitos. MN-C-NonRET: Media del Conductividad de No-Reticulocitos. SD-C-NonRET:
Desviacidn Estandar de la Conductividad de No-Reticulocitos.
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Figura 20. Curvas ROC de los CPDs de las poblaciones de RET (A) y NonRET (B).
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Figura 21. Diagrama de cajas (A) y curva ROC (B) para la formula CMI (CPD Microcitosis Indice)=
[RBC x (MNCRET+SDCRET) x 1000]/(MNVNonRET x RDWSD x MCV).

Los resultados obtenidos con nuestra formula CMI se compararon con otros indices y
féormulas descritas en la literatura. La Tabla 6 muestra la sensibilidad, especificidad e
indice de Youden de todas las formulas discriminatorias estudiadas. Todos los
indices/férmulas mostraron una AUC > 0,95, excepto Shine&Lal con una AUC=0,87. El
mayor rendimiento diagnéstico, mediante AUC, se obtuvo aplicando nuestra férmula
CMI con un valor de 0,98. Utilizando el punto de corte >3,58 para el diagnostico de BT,
se obtuvo la mejor sensibilidad, especificidad e indice de Youden respecto al resto de

formulas estudiadas.

El grupo de validacion incluy6 prospectivamente a 104 pacientes con anemia microcitica
(VCM <80 fL) e hipocroma (HCM <32 pg). De ellos, 53 se diagnosticaron finalmente de
AF y 51 de BT. El punto de corte de 3,58 obtenido en nuestra férmula se utilizd para
confirmar el rendimiento diagndstico en el grupo de validacion, mostrando una
sensibilidad del 96,1%, una especificidad del 92,5% y un indice de Youden del 0,88.
Unicamente 2 pacientes con BT fueron clasificados erréneamente como AF, obteniendo
un valor muy cercano al punto de corte de 3,58 en ambos casos (3,44 y 3,53). Dentro del
grupo de AF, 4 pacientes fueron errbneamente clasificados como BT cuando realmente

correspondian a AF.
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Tabla 5. Rendimiento diagnéstico de los indices y formulas analizados en el estudio

AUC Cutt-off  SEN ESP indice

(IC 95%) ((:3))] (%) (%) Youden
England&Fraser 0,95 (0,93-0,97) <7,54 87,03 91,20 0,78
Mentzer 0,96 (0,94-0,97) <13,48 91,21 90,80 0,82
Srivastava 0,95 (0,92-0,97) <4,28 90,79 88,00 0,79
Green&King 0,97 (0,95-0,99) <70,37 89,12 98,00 0,87
Ricerca 0,95 (0,93-0,97) <3,37 86,61 93,60 0,80
Sirdah 0,96 (0,94-0,98) <31,01 93,31 89,20 0,83
Ehsani 0,96 (0,94-0,97) <16,60 88,28 91,60 0,80
Shine&Lal 0,87(0,84-0,90)  <1075,40 87,87 78,80 0,67
cMI 0,98 (0,96-0,99) >3,58 94,54 94,80 0,89

SEN: sensibilidad. ESP: especificidad. BT: B-talasemia. CMI: CPD Microcitosis indice.
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5.2. TRABAJO 2. EVALUACION DE LOS CELL POPULATION DATA
DE LA POBLACION DE NEUTROFILOS EN EL DIAGNOSTICO DE LOS
SINDROMES MIELODISPLASICOS.

A continuacion, se detallan los resultados obtenidos en los 3 estudios que forman parte

del segundo trabajo en el proyecto de tesis.

5.2.1. Estudio 2.1. Valoracion de los Cell Population Data en
pacientes con Sindrome Mielodisplasico.

Los pacientes con SMD mostraron significativamente una concentracién absoluta de
neutréfilos inferior a la de la poblacion de sujetos normales (SMD: 2,4 + 2,1 x 103/uL vs
GC: 3,7 + 1,1 x 103/uL; p < 0,001). En relacion a los CPDs analizados, los neutréfilos de
pacientes con SMD presentaron significativamente una disminucion en el volumen (V) y
en la conductividad (C) respecto a la poblacién normal (Tabla 6). Sobre la dispersién de
la luz laser, los pacientes con SMD mostraron una disminucion significativa en los valores
de la media posicional MN de los angulos MN-SU-NE y MN-AL2-NE. A su vez, los
valores en la variacion SD de los angulos medio y alto, SD-SM-NE y SD-SU-NE,

respectivamente, se encontraron significativamente aumentados.

En relacién al rendimiento diagnostico, el CPD de conductividad MN-C-NE, junto a los
CPDs de dispersion laser SD-SM-NE y SD-SU-NE, mostraron un buen rendimiento
diagnostico para el diagndstico de SMD con una AUC > 0,800 (Tabla 7). En la Figura 22
se representan graficamente las curvas ROC de los CPDs con mejor rendimiento

diagnéstico.
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Tabla 6. Comparacion de medias de los CPDs entre los grupos estudiados.

MN-SL-NE

SD-SL-NE

MN-AL2-NE

156 (151,2-162,8)

20,2 (19,2-21,9)
148 (144-149,8)
6,2 (5,6-7,0)
135 (131-137,8)
10,0 (9,6-10,4)
139 (136-142))
10,5 (10,1-11,0)
129 (124,6-133,0)
13,8 (13,0-14,4)
163 (157-169)
30,1 (28,9-33,1)
153 (150-156,8)

11,2 (10,5-12,4)

SMD=54

M (1Q)
147 (139-156)

18,5 (17,6-21,5)
141 (138-143)
5,3 (4,7-6,0)
133 (127,5-137)
11,7 (10,4-13,0)
134 (130-138,2)
13,2 (11,3-14,4)
129 (124,0-134,0)
14,0 (13,0-16,1)
157 (147,5-168,5)
30,2 (27,8-33,9)
144 (138,5-155)

11,5 (10,3-13,7)

-4,459
-2,565
-6,476
-4,030
-1,492
-6,148
-3,703
-6,728
-0,125
-1,669
-1,945
-0,485
-4,678

-0,899

<0,001*
0,010
<0,001*
0,001*
0,136
<0,001*
<0,001*
<0,001*
0,901
0,095
0,052
0,628
<0,001*

0,368

* Diferencias significativas (p<0.05). GC: grupo control (sujetos normales). SMD: Pacientes con SMD.
Z: estadistico U-Mann Whitney. M: mediana. IQ: intervalo intercuartil. MIN: media CPD. SD: desviacion
estandar CPD. NE: neutréfilos. V: volumen. C: conductividad. SM: dngulo medio (9-43°%). SU: 4ngulo

alto (20-43°). SL: 4ngulo bajo (9-19°). SA: 4ngulo axial (5°). AL2: 4ngulo a 0°.
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Tabla 7. Valores de AUC para los CPD estudiados.

CPD AUC IC 95% p

0,750 0,648-0,844 <0,001*
MN-C-NE 0,857 0,784-0,930 <0,001*
0,840 0,760-0,919 <0,001*
0,872 0,797-0,946 <0,001*
0,758 0,656-0,860 <0,001*

*: Diferencias significativas (p<0,05). AUC: area bajo la curva. IC: intervalo de confianza. MN: media
CPD. SD: desviacion estandar CPD. NE: neutrdfilos. V: volumen. C: conductividad. SM: angulo medio
(9-43%. SU: 4ngulo alto (20-43%). SL: 4ngulo bajo (9-19%. SA: angulo axial (5%. AL2: &ngulo a 0°.
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Figura 22. Curvas ROC de los CPDs de neutréfilos con mejor rendimiento diagnéstico.
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5.2.2. Estudio 2.2. Distincion entre Sindromes
Mielodisplasicos y citopenias no clonales mediante el estudio de
Cell Population Data.

De los 102 pacientes estudiados en el segundo estudio, 34 presentaron una
concentracién de hemoglobina < 10 g/dL, correspondiendo el 44% (N=15) de ellos a
pacientes con SMD. Respecto al recuento absoluto de neutréfilos, 57 pacientes
mostraron una concentracion < 1,8 x 10%/L, siendo el 35% (N=20) de ellos pacientes con
SMD. De los 39 pacientes que presentaban una concentracion de plaquetas < 100 x 10°%/L,
destaca que el 61,5 % (N=24) eran pacientes con HPT. Once pacientes presentaban
pancitopenia siendo el 45,5% (N=5) pacientes con SMD (Figura 23).

En la Tabla 8 se muestran los valores de todas las magnitudes analizadas entre los 3
grupos estudiados. Destaca que los SMD presentan una menor concentracion de
hemoglobina y de recuento de neutréfilos. Ademas, los pacientes con SMD mostraron
una disminucién estadisticamente significativa en los angulos de dispersion MN-SM-NE
(SMD: 132,0 + 6,64 vs HPT: 141,1 + 5,6 vs ERC 137,7 = 8,7; p < 0,001), MN-SU-NE (SMD:
132,5 + 8,0 vs HPT: 140,0 + 4,8 vs ERC: 137,7 + 6,3; p < 0,001) y MN-SL-NE (SMD: 127,6
+ 7,4 vs HPT: 137,0 £ 7,9 vs ERC: 1324 + 11,7, p < 0,001). En la Figura 24 se puede
observar la distribucién del diagrama de cajas para la MN posicional de los 3 angulos de

dispersion (SM, SU y SL) en los grupos estudiados.

En el analisis de rendimiento diagndstico para identificar pacientes con SMD respecto
otras citopenias no clonales (HPT + ERC), se observé que los CPDs de los angulos de
dispersion MN-SM-NE [0,818 (IC: 0,718-0,919; p<0,001)] y SD-SU-NE: [0,825 (IC: 0,695-
0,955; p <0,001)] mostraron las mejores AUC, seguidos de los angulos MN-SU-NE [0,782
(IC:0,661-0,903; p <0,001)] y MN-SL-NE[0,775 (IC: 0,671-0,879; p<0,001)] que mostraron
areas muy cercanas a un 0,800 (Tabla 9). En la Figura 25 se muestra las graficas de las

curvas ROC para los angulos de dispersion.
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Figura 23: Distribucion de los pacientes segun los criterios de citopenias: hemoglobina
<10 g/dL, recuento de neutréfilos < 1,8 x 10°/L y/o recuento de plaquetas < 100 x 10°/L.

Entre las diferentes combinaciones evaluadas para mejorar el rendimiento individual de
los CPDs (Tabla 10), la suma de 2 &ngulos de complejidad celular, el MN-SU-NE y el MN-
SL-NE, multiplicado por el porcentaje de neutrofilos fue la que consiguié una mejor AUC.

Dicha combinacién se ha denominado indice SMD y consiste en:
indice SMD= [(MN-SU-NEU + MN-SL-NEU) x NEU%] / 100

El indice SMD permite obtener el mayor rendimiento en la identificacion de SMD de
otras citopenias no clonales, con un AUC de 0,911 (IC: 0,848 - 0,975; p <0,001). Un
punto de corte en el indice SMD de 110,8 consigue una sensibilidad de 90,8% y una
especificidad de 78,3% para la deteccion de SMD (Figura 26).
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grupos de pacientes estudiados.

Tabla 8. Comparacion de medias de las magnitudes analizadas entre los tres

73,6 + 11,5 60,2 + 14,6 61,4 + 13,2 <0,001*
Leucocitos (x10°/L) 3,02 +£0,7 3,08 £0,7 32+07 0,609
Neutréfilos (x10°/L) 1,1+0,6 1,9 £ 0,6 1,7 £ 0,6 <0,001*
Neutrofilos (%) 349 + 13,4 56,3 + 13,0 62,1 £ 16,1 <0,001*
9,8+2,0 11,9 + 2,5 11,4 + 2,0 <0,001*
146,0 = 77,1 120,9 £ 65,8 1534 + 57,5 0,082
149,3 £ 9,0 144,9 + 5,1 1482 + 11,6 0,084
20,3 +5,9 169+ 14 209 + 7,2 <0,001*
1434 £ 49 1443 + 2,8 1451 + 4,7 0,326
5714 5,1+0,9 52 0,7 0,016*
m 132,0 £ 6,6 141,1 £ 5,6 137,7 £ 8,7 <0,001*
m 11,6 £25 105+ 25 11,1 £ 3,1 0,123
m 132,5 + 8,0 140,0 + 4,8 137,7 £ 6,3 <0,001*
m 12,8 £ 3,3 10,9 £ 2,7 11,1+ 2,6 0,002*
127,6 + 7,4 1370+ 7,9 132,4 + 11,7 <0,001*
148 £29 142 +£23 150+ 33 0,398
m 163,7 £ 15,0 168,0 £18,0 163,9 + 18,6 0,495
m 31,7+59 31,8 £ 6,0 340 + 6,8 0,199
147,8 £ 8,9 1494 + 7,5 150,9 £ 10,9 0,467

*: Diferencias significativas (p<0.05). SMD: Pacientes con SMD. HP: pacientes con hepatopatia. MN:
media CPD. SD: desviacion estandar. NE: neutrofilos. V: volumen. C: conductividad. SM: angulo medio
(9-43%. SU: angulo alto (20-43°). SL: 4ngulo bajo (9-19°). SA: 4ngulo axial (5°). AL2: angulo a 0°.
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Figura 24: Diagrama de cajas para los 3 angulos de dispersién SM, SU y SL de
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Tabla 9. Valores de AUC para los CPD estudiados.

0,604 0,448-0,760 0,078
0,695 0,565-0,824 0,008*
0,623 0,465-0,781 0,076
0,708 0,570-0,845 0,004*
m 0,818 0,718-0,919 <0,001*
m 0,684 0,541-0,826 0,012*
m 0,782 0,661-0,903 <0,001*
B o5 oesosss  <ooor
0,775 0,671-0,879 <0,001*
0,537 0,390-0,684 0,613
m 0,562 0,430-0,694 0,339
m 0,511 0,366-0,656 0,882
m 0,555 0,413-0,696 0,711
m 0,542 0,403-0,682 0,561

*: Diferencias significativas (p<0,05). AUC: area bajo la curva. IC: intervalo de confianza. MN: media CPD.
SD: desviacion estandar CPD. NE: neutrdfilos. V: volumen. C: conductividad. SM: angulo medio (9-439).
SU: angulo alto (20-43°). SL: angulo bajo (9-19°. SA: angulo axial (5°). AL2: angulo a 0°.
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0,47
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I ) 1
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Figura 25: Curvas ROC de los 3 angulos de dispersién SM, SU y SL de neutrofilos.
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Tabla 10. Valores de AUC para las combinaciones evaluadas.

Descripcion IC 95%

SD-SM-NE + SD-SU-NE + SD-SL-NE 0,701 0,562-0,839 0,006*

m MN-SM-NE + MN-SU-NE + MN-SL-NE 0,850 0,765-0,936 <0,001*

- (MN-SM-NE + MN-SU-NE + MN-SL-NE) /
Gl 0,778 0,655-0,902 <0,001*

MN/SD (SD-SM-NE + SD-SU-NE + SD-SL-NE)

m [(MN-SU-NE + MN-SL-NE) x NE%] / 100 0,911 0,848-0,975 <0,001*

*: Diferencias significativas (p<0,05). AUC: area bajo la curva. IC: intervalo de confianza. MN: media
posicional CPD. SD: desviacion estandar CPD. NE: neutréfilos. SM: angulo medio (9-43%). SU: 4ngulo alto
(20-439). SL: 4ngulo bajo (9-199).

ROC Curve

1,0

0,5

Sensitivity

0,4

indice SMD

00+ T T | T
0,0 02 04 06 08 10

1 - Specificity

Figura 26: Curva ROC del indice SMD.
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5.2.3. Estudio 2.3. Deteccion de disgranulopoyesis: utilidad
de los Cell Population Data de la poblacion de neutrofilos.

Al igual que en los estudios previos, la mayoria de CPDs de la poblacion de neutrofilos
mostraron diferencias significativas entre los dos grupos estudiados (Tabla 11). Los
resultados indican que los pacientes con SMD presentan una mayor variacion en el
volumen celular (SD-V-NE) y una menor conductividad (MN-C-NE) en la poblacién de
neutrofilos respecto al grupo control. Ademas, los neutréfilos de los pacientes con SMD
muestran una disminucion en el valor medio de distintos angulos (MN-SM-NE, MN-SU-
NE, MN-SL-NE) con una mayor dispersion en ellos (SD-SM-NE y SD-SU-NE), reflejando

una menor complejidad celular.

Respecto al analisis de correlacion (Tabla 12) entre los CPDs y el % de neutrofilos HGRAN
y HSEG, los CPDs de volumen (MN-V-NE y SD-V-NE), conductividad (MN-C-NE y SD-
MN-NE) y dispersion laser del angulo medio (MN-SM-NE y SD-SM-NE) y alto (MN-SU-
NE y SD-SU-NE), correlacionan significativamente con el porcentaje de neutréfilos
hipogranulados. Por otro lado, mientras que el % de neutrofilos hiposegmentados
mantiene la correlacion significativa con los CPDs de volumen (MN-V-NE y SD-V-NE) y
conductividad (MN-C-NE), no muestran buena correlacién con los CPDs de dispersiéon
laser (excepto el angulo SD-SU-NE), indicando que probablemente la segmentacion del

nucleo en la poblacién de neutrofilos no viene determinada por esos angulos.

En el estudio de comparacién entre las muestras que presentaban un grado de displasia
significativa (>10%), se puede observar como los CPDs de dispersion laser (MN-SM-NE,
MN-SU-NE, MN-SL-NE y MN-SA-NE) mostraban valores significativamente mas bajos
en aquellas muestras con >10% de neutréfilos hipogranulados que en las muestras con
<10%. Por el contrario, y en concordancia con el andlisis de correlacién, respecto al grado
de displasia por neutrdfilos hiposegmentados, no se encontraron diferencias

estadisticamente significativas (Tabla 13).

En relacién al rendimiento diagndstico para determinar el grado de displasia significativa,

los CPDs de dispersion laser MN-SM-NE y MN-SU-NE mostraron el mejor rendimiento
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diagnostico para predecir la presencia de > 10% de neutrofilos hipogranulados [MN-
SM-NE: 0,852 (IC95%: 0,731-0,974) y MN-SU-NE: 0,845 (IC95%: 0,675-0,953)]. En
relacion al grado de neutréfilos hiposegmentados, los CPDs no mostraron rendimientos

significativos.

Tabla 11. Comparacion de los CPDs entre los grupos estudiados.

SMD GC

M (1Q) M (1Q)

153 (145-176,5) 149 (139,3-163,8) *
23,03 (20,4-28,7) * 18,32 (17,5-20) *
139 (135,5-142,5) * 143 (142-144) *

5,7 (5,1-6,6) * 48 (44-53)*
129 (120,5-133) * 136 (132,5-141,5) *

12,5 (11,3-13,9) * 10,5 (10,2-11,3) *

131 (122,5-133) * 137 (134-142) *

15,2 (13,4-17,6) * 11,2 (10,8-12) *

MN-SL-NE 121 (115-126) * 129 (126-137) *
SD-SL-NE 14,7 (13,3-16,7) 14,3 (13,7-15,2)
149 (135-162,5) 145 (137-157)

33,8 (30,5-37,2) * 30,4 (28,1-33,1) *
MN-AL2-NE 133 (121-161) 138 (130-144)

SD-AL2-NE 17,3 (14,4-20,1) * 12,3 (11,7-14,4) *

* Diferencias significativas (p<0,05). GC: grupo control (sujetos normales). SMD: Pacientes
con SMD. M: mediana. IQ: intervalo intercuartil. MN: media CPD. SD: desviacion estandar

CPD. NE: neutrdfilos. V: volumen. C: conductividad. SM: dngulo medio (9—430). SU: dngulo
alto (20-43). SL: dngulo bajo (9-19°). SA: dngulo axial (5). AL2: dngulo a0,
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Tabla 12. Correlacién entre CPDs y porcentaje de neutréfilos
hipogranulados e hiposegmentados.

% HGRAN % HSEG
_ r 0,630** 0,724**
_ r -0,458** -0,454**
B o ow
m r 0,271* 0,022
m r 0,110 0,245

** Diferencias significativas p < 0,001; *Diferencias significativas p<0,05; r: coeficiente
correlacién Spearman; HGRAN: neutréfilos hipogranulados; HSEG: neutrdfilos
hiposegmentados. MN: media CPD. SD: desviacion estdndar CPD. NE: neutréfilos. V:

volumen. C: conductividad. SM: dngulo medio (9-43). SU: dngulo alto (20-43°). SL:
0
dngulo bajo (9- 790). SA: dngulo axial (50). AL2: dnguloa 0.
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Tabla 13. Diferencias entre CPDs y displasia significativa (>10%) de neutrofilos
hipogranulados e hiposegmentados.

HGRAN

<10%

HGRAN
> 10%

HSEG
< 10%

HSEG
> 10%

150,5 147,0 147,0 149,0
0,410 0,485
[146,3-156,5] [133,0-170,8] [138,5-157,0] [139,0-172,8]
138,0 138,0 139,5 137,0
0,697 0,08
[135,0-144,3] [135,3-141,0] [137,8-142,0]  [133,0-140,3]
134,0 118,5 128,5 123
< 0,001* 0,526
[129,3-138,0] [110,3-131,3] [113,3-135,5]  [115,3-133,0]
135,0 117,5 129,5 124,5
< 0,001* 0,581
[129,0-137,8] [109,3-130,8] [114,5-134,5]  [113,0-134,5]
125,5 112,0 122,5 118,5
MN-SL-NE 0,002* 0417
[124,0-128,5] [104,3-124,0] [105,8-128,3]  [106,8-125,3]
152,0 130,0 147,0 140,5
0,003* 0,194
[146,3-158,8] [115,5-146,8] [129,3-160,5]  [117,8-150,5]
130,5 129,0 131,0 130,0
0,562 0,783

[125,8-143,3]

[122,3-141,0]

[124,5-135,0]

[124,0-148,0]

* Diferencias significativas (p<0.05). HGRAN: neutréfilos hipogranulados. HSEG: neutrofilos hiposegmentados. M: mediana.
1Q: intervalo intercuartil. MN: media CPD. SD: desviacion estandar CPD. NE: neutrdfilos. V: volumen. C: conductividad. SM:

dngulo medio (9-43°). SU: dngulo alto (20-43). SL: dngulo bajo (9-19°). SA: dngulo axial (5). AL2: dngulo a0 .
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5.3. TRABAJO 3. EVALUACION DE LOS CELL POPULATION DATA
DE LA POBLACION DE MONOCITOS EN EL DIAGNOSTICO PRECOZ
DE SEPSIS.

En relacién al tercer trabajo de la tesis, a continuacién, se enumeran los resultados

obtenidos en los tres estudios que forman parte.

5.3.1. Estudio 3.1. Evaluacion del MDW en el diagnodstico
precoz de sepsis en pacientes que acuden a urgencias.

Independientemente de los criterios para la clasificacion de sepsis (SEPSIS-2 o SEPSIS-3),
los valores de MDW fueron superiores en el grupo de pacientes sépticos frente a los no
sépticos, aumentando su valor a medida que incrementa la gravedad de la sepsis (Figura
27). EIl MDW mostré una AUC de 0,81 (1IC95%: 0,78-0,84) para la deteccién de sepsis
segun los criterios de SEPSIS-2, incrementando hasta 0,86 (IC95%: 0,84-0,88) cuando se
combina con el recuento de leucocitos totales (LEU). Para los criterios de SEPSIS-3, el
AUC del MDW fue de 0,82 (IC95%: 0,79-0,85). Es importante destacar los resultados
obtenidos en el analisis realizado en el grupo de pacientes con baja sospecha de sepsis.
Segun SEPSIS-2, en este subgrupo el MDW obtuvo una AUC de 0,83 (IC95%: 0,75-0,91),
llegando a 0,90 (IC95%: 0,84-0,95) cuando se combina con LEU.

Los resultados obtenidos en el estudio validaron un nuevo punto de corte del MDW para
la identificacion de sepsis en tubos EDTAK3. Un valor de MDW de 21,5 (en EDTAK2 fue
20,0) proporcion6 un rendimiento diagnostico éptimo, con una sensibilidad de 75%, una
especificidad de 73%, un valor predictivo positivo de 36% y un importante valor

predictivo negativo de 93% para el diagndstico de sepsis.

En el analisis de comparacion entre biomarcadores, la combinacion del MDW y LEU
mostré un AUC de 0,86 (IC95%: 0,84-0,88), similar a la PCR [AUC: 0,85 (IC95%: 0,83-0,87)]
y superior a la PCT [AUC: 0,78 (1C95%: 0,75-0,81)]. Afiadir la PCR o la PCT a la combinacion
entre MDW y LEU obtenida en el hemograma no incrementé el poder diagnostico (Tabla

14). Los resultados del estudio realizado confirman que un valor alterado de MDW > 21,5
75



incrementa de manera significativa la probabilidad de sepsis, independientemente del

criterio diagnodstico (SEPSIS-2 o SEPSIS-3).
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Figura 27. Diagrama de cajas y valores de MDW para la clasificacién de sepsis segtn los criterios de
SEPSIS-2 (A1 y A2) y SEPSIS-3 (B1 y B2). MDW: Monocyte Distribution Width. SIRS: sindrome de
respuesta inflamatoria sistémica. GC: Grupo Control. DS: desviacion estandar.
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Tabla 14. Comparacién del rendimiento del MDW individual y diferentes
combinaciones de biomarcadores

Biomarcador AUC Sensibilidad Especificidad VPP VPN LR+ LR-

(95% IC) (95% IC) (95% IC) (95%1C) (95%1IC) (95%IC) (95% IC)

MDW 0,814 75,2 73,1 36,5 93,4 2,8 03
(0,78-0,84) (69,4-80,3) (70,0-752) (31,8-399) (92,1-95,3) (2,5-3,1) (0,2-0,4)

LEU 0,760 69,0 83,5 45,1 93,5 43 0,4
(0,721-0,794) (63,1 -74,2) (81,8-854) (400-507) (91,8-948) (35-46) (03-0,5)

PCR 0,852 853 72,4 394 96,2 3,1 0.2
(0,834-0,870)  (80,4-881)  (70,1-749) (349-438) (940-975 (28-34) (0,1-0.3)

PCT 0,783 45,0 88,4 443 89,0 38 06
(0754-0,810) (389-514)  (863-90,0) (380-50,1) (87,1-903) (31-47) (05-07)

0,867 ) ] ) ] ) )
MDW +LEU (0,844-0,881

0,856 ) ] ) ) ) )
MDW+PCR  (0821-0,878)

0,810 ) ) ) ) ) )
MDW+PCT (0 785-0,846)

0,865
MDW+LEU+PCT (g 841-0,890)

0,874
MDW+LEU+PCR (0,857-0,892) - - - - - -

0,824 81,2 68,7 22,4 97,4 2,6 03
MDwW (0790-0,853)  (73,4-86,1) 669-722) (180-251) (961-983) (24-29)  (0,2-04)
0,653 49,0 77,2 18,3 937 2,1 07
LEU (0,604-0,703)  (40,9-57,2)  (741-790) (148-222) (91,8-948) (1,7-25) (0,6-0,8)
0,852 89,3 68,3 232 98,2 2,8 0.2
PCR (0,818-0,874)  (82,7-928)  (660-709) (194-260) (970-987) (25-31) (0,1-0.3)
0,844 60,1 87,4 333 95,4 46 05
PCT (0,803-0,869)  (52,4-684)  (851-890) (27,1-392) (941-963) (3,8-56) (04-0,6)
0,830

MDW+LEU (0,794-0,863)

0,852 ] _ ) ] ] )
MDW+PCR  (0,821-0,880)

0,823 ] ] ) ] _ )
MDW+PCT  ((788-0,859)

0,830
MDW+LEU +PCT (0,804-0,857) - - - - - -

0,851
MDW +LEU +PCR (0,821-0,870) - - - - - -

MDW: Monocyte Distribution Width. LEU: leucocitos totales. PCR: Proteina C reactiva. PCT: Procalcitonina.
AUC: Area bajo la curva. PPV: valor predictivo positivo. VPN: valor predictivo negativo. LR+: cociente de
probabilidad positivo LR-: cociente de probabilidad negativo.
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5.3.2. Estudio 3.2. Utilidad del MDW en el diagnéstico y
pronostico de pacientes con sepsis que ingresan en UCI.

En el segundo estudio se incluyeron un total de 364 pacientes, de los cuales se excluyeron
posteriormente 20 por no cumplir con los criterios de inclusion. El andlisis final incluyo
344 pacientes con una edad mediana de 59 afios (47-69) y las mujeres representaron el
37,8% de la serie. Las caracteristicas demograficas y los resultados clinico/analiticos se
muestran en la Tabla 15. Segun los criterios para SEPSIS-3, 200 pacientes (58,1%) se
categorizaron como no sépticos, 76 (22,1%) como sepsis y 68 (19,8%) como shock

séptico. El diagndstico de sepsis durante el estudio mostré una prevalencia del 46,4%.

Los resultados del MDW al ingreso en UCI fueron significativamente mas elevados en el
grupo de pacientes sépticos que en el de no-sépticos [sepsis: 29,7 (24,7-35,7) vs no-
sepsis: 20,4 (18,6-22,7); p<0,001]. El valor del MDW incrementa en los 3 grupos
estudiados (no sepsis, sepsis y shock séptico) en funcién de la gravedad clinica de los
pacientes (Figura 28). Al ingreso, el MDW de pacientes no sépticos fue de 20,4 (18,6-
22,7), para sépticos de 26,8 (23,7-31,2) y para shock-séptico de 32,5 (26,9-40,9) (p
<0,001). Ademas, al ingreso en UCl los valores de MDW correlacionan positivamente con
las escalas de disfuncion organica (SOFA: r=0,422; p <0,001) y de severidad (APACHE;
r=0,206; p <0,01).
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Tabla 15. Caracteristicas demograficas, escalas de gravedad y resultados de
biomarcadores segtn el diagnoéstico de sepsis.

No-Sepsis Sepsis Shock Séptico

Pacientes totales 344 200 76 68

Edad, afios 59 (47-69) 56 (45-68) 60 (50-70) 66 (52-75) <0,001
Sexo femenino, no. (%) 130 (37.8%) 74 (37,0) 28 (36,8) 28 (41,2) 0,857
SOFA score 7,0 (3,0-9,0 5,0 (2,0-8,0) 7,0 (4,0-9,0) 9,5 (7-12) <0,001
APACHE Il score 16,0 (11,0-22,0)  15,0(9,3-20,0) 15,0 (11,0-20,0) 20,5 (14,0-24,0) <0,001
Leucocitos x 10%/L 11,6 (8,6-16,0) 11,7 (9,4-14,7) 9,6 (6,9-16,0) 12,9 (7,7-20,2) <0,001
MDW 22.7(19.6-29,5) 20,4 (18,6-22,7)  26,9(23,7-31,2) 32,6 (26,9-40,9) <0,001
PCR mg/L 80,2 (15,6-201,0)  26,5(7,2-79,2)  144,8 (80,6-269,8)  249,5(170,4-356,0)  <0,001
PCT ng/mL 0,46 (0,07-4,9) 0,12 (0,04-0,85) 1,1(0,2-4,1) 10,3 (1,9-30,0) <0,001

SOFA: sequential organ failure assessment. APACHE: acute physiology and chronic health evaluation Il. MDW:
Monocyte Distribution Width. PCT: procalcitonina. PCR: proteina C reactiva.
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Figura 28: Diagrama de cajas para el MDW en la clasificacion de sepsis segtin los criterios de Sepsis 3.
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En relacién al rendimiento diagnostico, el MDW demostré una buena capacidad
diagnostica para identificar a los pacientes con sepsis en la UCI, con AUC de 0,877 (IC
95%: 0,841-0,914). El valor de MDW con mejor capacidad diagnostica, calculado
mediante el indice de Youden, fue de 24,2, mostrando una sensibilidad del 80,6% (IC
95%: 73,1-86,7) y una especificidad del 84,5% (IC 95%: 78,7-89,2). El cociente de
probabilidad positivo (LR+) fue de 5,20 (IC 95%: 3,70-7,30) y el negativo (LR-) de 0,23 (IC
95%: 0,20-0,30). En cuanto a las curvas ROC para la deteccion de sepsis, el MDW
demostré un rendimiento similar al de la PCR [0,871 (IC 95%: 0,833-0,909)] y superior al
de la PCT [0,787 (IC 95%: 0,736-0,838)] (Figura 29). Ahadir la determinacion de LEU [AUC
para LEU 0,480 (IC 95%: 0,414-0,547)] a la medicion de MDW no mejord el rendimiento
[MDW+LEU: 0,877 (1C95%: 0,838-0,910)] para el diagndstico de SEPSIS-3. La combinacion
de dos biomarcadores con el mejor AUC fue MDW mas PCR [MDW+ PCR: 0,909 (IC95%:
0,873-0,938)]. Sin embargo, ninguna de las diferentes combinaciones analizadas mejord
el rendimiento diagnostico que el MDW por si solo, tal y como se puede comprobar en

los intervalos de confianza (Tabla 16).
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Figura 29. Curvas ROC de rendimiento para el MDW, PCR y PCT en el diagnéstico de sepsis. MDW:
Monocyte Distribution Width. PCR: Proteina C reactiva. PCT: Procalcitonina.
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Tabla 16. Rendimiento diagnéstico de los diferentes biomarcadores

combinaciones.

Biomarcador AUC Sensibilidad Especificidad VPP VPN LR+

(95% IC) (95% IC) (95% IC) (95%IC) (95%1IC) (95% IC)

MDW 0,877 80,6 84,5 78,6 86,0 5,20
(0,841-0,914) (73,1-86,7) (78,7-89,2) (72,5-837) (81,4-89,6) (3.7-7,3)

LEU 0,480 84,2 342 47,9 75,1 1,28
(0414-0547)  (78,5-89,0)  (268-421) (447-51,1) (673-81,6) (1,1-1,5)

PCR 0,871 81,3 81,44 75,9 85,8 438
(0,833-0909) (742-87,1)  (752-867) (699-810) (81,3-894) (3.2-509)

PCT 0,787 70,6 76,5 68,3 784 3,00
(0,736-0,838) (62,7 -77,7) (69,7-824) (620-740) (73,7-824) (23-40)

0,877 ) - - - )
MDW+LEU  (838-0,910)

0,909 ) ] ) ) )
MDW+PCR (0,873-0,938)

0,891 ) ) ) ) )
MDW+PCT (0 g52-0,923)

0,891
PCR+PCT (0,852-0,922)

0,917
MDW+PCR+PCT (0,881-0,945) - - - - -

y sus

LR-
(95% IC)

0,23
(0,2-0,3)

0,46
03-07)

0,23
(0,2-0,3)

0,38
03-05)

MDW: Monocyte Distribution Width. LEU: leucocitos totales. PCR: Proteina C reactiva. PCT: Procalcitonina.
AUC: Area bajo la curva. PPV: valor predictivo positivo. VPN: valor predictivo negativo. LR+: cociente de

probabilidad positivo LR-: cociente de probabilidad negativo.

El punto de corte de MDW de 21,5, recomendado para el diagnoéstico de pacientes que

acuden a urgencias, mostréo una sensibilidad del 89,9% (IC 95%: 82,6-93,5) y una

especificidad del 66,5% (IC 95%: 59,5-73,0). El cociente de probabilidad positivo (LR+)

fue de 2,65 (IC 95%: 2,20-3,30) y el negativo (LR-) fue de 0,17 (IC 95%: 0,10-0,30), con un

valor predictivo negativo del 91,1%. Nuestro estudio mostré una probabilidad pretest de

diagnostico de sepsis (prevalencia de sepsis) del 46,4%. Con dicha prevalencia, se obtuvo

gue un valor normal de MDW, inferior o igual a 21,5, se asocié a un riesgo bajo de sepsis

del 10%, mientras que un resultado anormal del MDW superior a 21,5, aumentaba la

probabilidad de tener sepsis hasta un 70%.
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Segun el analisis longitudinal, el MDW ajustado por edad, sexo y puntuacion SOFA se
asocio con la mortalidad hospitalaria relacionada con la sepsis [OR: 1,06 (IC 95%: 1,04 -
1,09); p < 0,01]. Sin embargo, segun el analisis ROC, el MDW no demostré capacidad
para identificar la mortalidad hospitalaria relacionada con la sepsis en el momento del
ingreso, con un AUC de 0,588 (IC 95%: 0,461-0,714). El valor de corte de MDW mas
preciso calculado mediante el indice de Youden al ingreso fue 27,20, mostrando una
sensibilidad del 81,2% (IC 95%: 59,7-94,8) y una especificidad del 46,2% (IC 95%: 35,6-
56,9). El valor de MDW al tercer dia mostré una clara tendencia a identificar a los
pacientes sépticos con baja probabilidad de muerte AUC [0,643 (IC 95%: 0,523-0,763). El
valor de corte del MDW calculado mediante el indice de Youden al tercer dia fue inferior
a 25,1 demostré una sensibilidad del 83,3% (IC 95%: 58,6-96,4) y una especificidad del

48,3% (IC 95%: 37,4-59,3) para identificar a los pacientes que sobreviviran.

La monitorizacién de los valores medios de MDW se pueden consultar en la Figura 30,
observando dos tendencias bien diferenciadas. En los pacientes sépticos el valor del
MDW disminuye, indicando una buena evolucion global de estos pacientes durante su
ingreso en UCI (Figura 30 A, linea naranja), a pesar de no llegar a valores medios inferiores
a 21,5. Por otro lado, los pacientes no sépticos que ingresan en UCI mantienen valores
invariables en el paso de los dias (Figura 30 A, linea verde). Analizando en detalle el grupo
de pacientes no sépticos y desglosandolo en dos; aquellos pacientes que se infectan
durante el ingreso (Figura 30 B, linea roja), de los que permanecen sin infeccién (Figura
30 B, linea verde), se observd que aquellos pacientes que no se infectan durante su
ingreso mostraron un resultado de MDW inferior a 21,5 de manera mantenida (Figura 30
B, linea naranja), pudiendo ser un buen valor indicador de deteccidn precoz para sepsis

oculta.
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Figura 30. A) Seguimiento del MDW pacientes sépticos (linea naranja) y no sépticos (linea
verde) durante el ingreso en UCI. B) Monitorizacion del MDW en pacientes que se infectan
durante su estancia en UCI (linea amarilla).
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5.3.3. Estudio 3.3. Eficacia del MDW como biomarcador de
cribado en la identificacion de pacientes con COVID19 que
acuden a urgencias.

Las caracteristicas clinicas y los resultados de los biomarcadores para los dos grupos
analizados se muestran en la Tabla 17. Pacientes COVID19 positivos mostraron un valor
de MDW de 26,0 (23,2-28-6), significativamente superior que en los pacientes COVID19
negativo que fue de 20,6 (18,5-22,8) (p<0,001) (Figura 31).

El MDW mostré un rendimiento diagnoéstico significativo con una AUC de 0,782 (1C95:
0,739-0,824) para la identificacion de pacientes con COVID19. El punto de corte de 21,5
(valor de MDW validado para la identificacién de sepsis en urgencias) mostré una
sensibilidad de 87%, especificidad de 57%, VPP de 72% y un VPN de 78%. Estos
resultados se obtuvieron teniendo en cuenta la elevada prevalencia del 66% (basada en
el niumero total de casos positivos y negativos durante el periodo de estudio, 348/523)
para COVID 19 en el momento algido de la pandemia. Estimaciones en brotes posteriores

de COVID19 con prevalencias cercanas al 15% aumentan el VPN hasta un 96%.

Respecto a la estratificacién de la gravedad de la COVID19, en la Figura 32 se observa
como el MDW aumenta con la gravedad de la enfermedad. En comparacién con un MDW
normal, un MDW patologico > 21,5 aumenta las probabilidades de que los pacientes con
COVID19 estén gravemente enfermos, con una odds ratio de 54 (1,9-15,5) para la
estratificacion grave y de hasta de 10,4 (2,5-44,1) para la critica. Estos resultados sugieren
que el MDW es un buen biomarcador para identificar la gravedad de pacientes con

COvVID19.

En relacién a la estancia hospitalaria, valores elevados de MDW se asociaron a una mayor
duracién del ingreso hospitalario, como se muestran en la curva de Kaplan-Meier de la
Figura 33. La media de dias de hospitalizacion para un MDW normal respecto un MDW

patoldgico > 21,5, fue de 6 dias frente a 17 dias, respectivamente (p< 0,001).
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Tabla 17. Caracteristicas demograficas, clinicas y analiticas de los pacientes

incluidos en el estudio.

COVID-19 Negativo

COVID-19 Positivo

Sexo y Edad Total 523
y (N=175) (N=348)
Muijer (No. %) 90 (51,4%) 142 (42,5%) 238 (45,5%)
Hombre (No. %) 85 (48,6%) 200 (57,5%) 285 (54.5%)
Edad, afios (Mediana, 1Q) 61,0 (45,5-76,0) 59,0 (48,0-72,0) 59,0 (47,0-73,5)
Severidad (No. %)
Leve 201 (57,8%)
Grave 73 (21,0%)
Critica 74 (21,3%)
Sintomas en urgencias (No. %)
Fiebre 63 (36,0%) 285 (81,9%) 348 (66,5%)
Tos 75 (42,9%) 231(66,4%) 306 (58,5%)
Mucosidad 22 (12,6%) 39 (11,2%) 61 (11,7%)
Fatiga 45 (25,7%) 116 (33,3%) 161 (30,8%)
Disnea 24 (48,0%) 179 (51,4%) 263 (50,3%)
Diarrea 26 (14,9%) 85 (24,4%) 111(21,2%)
Otros 79 (45,1%) 143 (41,1%) 222 (42,4%)
Respiratory Treatment (No. %)
Canula de alto flujo 36 (10,3%)
Ventilacién mecanica no invasica 44 (12,6%)
Ventilacién mecanica invasiva 24 (6,9%)
Radiografia (No. %)
Condensacion pulmonar 25 (14,3%) 59 (17,0%) 84 (16,1%)
Infiltracion Bilateral Pulmonar 17 (5,71%) 235 (68,7%) 256 (48,5%)
Biomarcadores [Median, IQR)
IL-6 (pg/mi) 2,8 (3,2-50,8) 30,2 (12,8-75,7) 24,0 (6,3-70,5)
Dimero-D (ng/ml)  510,0(280,0-1662,0) 634,5 (365,8-1115,0) 577,0 (332,0-1158,0)
MDW 20,6 (18,5-22,7) 25,5(22,3-28,3) 24,1 (20,6-27,6)
LEU (x10%/uL) 9,1(7,1-11,8) 6,6 (5,1-3,8) 7,3(5,7-9,8)
PCT (ng/ml) 0,05 (0,02-0,13) 0,09 (0,04-0,24) 0,07 (0,03-0,20)
PCR{mg/L) 11,6 (2,5-60,1) 67,0 (16,7-132,1) 47,0 (8,1-115,4)

*p<0,001

p=0,305
*p<0,001
*p<0,001
*p<0,001
*p<0,001

Disposicién de los pacientes

Estancia hospitalaria (Mediana, 1Q)
Estancia en UCI (Mediana, 1Q)
Mortalidad (No. %)

7,5 (4,0-13,0)
3,0 (3,0-3,0)
13 (7,42%)

10,0 (5,0-17,5)
12,5 (8,0-38,3)
47 (13,5%)

9,0 (5,0-16,0)
12,0 (7,5-37,5)
60 (11,5%)

IL-6: interleucina 6. MDW: monocyte distribution width. LEU: recuento de leucocitos. PCT: procalcitonina.

PCR: proteina C reactiva.
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6.DISCUSION
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El hemograma es una de las pruebas de laboratorio solicitadas con mayor frecuencia por
parte de los clinicos; es facilmente realizable y altamente rentable, aportando una
informacion valiosa en la orientaciéon diagnostica de diversas enfermedades, tanto
hematoldgicas como no hematoldgicas. Su determinacion incluye el analisis cuantitativo
y cualitativo en sangre periférica de las tres series hematopoyéticas: eritrocitaria,

leucocitaria y plaquetar.

En la actualidad los analizadores hematimétricos combinan varias metodologias
analiticas junto a algoritmos complejos con el fin de proporcionar la maxima informacion
celular posible de manera exacta y reproducible. Ademas, las tecnologias disponibles en
los analizadores de hematologia permiten disponer de nuevas magnitudes celulares,
denominadas “Cell Population Data” (CPD), que reflejan de manera especifica y
cuantitativa caracteristicas morfoldgicas de determinadas poblaciones celulares, como

los eritrocitos, reticulocitos, neutréfilos, linfocitos o monocitos.

En la actualidad, a pesar del potencial clinico que pueden mostrar, la mayoria de los CPDs
proporcionados por los analizadores hematoldgicos son magnitudes consideradas RUO
(for research use only) o de investigacion, no pudiendo ser, de momento, reportables en
el informe analitico. Es por ello necesario realizar evaluaciones analiticas completas y

estudios clinicos que validen el uso de los CPDs en la practica clinica.

Los resultados obtenidos en los diferentes trabajos que componen la presente tesis
doctoral demuestran la utilidad clinica de los CPDs en diferentes escenarios. Su
incorporacion en la practica asistencial permitiria detectar cambios morfologicos en las
células sanguineas en respuesta a diferentes procesos clinicos, mejorando la deteccion

precoz de determinadas enfermedades.

Los CPDs de serie roja obtenidos en el hemograma, constituidos por los CPDs de la
poblacion de eritrocitos (NonRET) y de reticulocitos (RET), pueden cuantificar
las caracteristicas morfométricas de ambas poblaciones celulares y discriminar de
manera rapida y sencilla entre BT y AF. Los CPDs analizados en el estudio muestran de
manera individual un buen rendimiento diagndstico entre AF y BT. Este rendimiento se

incrementa cuando combinamos varias magnitudes clasicas del hemograma con los CPD
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estudiados, potenciando el poder discriminatorio entre las dos entidades. Con este
propésito se obtuvo la férmula CMI, que pretende potenciar las diferencias celulares
entre AF y BT, mejorando asi la precisién diagnostica. La formula CMI consiguié el mejor
rendimiento con una AUC de 0,98. Dicha formula CMI se obtuvo teniendo en cuenta los

resultados individuales de los CPDs y las siguientes consideraciones:

- En el numerador de la férmula se incluyen las magnitudes que presentan un mayor
valor en las BT respecto a las AF, como son: el recuento de RBC y la conductividad
de la poblacién RET (MN-C-RET y SD-C-RET).

- En el denominador se incluyen aquellas magnitudes que, de manera significativa,
presentan un menor valor en las BT que en las AF. Estas magnitudes son MN-V-

NonRET, ADE-SD y VCM.

El estudio realizado ha demostrado los buenos resultados obtenidos en la férmula CMI
mediante, primero, la comparacion con otras férmulas e indices publicados en la
literatura cientifica y, segundo, validando la formula CMI en una cohorte prospectiva. Al
aplicar las diferentes formulas descritas (49-56) en nuestra poblacion, se obtienen
algunas AUC con rendimientos cercanos al 95%, pero ninguna supera el conseguido por
la formula CMI. Nuestra férmula es la que presentd un mayor rendimiento diagnostico,
del 98% con un indice de Youden de 0,89. La férmula CMI, Unica descrita hasta el
momento que combina CPDs de eritrocitos y reticulocitos, junto a magnitudes del
hemograma, consigue la mayor sensibilidad entre todas las formulas comparadas en una
cohorte amplia de pacientes (cerca de 500), con una muy alta especificidad, reduciendo
asi la presencia de falsos positivos y consecuentemente, la realizacién de pruebas
complementarias innecesarias. En la cohorte de validacién, los buenos resultados de
sensibilidad y especificidad se mantuvieron, obteniendo Unicamente una tasa de falsos

positivos del 7,5%.

A pesar de los buenos resultados obtenidos, el primer trabajo presenta algunas
limitaciones que cabe mencionar. Nuestra formula CMI esté validada sélo para pacientes
adultos mayores de 18 afios. A pesar de que durante la realizacién del estudio se ha
comprobado la férmula de manera esporadica en algunos pacientes pediatricos,

obteniendo buenos resultados y clasificando correctamente aquellos pacientes con BT,
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seria necesario reproducir los resultados del trabajo en una mayor cohorte de pacientes
menores de 18 afios. Asi mismo, en este trabajo no se han incluido pacientes con a-
talasemia debido a que la expresién analitica de la a-talasemia es muy variable pudiendo
enmascarar los resultados obtenidos. A menudo, las a-talasemias cursan con muy
discreta microcitosis y sin poliglobulia, e incluso en ocasiones pueden cursar con
ausencia de microcitosis pudiendo mostrar un hemograma sin alteraciones significativas
(56). Al igual que en la gran mayoria de trabajos publicados en la literatura cientifica, es
de suponer que la formula CMI obtenida en este trabajo discrimine mejor los pacientes
con diagnéstico de BT que con a-talasemia (56-58). Respecto a los pacientes con BT que
cursan con ferropenia, las férmulas discriminantes publicadas en la literatura clasifican a
estos pacientes como AF. Esta clasificacion inicial no es del todo errénea, siendo
necesario el tratamiento con hierro para corregir el déficit. Es lo ocurrido en 2 de los 3
pacientes clasificados como AF en la cohorte de validacién. Los dos pacientes tenian un
diagnéstico previo de BT y en el momento del estudio presentaban ferropenia. A pesar
que la férmula CMI discrimina correctamente estos pacientes, seria necesario analizar
con mas detalle los pacientes con BT y ferropenia, ya que no se trata de un fenébmeno

inusual (17, 18).

La implementacion de la formula CMI en el flujo de trabajo de rutina optimizaria los
procedimientos y mejoraria el diagnostico de BT y AF. Su implementacion requeriria la
transmisién online de los resultados de los CPDs y la ejecucion de la féormula en el sistema
Middleware de los analizadores, o bien directamente en el sistema informatico del
laboratorio. En la Figura 35 se propone un flujo de trabajo sobre el diagnostico diferencial
de las microcitosis una vez implementada la féormula. La aplicacion de la formula CMI
en la rutina diaria mejoraria los procedimientos de trabajo, automatizando y optimizando
la ampliacion de aquellas pruebas analiticas adicionales, como las relacionadas con el
metabolismo del hierro o el estudio de hemoglobinopatias, necesarias para el

diagnéstico definitivo de las dos entidades.
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Figura 35. Diagnéstico diferencial de las microcitosis. Flujo de trabajo propuesto con la
incorporacion de la formula CMLI.

En resumen, la férmula CMI constituiria una buena herramienta en el cribado inicial entre
BT y AF, mejorando el rendimiento diagnostico de las formulas publicadas hasta el
momento y permitiendo ampliar aquellas pruebas complementarias necesarias para el
diagnostico definitivo y tratamiento adecuado de las dos entidades. Ademas, la
aplicacion de la férmula no requiere ningin coste afiadido obteniéndose

automaticamente de manera rapida y sencilla en la realizacion del hemograma.

Por otro lado, la hematimetria también juega un papel clave en la deteccion y diagndstico
de la gran mayoria de hemopatias con expresion periférica. La sospecha inicial de los
sindromes mielodisplasicos (SMD) se basa, primero, en la aparicion de citopenias en
sangre periférica, donde el hemograma tiene un papel fundamental, y posteriormente
en la deteccion de displasia morfolégica en la revision del frotis de sangre periférica.
Mientras que el hemograma ofrece rapidamente unos resultados cuantitativos precisos
y reproducibles, la revision citolégica para la deteccion de displasia no esta exenta de
ciertas limitaciones; requiere tiempo para su realizacion, experiencia por parte del

observador y muestra una elevada subjetividad entre observadores. La incorporacion en
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el proceso asistencial de nuevas magnitudes morfométricas cuantitativas, como los CPDs,
rentabilizaria el uso del frotis de sangre periférica, mejorando la deteccion precoz de
pacientes con SMD. Los resultados obtenidos en los 3 estudios desarrollados, y que
forman parte del trabajo 2, demuestran que los CPDs de la poblacion de neutrofilos
son magnitudes morfométricas que reflejan de manera precisa y fiable la presencia de
displasia en la poblacion de neutréfilos, constituyendo una buena herramienta para

identificar la presencia de un SMD.

El estudio 2.1 demuestra qué caracteristicas morfologicas como el tamafio, la estructura
nuclear y la complejidad de los neutrofilos en pacientes con SMD pueden ser valoradas
mediante el analisis cuantitativo de los CPDs y diferenciarlos asi, de la poblacidon normal.
Dichos neutréfilos se caracterizan por presentar un menor tamafio celular, cuya
cuantificacion esta representada por el CPD de Volumen, mostrando un menor volumen
celular medio (MN-V-NE) respecto a neutréfilos de pacientes sin SMD. Otra
caracteristica citolégica que pueden mostrar los neutréfilos en los SMD es la
hipercondensacién de la cromatina del nucleo (26). La presencia de esta caracteristica
morfoldgica produce una disminucion en la conductividad de los neutrofilos, mostrando
una menor C respecto a la de una poblacién de neutréfilos sin displasia. Mediante la C
obtenida por la tecnologia VCSn, se analiza la estructura interna celular, proporcionando
informacion tanto de la relacidon nucleo/citoplasma como de la estructura del nucleo y
su cromatina. De este modo, valores disminuidos de MN-C-NE y SD-C-NE identifican
cambios en la condensacion y estructura del ndcleo en neutréfilos de pacientes con SMD.
A su vez, el grado de segmentacién del nucleo y de la granulacion citoplasmatica,
caracteristicas que representan la complejidad celular en los neutréfilos, también puede
ser cuantificada de manera precisa mediante la dispersion laser (Sn) en el analizador DxH,
tal y como se demuestra en los resultados obtenidos en los 3 estudios realizados. Los
angulos de dispersion medio (SM), alto (SU) y bajo (SL) muestran una disminucion de la
MN junto a un aumento de la SD, indicando en conjunto una menor complejidad celular.
La disminucién de la MN posicional se explica por la presencia de neutréfilos
hipogranulados e hiposegmentados que dan lugar a una menor dispersion media,
respecto a una poblacion sin neutréfilos displasicos. Respecto al aumento enla SD en la
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poblacion con SMD, se debe a la variacién de la proporcion entre neutréfilos displasicos
y no displasicos en las muestras, ya que coexisten ambos. La presencia de neutrofilos
displasicos incrementa la variabilidad de la poblacién de neutréfilos y su porcentaje
dependera tanto del tipo como del estadio del SMD. En cambio, en una poblacién
normal, sin displasia, no existe esta variacion displasica ya que todos los neutréfilos son
normales, obteniendo unas SD mas bajas. De este modo, los CPDs de dispersion laser
reflejan la presencia de displasia granulocitica siendo buenos biomarcadores para

diferenciar pacientes con SMD de poblacion sin estas alteraciones.

Inicialmente, la sospecha diagnostica de los SMD se basa en la aparicion de una citopenia
en sangre periférica, que junto con otros valores del hemograma condiciona la revision
del frotis de sangre periférica para poder detectar la presencia o no de displasia.
Determinadas enfermedades que cursan con citopenias crénicas, como la ERC o la HPT,
pueden dificultar la deteccion de un SMD. Los resultados obtenidos en el estudio 2.2
demuestran que los CPDs de la poblacién de neutrofilos son Utiles en la distincidén entre
un SMD vy otras citopenias no clonales, en especial los angulos medios, MN-SM-NE,
MN-SU-NE y MS-SU-NE. Las combinaciones evaluadas en el estudio 2.2 han permitido
mejorar el rendimiento diagnéstico hasta conseguir, a partir del indice SMD, una AUC
de 0,911. El indice SMD combina los 4ngulos de dispersion MN-SU-NE y MN-SL-NE
con el porcentaje de neutrédfilos presente, corrigiendo asi la posible variabilidad
morfologica. Esta formula se definié teniendo en cuenta aquellos angulos que mejor
representaban la presencia de displasia y ajustandolos por el recuento de neutréfilos en
porcentaje al tratarse de pacientes con citopenias. Un punto de corte de 110 en el indice
SMD muestra una sensibilidad de 90,8% y una especificidad de 78,3% para la deteccién

de SMD respecto a otras citopenias secundarias.

Finalmente, los resultados obtenidos en el estudio 2.3 corroboran que los CPDs pueden
constituir una herramienta objetiva en la deteccion de displasia, mejorando la elevada
variabilidad y subjetividad que presenta la observacion al frotis de sangre periférica. En
este caso, respecto a las alteraciones displasicas en los neutréfilos, los CPDs de dispersion
laser correlacionan mejor con la presencia de hipogranulacion del citoplasma, que de
hiposegmentacion del nucleo. Los resultados del estudio 2.3 demuestran que el grado
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de hiposegmentacion e hipogranulacion correlacionan negativamente y de manera
significativa con los CPD de dispersién. Eso significa que, a mayor nimero de neutréfilos
displasicos, menor valor muestran los CPDs de dispersién, tales como el MN-SM-NE o

MN-SU-NE.

En resumen, el uso de los CPDs de la poblacion de neutrofilos nos permite
diferenciar a pacientes con displasia de poblacién normal, asi como de otras citopenias
no clonales, constituyendo una buena herramienta objetiva y reproducible para el

diagnéstico precoz de pacientes con SMD.

A pesar de los avances terapéuticos de la medicina, la sepsis continla siendo un
problema sanitario de gran envergadura, no solo por la morbilidad y mortalidad que se
asocian con ella; sino también, por el consumo de recursos que conlleva (35). Cada
retraso en la identificacién de la sepsis supone un incremento exponencial en la
morbimortalidad para el paciente. Por lo contrario, las intervenciones que puedan
permitir un diagndstico mas temprano y una mayor alerta en aquellos enfermos
potencialmente graves garantizaran planes terapéuticos que seran de gran ayuda para
disminuir dicha morbimortalidad (37, 60). En la actualidad no existe un gold standard
para la identificacién de la sepsis y su diagndstico se basa en la valoracion de escalas
clinicas en ocasiones complejas. Es por ello que se hace necesaria la busqueda de
biomarcadores que reflejen el proceso fisiopatolégico de la sepsis con el objetivo de
conseguir una identificacién lo mas rapida posible y con ello un mejor manejo clinico del

paciente (32).

Los resultados obtenidos en los tres estudios llevados a cabo y que forman parte del
trabajo 3, demuestran que el MDW, un CPD de la poblacion de monocitos y que
representa la DS-V-MO, es un buen indicador precoz para el diagndstico de sepsis,
pudiendo constituir una herramienta fundamental en el abordaje de una enfermedad
con un gran impacto clinico. Ademas, el MDW permite identificar aquellos pacientes con
infeccion por SARS-CoV-2, teniendo también un papel clave en el desarrollo de otra

enfermedad infecciosa importante como es la COVID19.
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Los monocitos son células del sistema inmune innato que participan, junto a los
neutrofilos, como segunda linea de defensa. Son capaces de detectar la presencia de
patdgenos en nuestro organismo e instruir al sistema inmune adaptativo para su control
y eliminacion (61). Los monocitos juegan un papel importante en la aparicion y desarrollo
de la sepsis, participando en dos procesos clave de su patogenia: en una fase
hiperinflamatoria con secrecién excesiva de citoquinas y mediadores proinflamatorios y
en otra fase de inmunosupresion con secrecién de citoquinas antiinflamatorias. En el
curso de la sepsis, los monocitos en sangre periférica sufren una polarizacion entre su
estado hiperinflamatorio y el de inmunosupresion, alterando su funcionalidad y
estructura celular (62, 63). La heterogeneidad de las subpoblaciones de monocitos en
sangre periférica permanece estable en condiciones fisiologicas normales, pero se ve
incrementada en respuesta a diversos procesos infecciosos como la sepsis o la COVID19.
Estos procesos conllevan cambios funcionales y conformacionales de los monocitos,
produciendo su estimulaciéon celular, secrecion de citoquinas pro y antiinflamatorias e

incremento del tamafio celular, siendo la base para la determinacion celular del MDW.

Al tratarse de un CPD de la poblacion de monocitos, el MDW se obtiene
automaticamente en la medicion del hemograma, proporcionando unos resultados
cuantitativos precisos de manera rapida y fiable. A diferencia de otros CPDs, el MDW
dispone de dos controles de calidad, el control COULTER LATRON CP-X latex para el
seguimiento de la tecnologia VCSny el control valorado COULTER 6C Plus Cell que valora
cuantitativamente las magnitudes que componen el hemograma, incluyendo tanto la
concentracién de monocitos como el MDW, permitiendo asi la deteccion de posibles

desviaciones y conseguir asi un adecuado seguimiento analitico.

El primer estudio realizado en una cohorte de pacientes europeos que acuden al servicio
de urgencias confirma la validez clinica y precision diagnéstica del MDW para la
identificacion temprana de sepsis, obteniendo un punto de corte dptimo para el tubo
EDTAK3 de 21,5. Este punto muestra una diferencia de 1,5 puntos respecto al EDTAK2
que es de 20,0 (45, 46). Un valor de MDW superior a 21,5 puede alertar de una sepsis
potencial, incluso en pacientes que inicialmente no presenten sospecha clinica. La
obtencion del MDW en pacientes que llegan a los servicios de urgencias, afiadiria valor
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a las escalas de criterios clinicos mas utilizadas, como SIRS o qSOFA, en el diagnéstico
de sepsis. Los buenos resultados obtenidos en el estudio han colaborado a que el MDW
consiga ampliar la marca CE como indicador precoz de sepsis en pacientes que acuden

a urgencias en tubos EDTAK3, ya estando disponible previamente en EDTAK2.

Por otra parte, el estudio realizado en la UCI confirma que el MDW también es un buen
biomarcador para la deteccién de sepsis en estos pacientes. Ademas de constituir una
herramienta para el diagnostico al ingreso en UCI, el MDW ha demostrado ser un buen
indicador para detectar aquellos pacientes que se infectan durante su estancia en UCI.
Las guias actuales sobre el manejo de la sepsis y shock séptico, no recomiendan el uso
de ningun biomarcador analitico para el prondstico y seguimiento de pacientes con
sepsis (42). Es por ello importante los resultados obtenidos en la UCI. Un valor de MDW
superior a 21,5 es Util para detectar una sepsis antes de sus manifestaciones clinicas. La
monitorizacion analitica mediante el MDW seria una estrategia viable y agil para el

seguimiento de pacientes ingresado en UCI, pudiéndose realizar diariamente.

Tanto el estudio realizado en urgencias como en la UCI confirman que el MDW muestra
un rendimiento comparable a la PCR y superior a la PCT. A diferencia de la PCR o PCT, el
MDW no necesita una centrifugacion previa con el retraso de tiempo que puede suponer,
ya que como se ha comentado anteriormente, se obtiene rapidamente y de forma
automatica en la medicion del hemograma. Ademas, el MDW presenta la ventaja frente
otros biomarcadores que sus valores aumentan independientemente del tipo de
microorganismo causante. De esta forma, a diferencia de la PCT y PCR, podemos
encontrar aumentos del MDW tanto en infecciones bacterianas como viricas o fungicas

(64).

En los diferentes estudios se ha comprobado con el MDW aumenta a medida que
incrementa la gravedad de los pacientes, tanto sépticos como con COVID19. Este hecho
indica que el MDW es un buen biomarcador para predecir la gravedad de los pacientes,
pudiendo identificarlos y actuar rapidamente sobre ellos. Un valor superior a 21,5
incrementa significativamente la probabilidad de presentar una mayor gravedad de
sepsis y de COVID19. Ademas, valores superiores a 21, 5 de MDW estan relacionados con

una mayor estancia hospitalaria.
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Es necesario comentar que existen determinadas enfermedades que afectan a las
poblaciones celulares, principalmente enfermedades hematologicas e inmunolégicas
que interfieren en la medicion del MDW. Por otro lado, en el caso que exista una
poblacion disminuida de monocitos en sangre periférica (< 0.1 x10%/L) el analizador no
puede obtener un resultado fiable de MDW ya que no se puede integrar de manera
precisa, emitiendo un error de medicion. También es importante destacar que hasta el
momento se desconoce el papel que puede jugar el MDW en la poblacién pediatrica,
pero con los buenos resultados obtenidos en adultos, podria ser un biomarcador

prometedor en este tipo de pacientes.

En resumen, la consideracién de un nuevo biomarcador celular relacionado con la
poblacion de los monocitos, como es el MDW, en los algoritmos diagndsticos

mejoraria la deteccion precoz de pacientes con sepsis, asi como con COVID19, ayudando

a los clinicos a evaluar la gravedad y el pronostico de la enfermedad en estos pacientes.
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7.CONCLUSIONES
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En la presente tesis doctoral, los resultados obtenidos en los diferentes estudios

realizados y que constituyen los 3 trabajos desarrollados, dan respuesta a la hipotesis

general de la tesis, concluyendo que los CPDs de diferentes poblaciones celulares,

obtenidos en el hemograma, son magnitudes morfométricas que contribuyen a mejorar

el diagnostico precoz y pronédstico de distintas enfermedades, tanto hematoldgicas

como no hematoldgicas.

A continuacion, se enumeran las principales conclusiones derivadas de los estudios que

componen la tesis doctoral:

1.

Los CDPs en las poblaciones de eritrocitos y reticulocitos permiten diferenciar entre
las dos principales causas de microcitosis, la AF y la BT. La generacién de la féormula
CMLI, integrada mediante la combinacién de magnitudes clasicas del hemograma y
los CPDs de serie roja, incrementa el poder discriminatorio entre las dos entidades,
obteniéndose automaticamente de manera rapida y sencilla en la realizacién del
hemograma sin ningun coste afadido. La implementacién de la férmula CMI en los
procedimientos de rutina constituiria una buena herramienta en el cribado inicial
entre BT y AF, mejorando el rendimiento diagnéstico y optimizando los flujos de
trabajo, permitiendo ampliar aquellas pruebas complementarias necesarias para el

diagnéstico definitivo y tratamiento adecuado de las dos entidades.

Los CDPs de la poblacion de neutréfilos permiten identificar cambios morfolégicos
en el tamafo, la estructura nuclear y la complejidad celular, detectando
cuantitativamente la presencia de displasia granulocitica en sangre periférica. De este
modo, el uso de los CPDs de neutroéfilos permite diferenciar a pacientes con SMD
de poblacién normal, asi como de otras citopenias no clonales mediante el indice
SMD, constituyendo una buena herramienta objetiva y reproducible para el

diagnostico precoz de pacientes con SMD.

El MDW es un buen biomarcador precoz para el diagnostico de sepsis tanto en
pacientes que acuden a urgencias como en ingresados en UCI, incluso en pacientes

con baja sospecha clinica, mostrando un elevado rendimiento diagndstico

100



adelantandose asi a la aparicion de las manifestaciones clinicas. Ademas, permite la
deteccidn de pacientes infectados con SARS-CoV-2 en urgencias. Asi mismo, niveles
elevados de MDW se correlacionan con la gravedad y el pronéstico de la enfermedad
en pacientes con sepsis, asi como en pacientes con COVID19. Su determinacion se
realiza de manera rapida mediante la realizacion del hemograma, obteniendo unos
resultados en pocos minutos, a diferencia de otros biomarcadores determinados en
suero. Por tanto, su implementacion en los procedimientos de trabajo, tanto clinicos
como de laboratorio, incrementaria la deteccion precoz, ayudando a los clinicos a
evaluar rapidamente la gravedad de la enfermedad, mejorando el prondstico de la

en estos pacientes.
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8.LINEAS DE INVESTIGACION
FUTURAS
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De la presente tesis doctoral, se derivan las siguientes lineas de investigacion futuras:

v

Estudiar la variabilidad biolégica que pueden presentar los diferentes CPDs. La
obtencion de resultados de variacion bioldgica de CPDs podrian ayudar a
establecer unas especificaciones de calidad analitica adecuadas para estas
magnitudes y poder estudiar el valor de referencia del cambio, para contribuir a

una mejora diagnostica.

Evaluar los CPDs de la poblacion de eritrocitos y reticulocitos en el diagnostico
diferencial de las anemias hemoliticas. Este estudio mejoraria la deteccion de
esferocitos en sangre periférica y podria contribuir a la deteccion de esferocitosis

hereditaria frente a otros tipos de anemias hemoliticas.

Analizar la utilidad de los CPDs en el diagndstico de anemias carenciales por
déficit de vitamina B12 y/o folato. Resultados preliminares de CPDs en las
poblaciones de neutrofilos y monocitos podrian mejorar el diagndstico

diferencial de las anemias macrociticas.

Analizar el papel de los CPDs de la poblacion de linfocitos en el diagnostico
diferencial de las linfocitosis, pudiendo identificar precozmente aquellas

linfocitosis de origen clonal (hematoldgicas) de las linfocitosis viricas.

Evaluar la utilidad clinica del MDW en el diagnostico y prondstico de sepsis en la

poblacion pediatrica.

Estudiar los valores de los CPDs de la poblacién de monocitos en pacientes con
diagnostico de leucemia mielomonocitica cronica, con el objetivo de adelantar

su identificacion y contribuir al diagndstico diferencial de las monocitosis.
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10.1. Publicaciones a congresos nacionales e internacionales

10.1.1. Uselfulness of Lymphocye CPD parametres in Beckman Coulter
DxH900 Hematology analyzer in lymphoproliferative chronical disorders
and viral infection diagnosis.

Gonzélez-Rodriguez P, Garcia Garcia B., Martinez-Iribarren A, Leis-Sestayo A., Tejedor-Ganduxé
X., Morales-Indiano C. Uselfulness of Lymphocye CPD parameters in Beckman Coulter DxH900
Hematology analyzer in lymphoprolifertive chronical disorders and viral infection diagnosis.

Int Inl. Lab. Hem. 2023; 45 (Suppl. 3) 3-137:41.
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ume, conductivity and the different light scattering angles (SM, SU,
SL, SA, AL2)) on the Unicel-DxH900 (Beckman Coulter). A validation
cohert of 32 mononucieosis and 52 LPD was included to validate the
results obtained in the initial analysis. Parameters were compared
using ANOVA test and the Bonferroni-Tukey test (post-hoc analysis).
ROC curves were analyzed to evak the di ic perf e of
the parameters and a cut-off point was selected through Youden's
index. The sensitivity (S), specificity (E), positive predictive value (PPV)
and negative predictive value (NPV) of the selected cut-off was calcu-
lated. Results: Most CPD parameters showed statistically significant
differences between groups (table 1) Mean lymphocyte volume (MN-
V-Li) was the parameter with better discriminant efficlency in LPD
versus  Mononudieosis  (AUC = 0.882; 95% & 0.845-0.919.
p <0.001) A MN-V-Li <90 cut-off point was selected showing a
PPV = B98%, NPV = 77.1%, S = 84.6% and E = B44% to detect
LPD in the validation cohort. Condusions: Lymphocyte volume is a
candidate positional parameter to be included in the decision aigo-
rithms of lymphocytosis. The inclusion of CPD data in the decision
algorithms of routine clinical practice involves the optimization of the
resources available to the laboratory and may provide highly valuable
objective information.
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10.1.2.

diagnosis of microcytic anemia.

Clinical implementation of a new formula in differential

Elena Rufo-Vicente, Alba Leis-Sestayo, Alicia Martinez-Iribarren, M. Angels Sala-Sanjaume, M.
Angel Garcia-Martin, Komal Qayyum, Joel Rodriguez-Ayala, Cristian Morales-Indiano. Clinical

implementation of a new formula in differential diagnosis of microcytic anemia.
Int. Jnl. Lab. Hem. 2023 45 (Suppl. 1) 1-211: 151.

CLINICAL IMPLEMENTATION OF A NEW FORMULA
IN DIFFERENTIAL DIAGNOSIS OF MICROCYTIC
ANEMIA.

Elena Rufo-Vicente. Alba Leis-Sestayo, Alicia Martinez-
Iribarren, MAngels Sala-Sanjaume, MAngel Garcia-
Martin, Komal Qayyum, Joel Rodriguez-Ayala, Cristian
Morales-Indiano

Laboratory Medicine Department. Hospital Universitan
Germans Trias i Pujol. Badalona. Barcelona., Spain

Introduction: Iron deficiency anemia (AF) and
B-thalassemia (BT) are the leading causes of microcytic
anemia. Differences in the Hematology parameters

of both entities have contributed to the emergence

of various indices to direct the diagnosis towards

one type or another of anemia. Cell Population

Data (CPD) define qualitative characteristics of
different cell populations using VCSn technology in
BeckmanCoulter's DxH analyzers. This technology
combines volume, conductivity and scattering of laser
light at 5 angles, providing a mean and standard
deviation (SD) for each cell population. The aim of the
study was to evaluate the utility of reticulocyte (RET)
and erythrocyte (NonRET) CPD in the differential
diagnosis between AF and BT. Methods: -210
samples(AF:102; BT:108) analyzed by DxH-900 were
included. Erythrocyte and reticulocyte parameters were
collected. Mean and SD of CPD of RET and NonRET
population were analyzed. -278 samples analyzed

by DxH-800 were retrieved from a previous study
(AF:148; BT:130) increasing the number of patients

to 488(AF:250; BT:238). There were no statistically
significant differences between hematology parametres
and CPD of the two cohorts of patients (DxH800 vs
DxH900). -Formula [RBC*(MCRET+SDCRET)*1000)/
(MVNonRET*"RDWSD*MCV) was studied to corroborate
its reproducibility in diferent popuiations. -T-student
test was used to evaluate diffences between groups
(AF and BT)(significant p< 0.05). The area under the
curve(AUC) was calculated by analyzing ROC curves.
The SPSS v25.0 was used. Results: Most of the
parametres analyzed showed significant differences
between the two groups(table 1). Regarding CPD,
conductivity value of RETs and Non-RETs was
significantly higher in patients with BT than in AF(p<
0.001). In contrast, the volume value was significantly
lower(p< 0.001). The AUC showed optimal performance
for all CPD except for SD of volume(table 2). Our
formula [RBC*(M-C-RET+SD-C-RET)*1000)/(M-V-
NoRET*RDW-SD*MCV) showed an AUC of 0.981(95%
C1:0.968-0.993;p< 0.001) for differential diagnosis
between AF and BT (table 2). Cutoff point >3.6 showed
sensitivity of 94.5% and specificity of 94.8% for BT
diagnosis. The Youden index was 89.3%. Conclusions:
Volume and conductivity CPD reflect morphometric
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changes in erythrocyte and reticulocyte populations.
Our formula [RBC*(MCRET+SDCRET)*1000)/
(MVNonRET*RDWSD*MCYV) showed a high
discriminatory capacity between AF and BT. Its
implementation as a screening tool in the daily routine
would be beneficial for the early diagnosis of the type of
anemia.
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10.1.3.

Detecting cytological dysplasia: usefulness of cell morphology

parameters offered by DxH900 hematology analyzer.

Alicia Martinez-Iribarren, Alba Leis-Sestayo, M. Angel Garcia-Martin, Elena Rufo-Vicente, M.
Angels Sala-Sanjaume, Komal Qayyum, Maria Fuster-Perez, Cristian Morales-Indiano. Detecting
cytological dysplasia: usefulness of cell morphology parameters offered by DxH900 hematology

analyzer.

Int. Jnl. Lab. Hem. 2023 45 (Suppl. 1) 1-211: 115.

DETECTING CYTOLOGICAL DYSPLASIA:
USEFULNESS OF CELL MORPHOLOGY
PARAMETERS OFFERED BY DXH900 HEMATOLOGY
ANALYZER

ici inez-lr , Alba Leis-Sestayo, M. Angel
Garcia-Martin, Elena Rufo-Vicente, M. Angels Sala-
Sanjaume, Komal Qayyum, Maria Fuster-Perez, Cristian
Morales-Indiano
Laboratory Medicine Department. Hospital Universitan
Germans Trias i Pujol. Badalona, Spain

Introduction: Recognition of cytological dysplasia(CD)
is the comerstone of diagnosis, classification and
prognosis of myelodysplastic syndromes (MDS).
However, evaluation of neutrophils’CD (nCD) is likely to
show variability among observers. When performing cell
blood count and differential(CBC-DIFF), hematological
analyzers provide the so-called Cell morphology
parameters(CMP), which could be useful in identification
of nCD, especially the ones related to laser scatter,

as they refiect cellular complexity (segmentation and
granularity).The aim of the study was to evaluate if CMP
correlate with nCD as a MDS screening tool. Methods:
83 peripheral blood(PB) samples were included:42 from
MDS patients and 41 from healthy individuals(control-
group). PB smears were revised by two experienced
observers who evaluated % hypogranulated(%hypogr)
and % hyposegmented(%hyposg) neutrophils by

digital microscopy(CellavisionDM9600). Differences
among observers over 10% were corrected with a third
observer. Samples were processed in DxH900 analyzer
(Beckman-Coulter, USA) and neutrophils' CMP were
obtained by VCS technoiogy: volume(MN-V-NE, SD-V-
NE), conductivity(MN-C-NE, SD-C-NE) and laser scatter
in different angles(MN-SM-NE, SD-SM-NE, MN-SU-
NE, SD-SU-NE, MN-SL-NE, SD-SU-NE, MN-SA-NE,
SD-SA-NE, MN-AL2-NE and SD-AL2-NE). Differences
in medians between groups were calculated with
Mann-Whitney test and association between variables
by Spearman correlation. Diagnostic performance

was assessed by ROC curve. Statistical analysis was
performed using SPSS(v.25.0) and MedCalc(v.19.5.3)
Results: Most of the CMP showed differences between
MDS and control group(Table_1). CMP correlated

with presence of hypogranulated or hyposegmented
neutrophils(Table_2), mainly the variation in neutrophils’
volume (SD-V-NE) and cytoplasm granulation (SD-
SU-NE). Individually, SD-SU-NE and SD-V-NE yielded
the best diagnostic performance [AUC(CI95%)] to
predict presence of >10%hypogr (SD-SU-NE: 0,904
(0,834-0,975). SD-V-NE: 0,917(0,834-0,967)) or >10%
hyposg (SD-SU-NE: 0,876(0,784-0,938); SD-V-NE:
0,867(0,773-0,932)). Combination of both increased
AUC to 0.942(0.867-0.982). Conclusions: CMP related
to neutrophil distribution width (SD-V-NE) and complexity
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(SD-SU-NE) refiect CD in neutrophils’ population. Their
implementation in clinical practice could help in early
diagnosis of MDS.
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MN-SM-NE |1 | 0,422 0,067
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MN-SL-NE |r | 0079 0,06
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r:Pearson correlation
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Table 2. CMD correlation with CMP.
© 2023 The Authors
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10.1.4. Distinction between myelodisplastic sindrome and nonclonal
cytopenias by celular morphometric parameters analysis

Cristian Morales-Indiano, Alicia Martinez-Iribarren, Maria Ldépez-Molina, Xavier Tejedor-
Ganduxé, Agueda Ancochea, Carla Fernandez Prendes, M2José Jiménez Lorenzo, M?Angels Sala
Sanjaume, Josep Maria Ribera Santasusana, M?Antonia Llopis Diaz MA., Blanca Xicoy Ciric.
Distinction between myelodisplastic sindrome and nonclonal cytopenias by celular morphometric
parameters analysis.

Int. Jnl Lab. Hem. 2019 417 (Suppl. 2) 1-204:122.
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DISTINCTION BETWEEN MYELODYSPLASTIC

SYNDROME AND NONCLONAL CYTOPENIAS BY MDS. The MDS index showed the highest diagnostic
CELLULAR MORPHOMETRIC ANALYSIS. efficiency differentiating between malignant and benign
CRISTIAN MORALES-INDIANO', ALICIA MARTINEZ-  cylopenias, especially when white cell count is lower.
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present cytopenias and differentiating between a benign — e L U
and a malign pathology is necessary. The complete e
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years, hematology analyzers provide information about e T e
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These morphology parameters (CMPs) could be useful e
in early MDS diagnosis. The aim was to assess i y .
diagnosis el‘ficiency le CMPS in MDS diagmsis &I'Id able 2. Recetver operating charactenstic curve analysts for predicting cytopenias.
compared it with benign cytopenias. Methods: 102 [ ™ T »
patients were included in the study and divided in 3-
groups:23-MDS, 48 patients with hepatopathy(HP) and _ . . Sorsd
31 with chronic renal disease(CRD). The inclusion naw snesm -
criteria were: total leucocytes< 4,0x10%L and cytopenia WOS Inas T
{hemoglobin< 10g/dL, neutrophils< 1,8x10%L and/or S s e -
platelets< 100x10%/L). All samples were run on the DxH- MUY 100
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obtained the CMPs of leucocytes: volume(V),
conductivity(C) and different angle laser dispersion (SM,
8U, 8L, 8A and AL2). The means differences of CMPs
were compared by ANOVA-test. Significant p-values
were those< 0.05. The diagnostic capacity to identify
correctly the MDS with cytopenia was assessed with
ROC curve analysis. Results: We found statistical
difference in neutrophil SU (MDS:132.5¢8.0 vs
HP:140.0+4.8 vs CRD:137.746.3;p< 0.001) and SL
(MDS:127 6+7 .4 vs HP:137,047 9 vs CRD:132.4+11.7;
p=< 0.001) but not statistical in V and C (table-1).
Neutrophil SU and SL angle laser dispersion showed an
AUC of 0.782 (IC:0.661-0.903;p< 0.001) and 0.775
(0.671-0.879;p< 0.001), respectively. The MDS index
[(SU-NEU + SL-NEU) x NEU%/100] showed the best
efficiency in distinguishing MDS-cytopenia from benign
cytopenia with AUC:0.911 (1C:0.848-0.975;p=
0.001)(table-2). Conclusions: Many pathologies present
cytopenia and detecting MD3 is essential. The
combination of neutrophils count with SU and SL
dispersion angle could be useful in the identification of

© 2019 The Authors
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10.1.5. Analisis de los Cell Population Data (CPD) en personas sanas y
en pacientes con Sindrome Mielodisplasico (SMD).

Morales Indiano C., Nieto Moragas J., Martinez Iribarren A., Tejedor Ganduxé X., Triguero Moreno
A., Sarrate Garcia E., Diaz Martinez Y., Rodriguez Hernandez 1., Sierra Martinez |., Galiano Alcala L.,
Sala Sanjaume M?2A, Orna Montero E., Navarro Ferrando J.T,, Ribera Santasusana J.M,, Llopis Diaz
M2, Xicoy Cirici B. Andlisis de los Cell Population Data (CPD) en personas sanas y en pacientes con
Sindrome Mielodisplasico (SMD).

Haematologica. 2017 102 (54) 1-395: 162

Poster

(n=11) y Anemia Refractaria con Sideroblastos en Anillos {ARSA) (n=14).
Los hemogramas se procesaron con el analizador DxH-800 (Beckman
Coulter, Miami, USA). Se analizé laMy SD para los CPD (Vy Cy DLL)
de la poblacidn leucocitaria de neutréfilos. Se comparé la diferencia de
medias de la concentracién absoluta de neutréfilos con la prueba r-suudent
y de los CPD con la prueba U-Mann Whitney, considerindose signifi-
cativa una p<0,05. Se calculé el rendimiento diagnéstico de los CPD me-
diante el area bajo la curva (AUC) de las curvas Receiver Operating
Charaaeristic (ROC), con un intervalo de confianza del 95% (IC95) con-
siderindose significativos aquellos con una AUC =075,

Resultados: Los pacientes con SMD presentaron significativamente,
una concentracién absoluta de neutréfilos inferior a la de las PS
(2,422 1x10/pL vs. 3,72 1x10%/pL, p<0,001). Los neutrfilos de pacientes
con SMD presentaron un menor V y C respecto a las PS (tabla 1). Ade-
mds, en pacientes con SMD la M para la DLL en la mayoria de ingulos
fue significativamente menor, con mayor DE en estos mismos parame-
tros (tabla 1). Cinco CPD presentaron un éptimo rendimiento
(AUC>0,75) para diferenciar pacientes con SMD y PS (tabla2)

Condusiones: Los neutréfilos de pacientes con SMD presentaron menor
concentracién absoluta y mener valor en los CPD (V, C y DLL en la ma-
yoria de dngulos) respecto a las PS. Algunos CPD del hemograma presen-
taron un éptimo rendimiento para diterenciar PS y pacientes con SMD.

Financiado en parte con la beca PI10/01417 del Fondo de Investigaciones
Sanitari RD12/0036/0029 de RTICC, Instituto Cardos il
2014SGR225(GRE), Generalitat de Catalunya, y una ayuda de la Fundacién
“La Caixa”,

Tabla 1. C ion de de los dif a entre
los grupos estudiados.

Pardmetro 500 SMD=54 T "
Mo Mu

_NRVNE 156(151,2-062,8) | 347 {139-156) 4459
DEVNE 202(152219] | 185(17.6215] | 2,565
MCNE 148 (144-143.8) 361 {138-343 %476 w0 |
OF-C-NE 6.2 (5,67,0) 534789 | 400 0.001%
msMKE | iasaade) | 13(1275037) | 149
DE SM-NE 100{5,610.8) 117 {104-13,0
MSU-NE 139 (136.142)) 134 (130-138,2]
DESUNE 105 (10313.0) | 1320133444
PC-137 MSLNE T39(24,630,0) | 329 (32403340)
ANALISIS DE LOS CELL POPULATION DATA (CPD) EN PERSONAS SANAS Y EN PACIENTES pun HAnSLL) | Mool
SA-NE 16 {157-368) 157 (347,5-364.5)
CON SINDROME MIELODISPLASICO (SMD) DESANE 30 (75351) | 302 (27,8359
Morales indiano C.*, Nieto Moragas J.', Martinez Iribarren A%, 0"‘::' :%l%:::: "“‘;%%
Tejedor Ganduxé X', Triguero Moreno A%, Sarrate Garcfa EZ, s = — x
Diaz Marinez Y.*, Rodﬂ'guez Hema'ngiez I3, Sierra Martinez 1., *: Diferencias significatives (p<0.05). PS: personas sanas. SMD: Pacientes con sindrome
Galiano Alcald L.!, Sala Sanjaume M*A.!, Oma Montero E2, miefodvspldsico. Z: estadistico U-Mann Whitney. M: mediana. 1Q: intérvalo intercuartil. DE:
Navarro Ferrando ] T2, Ribera Santasusana J.M.%, Llopis Dt desiaciin estindar. NE: neutrdfos. V: volumen. C: conductividad. SM: dngufo medio (9-43°).
Xicoy Cirici B2 SU: dngulo alto (20-43°). SL: dngulo bajo (9-19°). SA: sngufo axial {5%). AL2: dngufo & 07

‘Laboratori Core-Hemartologia. Laboratori Unificat Metropolitana Nord
(LUMN). Hospital Universitari Germans Trias i Pujol, Badalona. ICS Gerendia
Ternitorial Metropolitana Nord., *ServicioHematologia. Institut Catala d'On-

cologia, Badalona. Josep Carreras Leukenia Research Institute. Universitat

Tabla 2. AUC para los CPD estudiados.

Autdnoma de Barcelona Formula Auc 1c95% »
Oljenvos: El hemograma es la prueba guia ante la sospecl\a de la pre- MVNE 0750 0,648-0,844 <0001

sencia de una hemopatia y el estudio de m. 0s adi-

cionales pueden ayudar a la deteccién precoz de posibles SMD, i 7 RANGRAE o

hemopatias malignas que se caracterizan por citopenias y displasia en

sangre periférica. Los “Cell Population Data (CPD)” son datos cos . e

proporcionadas por el analizador hemau)logno DxH-800 que definen O5-SU-NE o8n 0.797-0,846 0,001

caracteristicas cualitativas de diferentes poblaciones celulares, mediante

la tecnologia AIM de Beckman Coulter. En ella se combina Volumen (V), ML o758 a8s60.860 e

Conductividad (C) y Dispersion de la luz liser (DLL) en 5 dngulos dis-
tintos (MALS (9-437), UMALS (20-437), LMALS (9-19%), LALS (57) y AL2
(07)) proporcionando una media (M) y desviacion estindar (DE) de cada
poblacién analizada. El objetivo de este estudio fue describir y comparar
ia concentracién absoluta de neutréfilos, el valor de los CPD de los neu-
eréfilos y su rendimiento diagnéstico en personas sanas (PS) y en pacien-
tes diagnosticados de SMD mediante el autoanalizador DxH-800
(Beckman Coulter).

Pacientes y Métodos: Se incluyeron 60 PS y 54 pacientes con SMD (Ci-
topenia Refractaria con Displasia Multilinea (CRDM) (n=18), SMD con
deleccién 5g- (n=11), Anemia Refractaria con Exceso de Blastos (AREB)

*: Diferencias significativas (p<0,05). M: media. SD: desviacidn estindar NE: neulrdfios. V:
volumen. C: conductindad. SM: dngulo medio (9-43°). SU: Sagulo alto (20-43°). AL2: angulo
200 ALC: drea bajo la curve; IC: inleralo de confiana.
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10.1.6. Influence of K2-EDTA and K3-EDTA tubes for monocyte
distribution width measurement.

M. Lopez-Molina, X. Tejedor Ganduxé, A. Martinez Iribarren, M. Espinosa, S. Torres, MA. Sala, C.
Fernandez, C. Abadia, MA. Llopis, C. Morales-Indiano. Influence of K2-EDTA and K3-EDTA tubes
for monocyte distribution width measurement.
Int. Jnl Lab. Hem. 2019 41 (Suppl. 2) 1-204: 103.
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INFLUENCE OF K2-EDTA AND K3-EDTA TUBES FOR
MOMNOCYTE DISTRUBUTION WIDTH
MEASUREMENT

Maria Lopez-Molina, Xavier Tejedor Ganduxe, Alicia
Martinez Iribarren, Merce Espinosa, Silvia Torres,
M*Angels Sala, Carla Fernandez, Chantal Abadia,
M2Antonia Llopis, Cristian Morales-Indiano
Hematology-CorelLab Department. Clinical Laboratory
Metropolitana Nord (LCMN). Hospital Universitari
Germans Trias | Pujol. Badalona(Barcelona), Spain

Intreduction: Ethylenediaminetetraacetic acid(EDTA) is
the anticoagulant of choice for hematology testing.
Mainly, EDTA comes in blood tubes as dipotassium (K2)
and tripotassium (K3) salts. It has been recognized that
potassium's concentration salt may affect the accuracy
of cell blood counting, cell sizing and probably its
stability. EDTA-salt may cause shrinkage of
erythrocytes, affect mean corpuscular volume and mean
platelet volume. These effects are more significant in K3-
EDTA than in K2-EDTA. Monocyte Distribution
Width{(MDW) is a new morphology parameter available
on the new DxH-900 hematology analyzer of Beckman
Coulter, which could potentially be useful for early sepsis
detection. The aim was to evaluate the differences in
MDW using 2 different EDTA-tubes(K2 and K3 salts)
and to study its stability over time in both anticoagulants.
Methods: A 25 healthy volunteers(80% women) were
studied. For each one we recollected two different
EDTA-tubes(K2 and K3, BD Vacutainer®). Samples
were tested at different times(Ohour (h), 1h, 2h, 4h, 6h,
B8h, 24h and 48h) and stored at room temperature during
the study. All samples were run on the DxH-900
Analyzer (Beckman Coulter; Miami, FL, USA). The
differences between K2 and K3 at time Oh were
assessed by paired Student’s t-test. Significant P values
were values below 0.05. Toassess stability, the
percentage change [(the mean of result at time X —
mean of result at Oh)/mean of result at 0h]*100 was
calculated. We established a significant difference for
MDW when the change percentage(CP%) was »10%
Results: A significant 2 points difference was found
between K2 and K3 for MDW at Oh (K2: 16.12+1.57 vs
K3: 18.33+1.75;p< 0.001). This difference was
maintained for most of the analyzed times. The value of
the MDW remained stable until 8h in both EDTA-tubes
(CP%-K2: 1h=5.2%; 2h=2.6%; 4h=5.0%; Bh=6.4%;
8h=8.4%; 24h=19.4% and CP%-K3: 1h=4.2%; 2h=2.6%;
4h=5.3%; 6h=5.9%; 8h=8.6%; 24h=19.8%).
Conclusions: In our preliminary study, we found
significant differences in the MDW over 2 points between
K2 and K3 EDTA-tubes in all the analyzed times. MDW
showed CP< 10% in the first 8 hours of the
venipuncture. New morphological parameters such as
MDW should be evaluated according to the EDTA tube
used.

© 2019 The Authors
1JLH © 2019 John Wiley & Sons Ltd, Int. Inl. Lab. Hem. 2019 41 (Suppl. 2) 1-204
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10.1.7. Usefulness of cell morphology parameters for detection and
diagnosis of acute leukemias.

Martinez Iribarren, M. Lopez-Molina, X. Tejedor Ganduxé, MA. Sala Sanjaume, A. Ancochea, L.
Galiano, A. Castillo, C. Fernandez-Prendes, MA Llopis Diaz, C. Morales-Indiano. Usefulness of cell
morphology parameters for detetion and diagnosis of acute leukemias.
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USEFULNESS OF CELL MORPHOLOGY
PARAMETERS FOR DETECTION AND DIAGNOSIS
OF ACUTE LEUKEMIAS.

Alicia Martinez-Iribarren’, Maria Lopez-Molina ', Xavier
Tejedor-Ganduxé ', M® Angels Sala-Sanjaume ',
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Intreduction: Acute leukemia (AL) starts in the marrow Satikcel dguioun: desancs (HAATEY: e saevorhil ¥ vabene. © osily Ms
bone and is characterized b)" an LII'ICEInl.I'D"Ed, fast and‘ if misrecytes S0 Ngh angle | 30-959, AUC anew under cunm. C: sosfiserce intenal

not treated, fatal process, in which immature cells invade
blood. It's necessary to have an integrated laboratory
diagnosis, includingcell bloed count (CBC) with
differential leukocyte, morphology, cytogenetics,
immunophenotype and molecular biolegy. The CBC and
differential leukocyte is the first step in AL detection. In
recent years, technology has improved and new
morphological parameters that could help in AL
approach have been developed. The aim of this study
was to assess the usefulness of cell morphology
parameters (CMP) obtained from combining volume (V),
conductivity (C) and laser dispersion (Sn) of different
cells in AL diagnosis. Methods: We evaluated 92
samples (43 new AL diagnoses and 49 healthy controls).
The patients presenting AL were classified into two
groups: 35 patients with acute myeloid leukemia (AML)
and 9 with acute lymphocytic leukemia (ALL). Patients of
AML group were divided according to morphological
FAB classification in 29 AML (MO+M1), 3 promyelocytic
AL (PAL;:M3) and 3 monocyte AL (LAMM;M4-+MS). All
samples were run on the DxH-800 Analyzer (Beckman
Coulter; Miami, FL, USA). We analyzed CMP in all
groups. ANOVA test and ROC curve were performed to
assess differences between groups. Significant p values
were those below 0.05. Results: There were no
differences in gquantitative results of CBC between AML
and ALL. Concerning CMP values, blasts in AML
presented higher significant V and Sn in neutrophils
distribution zone compared to ALL (V-Ne-
AML:159.8£24 3vs V-Ne-ALL:146_3+9.0; p< 0.013. Sn-
Ne-AML:16.845.1 vs Sn-Ne-ALL:12.4+2.0; p< 0.001).
ALL blasts showed higher significant Sn in monocytes
distribution zone (Sn-Mo-AML:13.9+2 7 vs Sn-Mo-
ALL:18.1£3.3; p=0.001). PAL showed higher significant
monocytes’ conductivity compared with the rest of AL
(p= 0.001). CMP with better diagnostic accuracy for
distinguishing between AML and ALL were Sn-Ne (AUC:
0.788 (ICsas%: 0.631-0.945; p=0.012)) and SU-Mo
(AUC:0.852 (ICas%:0.715-0.990; p=0.012)).
Conclusions: The CBC along with the CMP, especially
those related with laser dispersion, could be useful in
early diagnosis and could help to discriminate between
AML and ALL. In this preliminary study, monocytes’
conductivity allowed the PAL identification, but future
research should be done.

© 2019 The Authors
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10.1.8. The value of Cell Population Data for screening and diagnosis
of hereditary spherocytosis.

Morales-indiano C, Ancochea A, Nieto J, Martinez A, Tejedor X, Sala MA, Rodriguez |, Duefias A,
Jiménez O, Llopis MA. The value of Cell Population Data for screening and diagnosis of hereditary

spherocytosis. Int Jnl. Lab. Hem. 2017 39 (Suppl. 2) 3-133: 79.
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Introduction: Hereditary spherocytosis (HS) 1s a familial hemo-
Iytic disorder associated with a variety of mutations that lead to
defects in red blood cell (RBC) membrane proteins. It is character-
1zed by the presence of spherocytes in the penipheral blood smear,

Talile 3 ALC of CFOs.

Its differential diagnosis is mainly performed with other hemolytic Formela A na r

ias such as i (AIHA), thal branop MSARET 0922 | 07771000 | <0001
athies or enzymopathies, among others. Cell Population Data SN NORET 0965 | 09161000 | <0001
(CPD) are numerical data provided by the DxH-800 haematological MSU-NOREY 0581 | 05401000 | <0001
analyzer that define different cell populations. CPDs are obtained MSL-NGRET | esse |osrrro00 | <0001

by Beckman-Coulter AIM technology combining Volume (V),
Conductivity (C) and light scatter in five angles (MALS (9-437),
UMALS (20-43), LMALS (9-19), LALS (5") and AL2 (0")) pro-
viding a mean (M) and standard deviation (SD) of each population
cell. The aim of our study was to evaluate whether the CPDs can

help in the screening and diagnosis of HS. Methods: We evaluated
20 refe bjects and 57 patients with reticulocytosis (reticu-
locyte count > 100.0x10°/L): 5 HS, 3 AIHA, 20 trait thalassemia
(TT) and 9 resp o of iron deficiency anemia (RI).

The complete blood counts, red blood cell parameters, reticulocyte
count and CPD of reticulocyte (RET) and erythrocyte (NoRET)
population were evaluated and performed on the Unicel-DxH800
(Beckman Coulter, Miami, FL, USA). The M and SD of CPD were
studied. ANOVA-test was applied to assess the statistical deviation
between the averages of all groups. The diagnostic performance
was investigated using Receiver Operating Characteristic (ROC)
curve analysis. P-values < 0.05 were considered significant in all
comparisons. Data were analyzed with computerized statistical
package SPSS (v.20.0). Results: Most parameters showed signif-
icant difference between different groups analyzed (table 1).The
CPDs M-SL-NoRET (9-190), M-SU-NoRET (20-430) and M-SM-
NoRET (9-430) of erythrocyte population and M-SA-RET (50) of
reticulocyte had significantly lower values in HS than in the other
groups (table 1). These CPDs had a good performance discrimi-
natory (AUC>0.900) between HS and other reticulocytosis causes
(table2). The M-SU-NoRET (20-430) light scatter was the best dis-
criminatory single parameter to identify HS. A value less than 46.5
shows a sensitivity and specificity of 96.9% and 100%, respectively.
Conclusi The CPD especially the light scatter at
medium-high angle (M-SU-NoRET, 20-43"), have a great discrimi-
natory capacity in the detection of HS, being useful for differential
diagnosis.

© 2017 The Authors
! John Wiley & Sons Lid, Int. Jnl. Lab. Hem. 2017 39 {Suppl. 2) 3-133
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10.1.9. Role of Cell Population Data in the Differential Diagnosis of
Lymphocytosis.

Nieto J, Morales-indiano C, Tejedor X, Martinez A, Sala MA, Qayyum K, Ancochea A, Jiménez O,
Llopis MA. Role of Cell Population Data in the Differential Diagnosis of Lymphocytosis.
Int Jnl. Lab. Hem. 2017 39 (Suppl. 2) 3-133: 85.
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ROLE OF CELL POPULATION DATA IN THE DIFFEREN-
TIAL DIAGNOSIS OF LYMPHOCYTOSIS,

JAVIER NIETO', CRISTIAN MORALES-INDIANO', XAVIER
TEJEDOR', ALICIA MARTINEZ’, M'ANGELS SALA', KOMAL
QAYYUM', AGUEDA ANCOCHEA®, ORLANDO JIMENEZ'|
M*ANTONIA LLOPIS'

‘Laboratori Unificat Metropolitana Nord (LUMN). Hospital
Germans Trias i Pujol BADALONA, Spain, “Hematology Depart-
ment. Institut Catala d'Oncologia. Hospital Germans Trias i Pujol.
BADALONA, Spain

Introduction: Chronic lymphocytic leukemia (CLL) and vi-
ral infections (V1), such as infectious mononucleosis (VEB) or
Cytomegalovirus infection (CMV), are two important causcs
of lymphocytosis. Currently, hematology analyzers can report

T g of the d cells. Beckman Coulter
DxH800 analyzer provides morphological ch istics of
different cells pop called Cell Popul Data (CPD),

AIM technology of DxH-800 provides mean (M) and standard
deviation (SD) of Volume (V), Conductivity (C) and Light Scatter
n five angles ((MALS(9-437), UMALS(20-437), LMALS(9-197),
LALS(5) y AL2(07)) of cach leucocytes population. The aim

was to compare the CPD of lymphocyte in order to discriminate
the cause of lymphocytosis between CLL and V1 on the Beck-
man Coulter DxH800. Methods: 59 patients with lymphocyto-

sis (lymphocyte count > 5.0x10%L) and 63 references subjects
were evaluated. 41 patients were diagnosed of CLL and 18 of
VI(12 VEB and 6 CMV). The complete blood counts and CPD
were evaluated and performed on the Unicel-DxHS00 (Beckman
Coulter, Miami, USA). The M and SD of CPD were studied. Data
was compared by one way-ANOVA with multiple companson

test (median+ standard deviation). The diagnostic performance
was investigated using Receiver Operating Charactenstic (ROC)
curve analysis. P-values< (.05 were conssdered significant in all
comparisons. Data were analyzed with computenzed statistical
package SPSS(v.20.0). Results: Onc way-ANOVA test reported
statistically significant diff es of all CPD by 3 groups
(p= 0.001). Patients with VI had lymphocytes with higher volume
[M-V-Li (IV; 1015846 98vsCLL:83.92+10.35) and SD-V-Li
(1V:23.70+3.50vs CLL:18.8326.20)) and higher size [M-AL2-Li
(IV:79.928.69 vsCLL:70.8747 83 )and SD-AL2-Li (IV: 15424296
vsCLL: 11.89£2 35)] than CLL patients (p< 0.001). Nuclear
structure of lymphocyte population [M-SA-Li: (IV:38.53£6.56 vs-
CLL:28.38+4 97and SD-SA-Li (IV:12.80=1 75vsCLL:9 642 35)|
were statistically different in all groups. CPD of volume and size
(M-V-Li, SD-V-Li, M-AL2-Li, SD-AL2-Li) and nuclear structure
(M-SA-Li, SD-SA-Li) had a good performance discnminatory
(AUC>0.800) between VI and CLL. M-V-Li (AUC=0924 p<
0.001) and M-SA-Li (AUC=0.904 p< 0.001) are the best discrim-
inatory parameter to distinguish between VI from CLL with a
sensitivity and specificity of 90%, 77% and 90%, 75%, respectively.
Conclusions: The CPD parameters of V and light scatter at low
angle SA (59), that inform about volume and nuclear structure of
lymphocytes, may help to diffcrentiate between VIiand CLL in
patients with lymphocytosis initally.

© 2017 The Authors
ULH © 2017 John Wilcy & Sons Ltd, Int. Jnl. Lab. Hem. 2017 39 (Suppl. 2) 3-133
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10.1.10. The Role of Cell Population Data on Beckman Coulter DxH-800
in Differential diagnosis of iron deficiency anemia and thalassemia trait

Morales-Indiano C., Rodriguez-Hernandez ., Jiménez Romero O., Serrando M., Tejedor X., Sala
MA., Martinez A, Iglesias E., Dueias A., Milla F., LLopis Diaz MA. The Role of Cell Population Data
on Beckman Coulter DxH-800 in Differential diagnosis of iron deficiency anemia and thalassemia
trait. XXIXth International Symposium on Technological Innovations in Laboratory Hematology, ISLH
2016, 12-14 May 2016, Milano, Italy.
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Introduction: The Cell Population Data (CPD) consists of a nu-
menical data which report morphological characteristics of different
cells population. The CPD are generated from AIM technology on
DxH-800 (Beckman Coulter) using the Volume (V), Conductivi-

ty (C) and Light Scatter in five angles. The CPD provide a mean
(M) and a standard deviation (SD) values for cach cell population
analyzed. The aim was to evaluate the CPD of reticulocyte (RET)
and non-reticulocyte (NoRET) population on the Beckman Coulter
DxH800 in distinguishing between iron deficiency anemia (IDA)
and thalassemia trait (TT). Methods: A total of 379 subjects were
studied (100 references subjects, 148 with IDA and 131 with TT)
The complete blood counts (CBC) were performed on the Uni-

cel DxHR00 (Beckman Coulter, Miami, FL, USA). Red blood

cell parameters, reticulocyte count and CPD of RET and NoRET
population were evaluated. Were analyzed the mean(M) and
standard deviation(SD) of CPD. ANOVA-test was applied to assess
the statistical deviation between the averages of the three groups
Receiver operating characteristic (ROC) curve analysis was utilized

combination formulas in the assessment of microcytic-hypochromic
ancmia. A p values < 0.05 were considered significant in all analy-
sis. Data were analyzed with computerized statistical package SPSS
(v.20.0). Results: The most parameters analyzed showed significant
differences between groups. All CPD showed statistically significant
differences between TT and IDA groups. Subjects with TT had
higher Conductivity and lower Volume both RET and the NoRET
population than IDA patients (p= 0.001). The conductivity (M and
SD) both RET and NoRET population had a good performance
discriminatory (AUC>0.900) between IDA and TT. The M-V-RET
was the best discriminatory single parameter to distinguish between
IDA from TT by ROC analysis (AUC=0.952) with a sensitivity and
specificity of 90.5% and 83.1%, respectively. The formula [RBC x

{M-C-RET+SD-C-RET) x 1000])/(M-V-NoRET x ADE-SD x VCM)
showed an AUC of 0.998 (1C95%: 0.995-1.000;p= 0.001). Subjects
with IDA showed significantly lower values than subjects with TT
to this formula. A value of 3.6 was the best cut-off for distinguish-
ing TT of IDA, with a sensitivity and specificity of 97.4% and 98%,
respectively. Conclusions: The CPD parameters of Volume and
Conductivity defined the morphological characteristies of reticulo-
cyte and non-reticulocyte population porperly. The formula (RBC

% [M-C-RET+5D-C-RET] x 1000} / [M-V-NoRET x ADE-SD x
VOM]) could be useful in distinguishing thalassemia trait from iron
deficiency anemia.

© 2016 The Authors
LJLH © 2016 John Wilev & Sons Ltd. Int. Jnl. Lab. Hem. 2016 38 (Supol. 2) 1-119
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