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I. RESUMEN

La hemoglobina es una proteina intraeritocitaria responsable del transporte de oxigeno en el
organismo. La determinacion de su concentracion en sangre es utilizada como indicador de
muchas patologias, entre estas la anemia. Siendo la hemoglobina una proteina de gran
importancia clinica, los métodos para detectarla y cuantificarla han sido ampliamente
desarrollados. EI método HemoCue® es un método espectrofotométrico portatil para
cuantificar la concentracion de hemoglobina de manera rapida en el punto de atencion al
paciente (point of care). En el presente estudio se realiz6 una comparacion del método
HemoCue® y el método de referencia Cianometahemoglobina para determinar la

concentracion de hemoglobina.

Se realiz6 una comparacion del método HemoCue® para la cuantificacion de hemoglobina
contra el método de referencia (cianometahemoglobina), determinando la concordancia
entre ambas metodologias, utilizando el coeficiente de correlacién de concordancia (rc) en
muestras pareadas y calculando la sensibilidad y especificidad del método Hemocue® para
el diagnéstico de anemia. Posteriormente se llevd a cabo un plan piloto de tamizaje,
evaluando si existia una diferencia estadisticamente significativa entre las concentraciones
medias de hemoglobina de cinco conglomerados provenientes de diferentes poblaciones
que representan condiciones patolégicas o ambientales que inducen una variabilidad en las

concentraciones de hemoglobina, determinada por el método Hemocue®.

Al comparar ambas metodologias se encontrd una correlacién de concordancia (r;) de 0.989
(p<0.001). Se determind que el método Hemocue® posee una sensibilidad de 96.77% y una
especifidad de 97.30%, con un indice Kappa de 0.932 (p<0.001) para el diagndstico de

anemia.

Al comprobar que la concordancia entre ambas metodologias es muy buena, se puede
concluir que la fiabilidad de las determinaciones de la concentracion de hemoglobina
realizadas por el método HemoCue® presentan la misma capacidad diagnostica que la
metodologia de referencia.



II. AMBITO DE LA INVESTIGACION

La medicidn de la concentracion de hemoglobina en la sangre es esencial en las
encuestas de salud y los estudios epidemiologicos, asi como en el diagndéstico clinico y el
tratamiento de pacientes con anemia. Esta medicion es necesaria a todos los niveles de
atencion, tanto en los hospitales nacionales y regionales, institutos de investigacion y los
laboratorios clinicos ordinarios (Johns & Lewis, 1989). Sin embargo existe un gran déficit
en los laboratorios de los centros de atencion primaria de salud, en el area rural de nuestro
pais, donde ocurre la mayor incidencia de casos de anemia. Dentro del &mbito hospitalario,
el laboratorio clinico se encuentra centralizado, lo cual conlleva a tiempos de espera
prolongados para la obtencion muchas de mediciones biométricas basicas sobre las cuales

inferir los requerimientos médicos de los pacientes, como lo es la hemoglobina.

Para enfrentar estos problemas, en varios paises se ha implementado el uso de
equipos portatiles que puedan brindar resultados de manera confiable y rapida en
condiciones donde se carece de un laboratorio clinico o en el sitio de atencion (point of
care) (Sari, de Pee, Martini, Herman, Sugiatmi, Bloem & Ray, 2001, p. 506-511;
Bhaskaram, 2003, p. 25-28; Hudson-Thomas, Bingham & Simmons, 1994, p. 423-426). El
HemoCue® Hb 301 es un sistema fotométrico portatil para la determinacion de la
hemoglobina en sangre, utilizando una muestra de 10 plL de sangre completa y sin
necesidad de aplicar reactivos, que provee los resultados en 45-60 segundos (HemoCue®
Hb 301 System, 2006). El sistema HemoCue® ha sido objeto de estudio en varios paises
con el fin de comparar y validar los resultados que provee versus las técnicas estandar de
laboratorio, encontrdndose una muy buena concordancia, sensibilidad y especificidad
(Bhaskaram, 2003, p. 25-28; Hudson-Thomas y otros, 1994, p. 423-426).

La presente investigacion se realizo en la Unidad de Investigacion de Inmunologia y
Hematologia, en el Departamento de Citologia de la Facultad de Ciencias Quimicas y

Farmacia de la Universidad de San Carlos de Guatemala.



I1l. INTRODUCCION

La hemoglobina es una proteina intraeritrocitaria, principal responsable del
transporte de oxigeno en el organismo. Su gran importancia clinica radica en esta funcion
vital y su estrecha relacion con los glébulos rojos. La determinacion de su concentracion en
sangre es utilizada como indicador de muchas patologias, siendo la mas importante la
anemia, la cual es definida como una concentracion de hemoglobina por debajo de los
valores de referencia. Siendo una proteina de gran importancia clinica, los métodos para
detectar y cuantificarla han sido ampliamente desarrollados, tanto en sensibilidad y
especificidad, como en el tiempo de procesamiento y obtencion de resultados.

Desde hace unos afios se introdujo un método portatil de medicion de hemoglobina,
basado en un espectrofotémetro de tamafio y peso reducido y microcubetas de reaccion con
reactivos deshidratados. La facilidad de operacidn, transporte y obtencién de resultados de
esta metodologia lo ha popularizado en estudios de tamizaje, bancos de sangre, salas de
emergencia y en especial en el ambito de la salud publica y rural. En la presente
investigacion se realizd una comparaciéon entre el método HemoCue® y el método de
cianometahemoglobina en la poblacién Guatemalteca, evaluando la calidad de resultados
obtenidos con el HemoCue® y las ventajas y desventajas que presenta éste método, como

también evaluar la utilidad que representa para la atencién primaria de salud.



IV. ANTECEDENTES

A. Historia

La hemoglobina, como un componente indispensable del sistema de transporte de
oxigeno en la sangre, ha sido un factor especialmente Gtil para la medicina. La
determinacion de la concentracion de hemoglobina es utilizada principalmente como una
prueba diagndstica de anemia, la cual a pesar de ser muy frecuente, es producto de causas
que pueden ser diversas. Es por esto que la determinacion de la hemoglobina también sirve
como un parametro que guia el tratamiento de un paciente, o también puede utilizarse como

un predictor en ciertas enfermedades crdnicas.

Las técnicas de laboratorio para realizar la determinacion de la concentracion de
hemoglobina en sangre han variado a través de los afios y a medida en que los avances
tecnolégicos han ampliado el horizonte de opciones a utilizar. Las técnicas de
determinacion de hemoglobina se fundamentan en espectroscopia, haciendo reaccionar este
analito con una substancia que le confiera una sefial espectrométrica en una longitud de
onda especifica. La transmitancia o absorbancia de la muestra en esta longitud de onda es
proporcional a la concentracion de hemoglobina en la muestra, por medio de un factor
matematico. Uno de los primeros reactivos utilizados y que ain se considera como el
estandar de oro es el reactivo de Drabkin, el cual es una solucién de cianato férrico y
potésico que convierte la hemoglobina en cianometahemoglobina (Lewis, Bain & Bales,
2008). Esta técnica se encuentra todavia en uso, aunque la tendencia a dejar de usar este
reactivo por su alta toxicidad ha incrementado. La Organizacion Mundial de la Salud
(OMS) ha reconocido la necesidad de disponer de un método confiable para medir la
concentracion de hemoglobina en laboratorios pequefios con recursos limitados, como los
de los centros de salud y las aldeas, que frecuentemente carecen de electricidad y estan
atendidos no por técnicos adiestrados, sino por auxiliares de enfermeria (Johns & Lewis,
1989).



En la actualidad se utilizan de preferencia las técnicas de oxihemoglobina y de
azometahemoglobina, las cuales disminuyen el riesgo de toxicidad y presentan ventajas en
cuanto a que emiten una sefial de lectura en dos longitudes de onda, por lo que se puede
compensar el ruido de la muestra debido a interferentes. De igual manera se ha mejorado la
parte dptica de la técnica, pues se encuentran disponibles espectrofotometros de tamafios
reducidos, con alimentacién de energia muy inferior, lo que ha llevado al desarrollo de
lectores portatiles. Se debe mencionar que aunque se encuentren disponibles tecnologias
modernas para su determinacion, en algunos lugares, las limitaciones econdmicas

disminuyen la capacidad adquisitiva de tecnologias mas avanzadas.

B. Hemoglobina

La hemoglobina es una proteina encontrada dentro de los eritrocitos. Esta
conformada por un tetrdmero heter6geno de péptidos con un ligando metalico, el hierro,
cuya funcién es la de transportar oxigeno y didxido de carbono hacia y desde los tejidos,
respectivamente. Debido a que es la Unica molécula encargada de proveer al organismo de
oxigeno, necesario para todas las funciones basicas, es que toma una gran importancia su
concentracion, tanto a corto, mediano y largo plazo. Se toman como valores de referencia

generales concentraciones de hemoglobina en sangre mayores a 12 g/dL.

Sin embargo los rangos de normalidad son muy variables en cada poblacion,
dependiendo de factores ambientales (saturacion de oxigeno en la atmdsfera), y geogréficas
(nivel sobre el mar). A nivel del mar encontraremos valores minimos y a gran altura los
valores deberan ser mas altos, pues la menor presion parcial de O, obliga al organismo a
optimizar su transporte y en consecuencia a aumentar la concentracion de hemoglobina.
Este es un factor determinante que se debe tomar en cuenta para realizar estudios de
determinacion de hemoglobina, pues el area geografica de origen de una persona creara
variaciones en la concentracion de hemoglobina. Por lo tanto es necesario contar con
estudios poblacionales que permitan realizar un ajuste segun topologia para los valores de

hemoglobina.



Ademas, se evidencian variaciones de sexo, observando valores menores en
mujeres, posiblemente por la pérdida de eritrocitos y contenido sanguineo en cada ciclo
menstrual, como menor masa corporal (Shadduck, 2000). En general puede establecerse
como normal para un hombre un valor de concentracién de hemoglobina entre 13 y 18

g/dL, y para una mujer una concentracion de hemoglobina entre 12 y 16 g/dL.

C. Epidemiologia

La prevalencia de anemia muestra grandes variaciones en el mundo y se presenta
con mayor frecuencia en paises poco desarrollados (Lonnerdal y Dewey, 1995, p. 12-19;
Guatemala. Ministerio de Salud Publica y Asistencia Social, 1995). De acuerdo a las
estimaciones actuales de la OMS al menos un tercio de la poblacion mundial
(aproximadamente 2 mil millones de personas) padecen anemia ferropénica. En los paises
en vias de desarrollo la prevalencia es cerca del 36%, cuatro veces mas que en los paises
industrializados (8%). La informacion disponible al respecto indica que en el continente
americano aproximadamente 94 millones de personas sufren de anemia ferropénica y que
las mujeres embarazadas y los nifios pequefios presentan las mas altas prevalencias (World
Health Organization/ United Nations Children’s Fund/ United Nations University
[WHO/UNICEF/ONU]J, 1994).

En América Latina se ha estimado que del 20 al 25% de los nifios preescolares
sufren de anemia, que en la mayoria de los casos se debe a la deficiencia de hierro (Gueri,
1993). La situacion es extremadamente grave en algunas areas, como por ejemplo en los
paises del Caribe donde se notifican prevalencias del orden de 60% entre las mujeres
embarazadas. Pocos paises cuentan con informacion detallada acerca de la prevalencia de
anemia. Ecuador reportd una prevalencia nacional de 70% en los nifios de 6-12 meses de
edad, y de 45% en aquellos de 12-24 meses. Cuba informo que 64% de los nifios de 1-3
afios sufren de anemia, y en Misiones, Argentina, la prevalencia es de 55% en los nifios de
9-24 meses. En todos los estudios de caso se indica que la poblacion mas afectada es la de
los recién nacidos de bajo peso, los menores de dos afios y las mujeres embarazadas (World
Health Organization/ United Nations Children’s Fund/ United Nations University
[WHO/UNICEF/ONU]J, 1994).



En muchas regiones, la anemia es un factor de riesgo contribuyente en casi todas las
defunciones maternas. En una mujer anémica la probabilidad de morir por causas
relacionadas con el embarazo es cinco veces mayor que en la que no es anémica. Las
mujeres anémicas son menos capaces de resistir las infecciones y de sobrevivir después de
hemorragias u otras complicaciones durante el trabajo parto. La anemia también es un
factor contribuyente al parto prematuro y el bajo peso al nacer (Espinoza, Rodriguez y
Trejos, 2009, p. 21-25).

1. Prevalencia e incidencia de la enfermedad en Guatemala

Guatemala reporta en su Ultima encuesta nutricional una prevalencia nacional de
anemia del 26%. Esta se encuentra estratificada en: 22% en adultos, siendo las mas
afectadas las mujeres en edad fértil y embarazadas, y 38% de nifios entre 1-5 afios (Pan
American Health Organization, 2007, p. 375-393; Guatemala. Ministerio de Salud Publica
y Asistencia Social, 2004; Guatemala. Ministerio de Salud Publica y Asistencia Social,
1995). Los residentes de areas rurales mostraron una prevalencia mas alta de anemia, lo
cual concuerda con la disminuida cobertura de salud y la falta de instalaciones médicas

adecuadas.

D. Fisiopatologia de la anemia

Se define la anemia como la disminucién de la masa de hemoglobina circulante. Se
debe tener siempre presente que la anemia es un signo clinico y no una entidad diagnostica
(enfermedad), por lo que siempre se debe buscar y tratar el hecho causal. En la préctica se
acepta que existe anemia cuando la cifra de hemoglobina es inferior a 13g/dL en el hombre
y menor a 12 g/dL en la mujer. Los eritrocitos, dentro de los cuales se encuentra la
hemoglobina, circulan en sangre periférica unos 90-120 dias, con un recambio del 1% al

dia, siendo el bazo el principal 6rgano hemocaterético (Lewis, Bain y Bales, 2008).

La anemia, o disminucion de la concentracion de hemoglobina, puede tener su
origen en un desorden hematoldgico primario dentro de la médula désea y/o pérdida, o
destruccion aumentada. Muy frecuentemente se debe a factores carenciales de la dieta,

evidenciandose poco consumo de los micronutrientes necesarios, como hierro y &cido



félico. También existen otras causas como la insuficiencia cardiaca congestiva,
esplenomegalia masiva, mieloma multiple y gestacién, en las que hay un aumento del
volumen plasmatico, dando origen a una pseudoanemia dilucional. En el embarazo se
aceptan como cifras normales concentraciones de hemoglobina mayores a 11 g/dL, para

compensar por la dilucién debida a la retencion de liquido (Freire, 1998, p. 199-205).

1. Clasificacion de la anemia

La anemia puede ser debida a diferentes causas y éstas se relacionan muy bien con
las variaciones de forma y tamafio de los eritrocitos. La alteracion del tamafio eritroide
varia segun la causa productora de la anemia. El tamafio de los eritrocitos se determina con
un parametro analitico llamado Volumen Corpuscular Medio (VCM) y que permite

clasificar a las anemias en:

a) Anemia microcitica (VCM < 80 fl).
i.  Anemia ferropénica: Por falta de hierro.
ii. Hemoglobinopatias: Talasemia menor. Anemia secundaria a enfermedad
cronica. Anemia siderobléstica.
b) Anemia normocitica (VCM 80 - 100 fl). Anemias hemoliticas. Aplasia medular.
Invasién medular. Anemia secundaria a enfermedad cronica. Sangrado agudo.
¢) Anemia macrocitica (VCM > 100 fl).
i.  Hematoldgicas: Anemias megaloblasticas. Anemias aplasicas. Anemias
hemoliticas. Crisis reticulocitaria. Sindromes mielodisplasicos.
ii. No hematologicas: Abuso en el consumo de alcohol. Hepatopatia cronica.

Hipotiroidismo. Hipoxia.

Existen otras clasificaciones de la anemia, dentro de las cuales se pueden mencionar:
a) Segun la coloracion de los eritrocitos: hipocromica, normocromica e hipercromica
b) Segun hemorragia (pérdida de eritrocitos): Aguda y crénica
c) Segun hemolisis: Factores intrinsecos o extrinsecos del eritrocito.
d) Segun hemoglobinopatias: Talasemias, celulas falciformes, hemoglobinopatias C-S,
CyE.



e) Segun etiologia: Premedulares o carenciales, medulares aplasicas o hipoplésicas, y

postmedulares.

La anemia de procesos cronicos es la respuesta de la eritropoyesis a un amplio rango

de injurias: hemorragia, infeccion, inflamacion o neoplasias, estando todas acompariadas

por esta forma de anemia. Las enfermedades endocrinas también presentan anemia como

una complicacion frecuente, puesto que la mayoria de las hormonas tienen efectos directos

sobre la produccion de eritrocitos, debiendo realizarse estudios sobre la funcion de la

tiroides, paratiroides, suprarrenales e hipofisis. Dado que la eritropoyetina es producida en

el rifién, en caso de insuficiencia renal aguda o cronica veremos comprometida de forma

directa la eritropoyesis. La aparicion de anemia en un diabético debe sugerirnos nefropatia

diabética.

2. Manifestaciones clinicas

La anemia produce en el organismo una serie de trastornos de tipo general que no

coinciden con una enfermedad concreta y que se podrian resumir en:

palidez anormal o pérdida de color en la piel
taquicardia

disnea

fatiga

mareos 0 Vértigo ortostatico

cefalea

irritabilidad

ciclos menstruales irregulares
amenorrea

glositis

ictericia

esplenomegalia

hepatomegalia

retardo del crecimiento y el desarrollo

cicatrizacién lenta de heridas y tejidos



La mayoria de los sintomas de la anemia se presentan como consecuencia de la
disminucion de oxigeno en las células, conocido como hipoxia. Dado que los eritrocitos a
través de la hemoglobina transportan oxigeno, la disminucion en la produccién o cantidad
de estas celulas produce hipoxia. Muchos de los sintomas no se presentan si la anemia es
leve, debido a que generalmente el cuerpo puede compensar los cambios graduales en la
concentracion de hemoglobina (Lewis, Bain, y Bales, 2008).

E. Diagndstico

Se puede sospechar que el paciente padece anemia a partir de los datos generales
obtenidos de los antecedentes médicos y el examen fisico, observando palidez de mucosas,
la presencia de taquicardia, astenia y otros signos. Esta es una impresion clinica, que en
muchos lugares se utiliza como Unico criterio de diagnostico, en ausencia de un laboratorio
clinico. Como es de esperarse, esta metodologia no es especifica hacia la anemia y en
muchos casos tampoco sensible, pues el grado en que aparece la sintomatologia no esta
asociado directamente a la concentracion de hemoglobina sanguinea. (Hrosso y Buys,
2001).

La anemia se diagnostica por medio de la determinacion de la concentracion de
hemoglobina. Esta cuantificacion se puede realizar como parte de una rutina de examenes
de laboratorio o ser solicitado bajo sospecha clinica de anemia, como una confirmacion del
diagnostico. Por lo general se realiza este esquema de diagndstico en instituciones
hospitalarias, clinicas privadas y centros de salud con acceso a laboratorio clinico. Sin
embargo se debe tomar en cuenta que en poblaciones con factores predisponentes de
anemia (mujeres embarazadas, deportistas con alta demanda fisica, poblacion desnutrida) se
debe mantener una vigilancia mas estricta (Lewis, Baines y Bales, 2008; Hrosso y Buys,
2001; Shadduck, 2000).

Ademas del examen fisico, los antecedentes médicos completos y la determinacion

de hemoglobina en sangre, los procedimientos para diagnosticar la anemia pueden incluir:

10



e Analisis de sangre adicionales (RDW, VCM, HCM, CHCM, cinética de hierro)

e Biopsia de la médula 6sea: procedimiento que comprende la extraccion de una
pequefia cantidad de la médula 6sea por medio de una biopsia, para evaluar la
cantidad, tamafio y madurez de las células blasticas eritropoyéticas y/o de células
anormales (Lewis, Baines y Bales, 2008; Shadduck, 2000).

En este caso nos centramos en la determinacion de hemoglobina, como herramienta
primaria en el diagndstico de anemia. Esta es la prueba de laboratorio mas accesible,
sensible y especifica que permite evidenciar la disminucion en la capacidad de transporte
de oxigeno de los eritrocitos. Es un examen de bajo costo, facilmente tecnificado y cuyos
valores le presentan al médico la informacion necesaria para la toma de decisiones en varias
situaciones médicas, como lo son el tratar una deficiencia de micronutrientes, la necesidad
de administrar una transfusion sanguinea o administrar eritropoyetina en afecciones
cronicas, entre otras (Lewis, Baines y Bales, 2008; Hrosso y Buys, 2001; Shadduck, 2000;
West, 1996; Ritchard, s.f.).

F. Tratamiento
El tratamiento especifico para la anemia serd determinado por el médico basdndose en lo
siguiente (Hrosso y Buys, 2001):

e edad del paciente, su estado general de salud y sus antecedentes médicos

e gravedad de la anemia

e tipo de anemia

e causade la anemia

¢ latolerancia a determinados medicamentos, procedimientos o tratamientos

e las expectativas para la evolucion de la anemia

La anemia puede ser dificil de tratar y el tratamiento puede incluir:

e suplementos de vitaminas y minerales (hierro aminoquelado, acido folico, vitamina
B12)

e cambios en la dieta (incrementar ingesta proteica y rica en minerales)

e medicamentos o interrupcion de la administracion de los medicamentos causales

11



e tratamiento del trastorno causal

e antibioticos (si el agente causal es una infeccion)

e esplenectomia (si se trata de anemia hemolitica)

e transfusiones de células empacadas, si fuera necesario (para reemplazar pérdidas de
sangre importantes)

e administracién de eritropoyetina (dafios renales cronicos)

e trasplante de médula Gsea (para la anemia aplasica)

G. Seguimiento

El seguimiento de la anemia debe ser enfocado hacia la causa subyacente, la cual en
lo posible debe ser resuelta. En las anemias por falta de micronutrientes, la suplementacion
de la dieta deberia corregir la anemia en plazos relativamente cortos. Las anemias aplasicas
0 autoinmunes dependeran del manejo de la causa subyacente y pueden requerir de

tratamientos transfusionales periodicos.

H. Tamizaje

La prevencion primaria contra la anemia se pone en préactica con el asesoramiento
en consulta de control en salud desde la lactancia hasta la adolescencia, y secundaria en
pruebas de deteccion regulares, diagnostico inmediato y tratamiento apropiado de la
carencia de hierro. Se recomienda la deteccion entre los 9 — 12 meses de edad, hasta los 18
meses en poblaciones de alta prevalencia de anemia o nifios con riesgo de carencia y los
que reciben leche de vaca a temprana edad. Después de los 2 afios generalmente no es
necesaria la deteccion de rutina, a menos que los datos clinicos lo respalden. Se debe
recomendar el tamizaje en los adolescentes entre 11 y 20 afios de edad y mujeres jovenes
gue menstrdan, debido a sus altos requerimientos fisiolégicos. A las mujeres embarazadas
se les debe realizar una determinacién cada trimestre o segun lo indique el médico basado
en evidencia clinica (World Health Organization/ United Nations Children’s Fund/ United
Nations University [WHO/UNICEF/UNU], 2001).

Los tamizajes en poblaciones han tomado auge ya que la anemia se utiliza como un

indicador del estado de salud general de una poblacion, pudiéndose evidenciar las carencias

12



alimentarias y el adecuado acceso a servicios de salud, segun lo plantea la OMS. Esto se
observa en el creciente uso de tamizajes de hemoglobina durante encuestas 0 censos en
varios paises y/o regiones (Johns & Lewis, 1989, p. 214-222; Sari y otros, 2001, p. 506-
511; WHO/UNICEF/UNU, 2001; Casanueva, de Regil y Flores-Campuzano, 2006, p. 166-
175; Bancroft, Benguigui, Canahuati, Carrasco, de Carvalho, de Cuadros, Yunes, 2000).

Muchos médicos también toman la determinacion de la hemoglobina como un predictor de
la evoluciéon de una enfermedad, como lo es la nefropatia diabética o la insuficiencia
cardiaca congestiva, por lo que aumenta la demanda de realizar la prueba. De igual manera
se realizan controles periodicos a mujeres embarazadas, o como tamizaje en el ingreso a la
sala de partos, pues el valor de hemoglobina es predictivo del estado general de la paciente

y de la prognosis del evento del parto (Bancroft y otros, 2000).

I. Pruebas para determinacién de hemoglobina

Algunos datos se obtienen examinando a simple vista un examen de sangre. Un
aspecto normal del suero o plasma revela que el pigmento se encuentra en los glébulos
rojos. Si se agita una sangre total normal en el aire durante 15 minutos adquiere un color
rojo claro por convertir la hemoglobina en oxihemoglobina. En la intoxicacion por
mondxido de carbono el color de la sangre es cereza brillante debido a la formacion de
carboxihemoglobina; en la metaglobulinemia es color chocolate; y malva en

sulfahemoglobinemia. Sin embargo esto es una forma demasiado subjetiva de clasificarla.

La hemoglobina se combina irreversiblemente con varios productos quimicos, por
ejemplo, cianuro, sulfuros, peroxidos, etc. Entre los derivados o conjugados de la
hemoglobina con especies quimicas se encuentran:

e Hemoglobina reducida (Hb*?)

e Oxihemoglobina (HbO,)

e Carboxihemoglobina (COHb)

e Sulfohemoglobina (SHb)

e Hemiglobina o metahemoglobina (Hi)

e Cianometahemoglobina (CNHb)
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Las distintas formas de hemoglobina se distinguen por sus espectros de absorcion,
aunque todas absorben gran parte de los haces de luz entre 480 a 660 nm, de donde
proviene su color rojo. Al cambiar el estado rédox de la hemoglobina, también cambian
algunas de sus caracteristicas fisicoquimicas, como las longitudes de onda a las que absorbe
mas los haces de luz. Esta propiedad se utiliza para su cuantificacion e identificacion,
basandose en mediciones espectrofotométricas a intervalos de 5 nm, hasta encontrar la
longitud de onda de mayor absorcién, caracteristico de cada estado rédox y combinacion
quimica a la que puede estar sujeta la hemoglobina. Esta determinacion es de suma
importancia clinica, pues cada especie quimica que se acopla a la hemoglobina repercute en
su capacidad de transporte de oxigeno, llevando a diferentes cuadros patoldgicos, los cuales

se describen a continuacion.

1. Carboxihemoglobina

La carboxihemoglobina (COHb) es la hemoglobina ligada al monodxido de carbono.
Este se une facil y covalentemente a la hemoglobina a presiones parciales bajas y compite
fuertemente con el oxigeno por los mismos lugares de union que el hierro. La afinidad
mondxido de carbono-hemoglobina es 200 a 250 veces mayor que la afinidad oxigeno-
hemoglobina. En principio, el oxigeno puede desplazar al mondxido de carbono para
formar oxihemoglobina; esto, sin embargo, requiere presiones parciales de oxigeno muy
altas. Por eso se considera que la carboxihemoglobina no estd disponible para unirse al

oxigeno.

La intoxicacion por monoxido de carbono es un problema serio, frecuente,
potencialmente letal y a menudo insuficientemente tratado en los servicios de emergencia
hospitalarios. En individuos normales la concentracion de carboxihemoglobina no supera el
3%. En fumadores puede llegar al 15%. Por encima del 20% comienzan a aparecer
sintomas de envenenamiento, y a concentraciones de 50 a 80 % el envenenamiento por

monoxido de carbono puede ocasionar la muerte.

La cuantificacion de la concentracion de carboxihemoglobina se lleva a cabo
mediante separacion fisica de la carboxihemoglobina de otras hemoglobinas, basandose en

la alta resistencia relativa de COHb al calor mientras que las otras formas de hemoglobina
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sufren coagulacion. Esta técnica es simple de realizar y permite ser aplicada con resultados
reproducibles si se mantienen estrictamente las condiciones indicadas: calentamiento a 55 +
0.5°C durante 5 minutos y pH 5.05 + 0.05. La lectura espectrofotométrica se realizaa 570 y
630 nm. (King, 2002; Masimo Rainbow SET®, 2009).

2. Sulfohemoglobina

La sulfohemoglobina (SHb) es un compuesto estable de hemoglobina unida al
sulfuro. La sulfohemoglobina puede combinarse reversiblemente con el oxigeno molecular
y el mondxido de carbono, su afinidad por el oxigeno es 100 veces menor que la de la
hemoglobina no modificada. Su aumento puede ser debido a la administracion de farmacos
como la fenacetina, acetanilida, dapsona y a la exposicion de compuestos azufrados como
el didxido de azufre, el sulfuro de hidrogeno, o bien por exposicion a polucién atmosférica
severa. Esta hemoglobina es incapaz de transportar el oxigeno y no se dispone de

tratamiento para ésta intoxicacion.

La cuantificacién de la sulfohemoglobina se lleva a cabo espectrofotométricamente
con la adicion de reactivo de Drabkin, realizandose una lectura de absorbancia a 456 nm,
obteniendo la suma de la absorbancia de la oxihemoglobina y de la SHb en cualquier
muestra sanguinea. En contraste con la oxihemoglobina, la banda de absorcion causada por
la SHb no varia con la adicion de cianuro. La absorbancia residual, leida a 620nm es por
tanto proporcional a la concentracion de SHb. (King, 2002).

3. Método de Sahli

El método de Sahli se basa en la hemolisis mediante la solucién de HCI, que
transforma la hemoglobina en hematina. La solucion obtenida se diluye hasta que su color
se hace igual al de un cristal coloreado, cuya intensidad de color corresponde a una
concentracion conocida de hemoglobina, dada por un patron colorimétrico. La lectura se
obtiene directamente en gramos por litro, observando el valor en la escala graduada grabada

sobre el tubo en el que se va realizando la dilucién.

El método de Sahli por mucho tiempo fue el estdndar de determinacion de

concentracion de hemoglobina en muchos laboratorios, pues no requiere de equipo
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especializado. A la vez las determinaciones se podian realizar de manera altamente
tecnificada, pues la preparacion de la muestra es bastante simple. Sin embargo, al no ser

una medicion cuantitativa directa, el método es sujeto de muchas fuentes de error.

Este procedimiento, ademas de su escasa reproducibilidad, tiene el inconveniente de
que la transformacion de toda la hemoglobina en hematina precisa un tiempo prolongado (1
hora aproximadamente). Las posibles causas de error se encuentran en el pipeteo,
variaciones del color del patron, transformacion incorrecta de hemoglobina a hematina,
error en la lectura, dilucion excesiva, interferencia por compuestos no hemoglobinicos
como lipidos y proteinas, que poseen la capacidad de modificar el color de la hematina
acida (Vives y Aguilar, 2006).

4. Método rapido: Densidad relativa en solucion de Sulfato de cobre

La densidad relativa en solucion de Sulfato de cobre ha sido el método estandar para
el tamizaje de hemoglobina en donantes de sangre. En este método una gota de sangre,
usualmente extraida del 16bulo de la oreja o de la yema del dedo, es introducida en un tubo
de ensayo con solucion de sulfato de cobre cuya densidad especifica es conocida. Dicha
gota se caracteriza por una cubierta de proteinas plasmaticas desnaturalizadas, actuando
como una masa discreta. Si la gota cae de manera continua, aungue sea lentamente al fondo
del recipiente, la gravedad especifica de la sangre entera excede a la de la solucion de
sulfato de cobre. Asumiendo como normal la gravedad especifica del plasma, la gravedad
especifica de la sangre entera estd directamente relacionada con la concentracién de
hemoglobina. En algunas poblaciones niveles elevados de proteinas séricas requieren un
calculo diferente de la gravedad especifica para medir el nivel de hemoglobina (Vives y
Aguilar, 2006).

El método de sulfato de cobre tiene ventajas significativas: es rapido, economico, y
no requiere entrenamiento por parte del personal. Pero también tiene desventajas,
especialmente en lo que se refiere al control de calidad y exactitud del método.
Recientemente se ha volcado el interés en lo que se refiere al descarte de los desechos de

éste método, ya que la solucidn es considerada como contaminante y en algunos paises es
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considerado toxico para el medio ambiente. Finalmente, este método, usado con una
soluciéon de gravedad especifica Unica, no aporta resultados cuantitativos. Por lo tanto
aquellos donantes que no pasan adecuadamente éste analisis, no pueden ser considerados
como de hallazgos médicos significativos y por otro lado donantes con alta concentracion

de hemoglobina pueden no ser detectados (Ritchard, s.f.).

5. Cianometahemoglobina

El método de cuantificacion de hemoglobina por medio de la formacion de
cianometahemoglobina (CNHb) y posterior lectura espectrofotométrica es el estandar de
oro para la cuantificacion de la hemoglobina. También conocido como método de Drabkin,
es uno de los métodos mas ampliamente difundidos y hasta hace poco, utilizados en
laboratorios clinicos de todo nivel. Es bastante reproducible y veraz, aunque la preparacion
de la muestra conlleva un grado medio de dificultad. Sin embargo en la Gltima década se ha
disminuido su uso en los laboratorios clinicos debido a la toxicidad del reactivo de Drabkin,
conformado por sales potasicas y férricas de cianuro. En la actualidad existen muchas
restricciones para su transporte, uso y desecho, especialmente en paises industrializados.
No obstante, se continta utilizando el método en laboratorios, especialmente en los
procesos de validacion y comparacion de otros métodos de cuantificacion de hemoglobina.
(Vives y Aguilar, 2006).

6. HemoCue®

Recientemente, se ha desarrollado un nuevo método que asegura de forma rapida y
confiable la cuantificacion de hemoglobina usando un instrumento portatil. Desarrollado
por HemoCue® Inc., el sistema de hemoglobina en sangre HemoCue® Hb consta de
microcubetas con un reactivo en forma seca y un fotometro disefiado para un propoésito
unico. La microcubeta se usa como recipiente de reaccion y cubeta de medicion, ésta
contiene deoxicolato de sodio el cual hemolisa los eritrocitos liberando hemoglobina. El
nitrito de sodio convierte la hemoglobina en metahemoglobina, la cual, junto con la azida
sodica, produce metahemoglobina azidica, también Ilamada azometahemoglobina. La
lectura de hemoglobina se realiza en el fotometro, el cual sigue la reaccion y presenta el

resultado solo cuando la reaccién ha terminado. La absorbancia se mide en dos longitudes
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de onda (570 y 880 nm), con objeto de compensar la turbidez de la muestra. Este método
no requiere dilucion. El fotometro se calibra en fabrica segun el método de
cianometahemoglobina (CNHb), que es el método de referencia internacional para la

determinacion de la concentracion de hemoglobina total en sangre.

Al estar compuesto por un fotdmetro portétil y microcubetas, permite en menos de
un minuto y de una manera simple y precisa cuantificar la hemoglobina, con resultados
comparados con los que brinda un gran equipo hematologico. El fotometro dispone de 2
filtros dpticos que compensa lecturas de muestras lipémicas, con leucocitosis o cualquier
otra forma de turbidez. Cualquier muestra de sangre puede usarse, ya sea capilar, venosa o
arterial. La microcubeta desechable toma la exacta cantidad de sangre que precisa y la
mezcla con el reactivo en forma automatica. La cubeta es luego introducida en el fotometro
y el resultado aparece en la pantalla en menos de un minuto. El sistema es facil de usar y
después de una breve formacion practica, incluso el personal que no trabaja en laboratorio
puede realizar la prueba con seguridad y exactitud (Bhaskaram, 2003, p. 25-28; HemoCue®
Hb 301 System, 2006).

Este método tiene ya mas de 25 afios en el mercado, pero inicialmente su uso estaba
muy limitado por el alto costo del equipo, debido principalmente a la baja demanda. En la
ultima década se ha incrementado en gran manera la utilizacion de esta herramienta
diagndstica tanto en instituciones hospitalarias de paises desarrollados como en centros de
atencion primaria o ambulatoria de paises en desarrollo. Este equipo ha encontrado una
gran aceptacion en estudios epidemioldgicos de diferentes paises, siendo comparado y
validado contra otras metodologias, como el método de Drabkin, toma de muestra en papel
filtro y el método de sulfato de cobre, en los cuales se encontré valores de sensibilidad
entre 75 a 86% Yy especificidad de 94 al 100%. La correlacion con los valores obtenidos a
través de la metodologia de cianometahemoglobina (Drabkin), que constituye el estandar de
oro, se encuentran en rangos de 0.78 a 0.92, siendo ésta la mejor prueba de campo para el
diagnostico de anemia. Esto se debe a la gran versatilidad del equipo, al ser portatil, no

tener altos requerimientos de infraestructura, alimentacion eléctrica, calibraciones o
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reactivos toxicos y de dificil manejo. (Bhaskaram, 2003; Hudson-Thomas, Bingham, &
Simmons, 1994; Sari, de Pee, Martini, Herman, Sugiatmi, Bloem, & Ray, 2001)

7. Variantes a tomar en cuenta en la interpretacion de los resultados

e Una buena toma de muestra es indispensable en la realizacion del tamizaje. La sangre
obtenida por puncién capilar podria ser diluida por el liquido intersticial o intracelular,
por lo que es necesario una buena toma de muestra.

e Se debe tomar en cuenta que la sangre venosa y capilar no es la misma incluso si se
encuentran fluyendo libremente, la concentracion de hemoglobina en la sangre capilar
es mayor gue en la sangre venosa, las discrepancias entre muestras periféricas y venosas
son mas marcadas si esta es tomada en lobulo de la oreja, en lugar de utilizar el dedo
como el sitio de la puncion.

e La concentracion de hemoglobina muestra una tendencia decreciente a través del dia y
los valores mas bajos durante la noche

e Después de la transicién del paciente desde una posicion vertical a una posicién
reclinada, la disminucion en los niveles de hemoglobina tiene lugar. Por lo que debe

realizarse en idénticas condiciones.

8. Variacion de la concentracion de hemoglobina en sangre capilar y venosa

La sangre venosa es utilizada como la muestra de preferencia para la mayoria de
determinaciones hematoldgicas, pues generalmente se tiene un facil acceso a esta via y las
concentraciones de la mayoria de analitos o cuerpos formados son altamente
representativos de las del resto del organismo. Es por esto que los valores de referencia se

estandarizan utilizando valores obtenidos a partir de este tipo de muestra (Freire, 1998).

Sin embargo muchas metodologias rapidas refieren que se puede utilizar sangre
capilar para realizar la determinacién de hemoglobina (y se refuerza esta tendencia, por ser
mas facil la obtencion de muestra). La concentracion de hemoglobina es particularmente
sujeto de cierta variacion intrinseca entre muestras capilares y venosas. Se han reportado
una amplitud de rangos, dependiendo mas de las condiciones de toma de muestra y de la

metodologia utilizada para el analisis. Sin embargo el rango méas confiable de variacién de
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hemoglobina, entre muestras de sangre venosa y capilar, es un incremento de 0.2 a 0.5 g/dL
en sangre capilar. Esto se aduce a que generalmente se encuentran mas glébulos rojos por
unidad de volumen en sangre capilar que en sangre venosa, lo cual tendria una incidencia
directa sobre la cantidad de hemoglobina contenida en dicha unidad de volumen, creando
un valor aumentado falso (Neufeld, Garcia, Sdnchez, Newton, Ramirez & Rivera, 2002, p.
219-227; Lewis y otros, 2008).

9. Otros factores de variacion en la concentracion de hemoglobina
Existen variaciones en lo niveles de hemoglobina que se deben considerar: edad,
género, embarazo y factores ambientales.

En las mujeres sanas y con niveles normales de hierro, las concentraciones de
hemoglobina cambian notablemente durante el embarazo para adaptarse al aumento de la
volemia materna y a las necesidades de hierro del feto. Las concentraciones disminuyen
durante el primer trimestre, alcanzan su valor mas bajo en el segundo y empiezan a
aumentar de nuevo en el tercero. En la actualidad, no hay recomendaciones de la OMS
sobre el uso de los diferentes valores de corte de la hemoglobina para la anemia por
trimestre del embarazo, pero se reconoce que durante el segundo trimestre las
concentraciones disminuyen aproximadamente 0.5 g/dL (DeMaeyer, Dallman y Hallberg,
2011).

Se sabe que vivir a cierta altitud por encima del nivel del mar y el tabaquismo
aumentan las concentraciones de hemoglobina. Por consiguiente, en las personas que
residen en altitudes elevadas y en los fumadores la prevalencia de anemia puede
infravalorarse si se aplican los valores de corte corrientes. Existen valores de ajuste
recomendados a la hemoglobinemia medida en las personas que viven en altitudes
superiores a 1000 m sobre el nivel del mar y en fumadores, para normalizar los valores

segun estos factores. (DeMaeyer, Dallman y Hallberg, 2011)
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V. JUSTIFICACION

Guatemala es un pais con altos indices de desnutricion carencial, altas tasas de
morbi-mortalidad materno infantil y una baja cobertura de salud en las areas rurales. La
Organizacion Panamericana de la Salud en su dltima encuesta nutricional reporta una
prevalencia nacional de anemia del 26%. Esta se encuentra estratificada en: 22% en
adultos, siendo las mas afectadas las mujeres en edad fértil y embarazadas, y 38% de nifios
entre 1-5 afos (Pan American Health Organization, 2007, p. 375-393; Guatemala.
Ministerio de Salud Publica y Asistencia Social, 2004; Guatemala. Ministerio de Salud
Publica y Asistencia Social, 1995).

Paises en desarrollo con escenarios similares han adoptado tamizajes de
hemoglobina dentro de sus esquemas de vigilancia de salud, aunado a planes de cobertura
médica ambulante, con lo cual han logrado extender y mejorar la cobertura de salud. Al
ofrecer una determinacién de hemoglobina en el sitio donde se encuentra el paciente, se le
puede ofrecer un tratamiento oportuno y facilita el seguimiento del mismo, mejorando el

pronostico y la calidad de la atencion.

En Guatemala ain no se ha realizado un estudio de comparacion del sistema
HemoCue® Hb 301 para la medicién de hemoglobina, el cual podria ser un beneficioso
instrumento en areas remotas o carentes de laboratorios clinicos, al igual que en
nosocomios que requieran de mediciones rapidas en el sitio de atencion al paciente 0 como

un instrumento de recoleccion de informacion para tamizajes y encuestas de salud.

De acuerdo a un estudio realizado en Pert, en donde se compar0 la concentracion
de hemoglobina entre HemoCue® Hb 301 y el método estandar de cianometahemoglobina
utilizando sangre capilar y venosa, los resultados obtenidos muestran que la concentracion
de hemoglobina en sangre capilar fue mayor comparada con sangre venosa (+2g/dL). Sin
embargo esta diferencia desparece al utilizar sangre venosa, concluyendo que existe una
una buena correlacién entre las lecturas de hemoglobina realizadas con las dos técnicas, las
pequefias diferencias existentes podrian deberse a la variacion electronica, tiempo en que

se realiza la lectura y variaciones biologicas. (Mufioz y Santa Maria, 2003).
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VI. OBJETIVOS

A. General

Comparar la determinacion de hemoglobina por medio del método HemoCue® y el método
estandar de cianometahemoglobina y llevar a cabo un plan piloto de tamizaje utilizando el

método HemoCue®

B. Especificos

1. Determinar la concentracion de hemoglobina en poblaciones con caracteristicas
ambientales y poblacionales distintas, por el método HemoCue® y el método

estandar de cianometahemoglobina.

2. Determinar el coeficiente de correlacion de concordancia () entre la metodologia

HemoCue® y cianometahemoglobina.

3. Determinar la sensibilidad y especificidad del diagnostico de anemia utilizando la
metodologia HemoCue® y el valor Kappa del mismo, al comparar con el método de

cianometahemoglobina.
4. Comparar la concentracion de hemoglobina media en conglomerados con

caracteristicas ambientales y poblacionales distintas, utilizando el método
HemoCue®.
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VII. HIPOTESIS

El valor de la hemoglobina determinado con el método HemoCue® en sangre capilar no
presentara diferencia estadisticamente significativa al obtenido con el método de referencia

(cianometahemoglobina en sangre venosa).
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VIIl. MATERIALES Y METODOS

A. Universo y muestra

1. Universo: Poblacion de la Republica de Guatemala.

2. Muestra: Se cont6 con dos muestras. Una para la fase de comparacion de métodos, con

un numero total de 120 participantes y la segunda muestra para el plan piloto de

tamizaje, conformada por 400 participantes, que cumplian con los criterios de inclusion

para cada conglomerado a estudiar. Estos conglomerados son:

a. Muestra de estudio para comparacion de métodos de cuantificacion de hemoglobina:

o

Guatemala, Guatemala: conglomerado de atletas que se avocaron al laboratorio
clinico de la CDAG. Grupo de comparacion con valores altos de hemoglobina. 30
participantes.

Hospital General San Juan de Dios, Guatemala, Guatemala: conglomerado de
donadores de sangre que acudieron al Banco de Sangre del Hospital General San
Juan de Dios. Grupo de comparacion con valores medios a altos de hemoglobina. 30
participantes.

Hospital General San Juan de Dios, Guatemala, Guatemala: conglomerado de
mujeres embarazadas, en el tercer trimestre de gestacion, que acudieron al Hospital
General San Juan de Dios. Grupo de comparacion de valores medios a bajos de
hemoglobina. 30 participantes.

Hospital General San Juan de Dios, Guatemala, Guatemala: conglomerado de nifios
en un rango de edad entre 5 y 15 afios, que se presentaron al Servicio de Nutricion
del Hospital General San Juan de Dios. Grupo de comparacion de valores bajos de

hemoglobina. 30 participantes.

b. Muestra de estudio para plan piloto de tamizaje de cuantificacion de hemoglobina:

i. Regién Central (Departamentos de Guatemala):

o

Guatemala, Guatemala: conglomerado de atletas que asistieron al laboratorio clinico
de la CDAG. 80 participantes.
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Santa Elena Barillas, Villa Canales, Guatemala: conglomerado de mujeres
embarazadas, en cualquier trimestre de gestacion, que acudieron al Centro de Salud
de Santa Elena Barillas. 80 participantes.

San Juan Sacatepequez, Guatemala: conglomerado de nifios en un rango de edad
entre 5 y 15 afios, que se presentaron al Centro de Recuperacion Nutricional del
Club Rotario, con indicios de desnutricion o que se encontraban internados en éste.

40 participantes.

Regidn Sur (Departamento de Escuintla):

Escuintla: conglomerado de altitud baja sobre el nivel del mar (0-500 metros sobre
el nivel del mar). Personas adultas que acudieron a los servicios de salud publica en
este municipio y personas que aceptaron formar parte del estudio en el Centro
Universitario del Sur, de la Universidad de San Carlos de Guatemala (CUNSUR).

Debian ser residentes constantes del departamento. 100 participantes.

Region Noroccidental (Departamento de Quetzaltenango):

Quetzaltenango: conglomerado de altitud alta sobre el nivel del mar (>2,000 metros
sobre el nivel del mar). Personas adultas que acudieron al Hospital General de
Quetzaltenango y personas que aceptaron formar parte del estudio en el Centro
Universitario de Noroccidente, de la Universidad de San Carlos de Guatemala

(CUNOC). Debian ser residentes constantes del departamento. 100 participantes.

A los participantes de ambas muestras se les provey6 la opcion de no participar en

el estudio o salir de éste en cualquier momento. Se les inform6 sobre esta opcién al
explicarles el estudio, tanto a los médicos tratantes como a los pacientes/participantes. Esta
medida se efectud para reforzar las normas de bioética empleadas en el estudio y con el fin

de evitar perjudicar al participante de cualquier forma.

Todos los datos se trataron de forma confidencial y Gnicamente se compartieron con

el paciente/participante y su meédico tratante, si la situacion lo ameritaba. Las muestras se
identificaron con un nimero de trabajo para su analisis, para mantener la confidencialidad

del paciente.
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B. Recursos

1. Humanos:

a.

o «Q —Hh @

Asesora:
Licda. Margarita Paz de Ramirez, Q.B., MA.

. Integrantes del Seminario de Investigacion:

Br. José Miguel Echeverria Barillas

Br. Alma llusion Quiroz Loyo

Institucionales:

Centro de Salud de EI Progreso, Unidad de Recuperacion Nutricional, Jutiapa.

Centro de Salud de Santa Elena Barillas, Villa Canales, Guatemala.

Centro Universitario de Noroccidente (CUNOR), Universidad de San Carlos de
Guatemala, Quetzaltenango.

Centro Universitario del Sur (CUNSUR), Universidad de San Carlos de Guatemala,
Escuintla.

Centros de Salud de Tiquisate, Escuintla.

Centros de Salud de Escuintla, Escuintla

Confederacion Deportiva Autonoma de Guatemala, Guatemala.

Hospital General San Juan de Dios, Guatemala, Guatemala.

Hospital Universitario Esperanza, Guatemala, Guatemala

Labymed, S.A., Guatemala, Guatemala

Hospital General San Juan de Dios, Quetzaltenango, Quetzaltenango.

Unidad de Recuperacion Nutricional del Club Rotario, San Juan Sacatepéquez,

Guatemala.

m. Universidad de San Carlos de Guatemala, Facultad de Ciencias Quimicas y Farmacia.

a.

Fisicos:

Materiales
Guantes de latex
Lancetas para sangre capilar

Pipetas automaticas de volumen variable 1- 10 pl y de 200uL - 1000 pL
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= Puntas de pipeta desechables

= Ligade hule

= Agujas Vacutainer®

= Camisa para sistema Vacutainer®

= Tubos de pléstico al vacio con EDTA de 4 mL
= Viales de crio almacenamiento de 2.5 mL
= Gradillas para tubos y viales

= Hielera para transporte de muestras

= Papel mayordomo

= Bolsas Ziplock® grandes

= Algodon

= Alcohol al 70%

= Papeletas de recoleccion de datos

= Papeletas de resultado

= Sobres de papel manila

= Hojas de consentimiento

= Marcador indeleble negro

=  Crondémetro

b. Equipo

» Refrigeradora (2-4°C)

= Espectrofotometro de longitud de onda variable CHEM 7 (con filtro de 546 nm)
» Analizador HemoCue® Hb 301

= \ortex

c. Reactivos
= Solucién de Drabkin (solucion de sales férricas y potasicas de cianato)

=  Microcubetas HemoCue® con reactivo en seco



C. Metodologia
Esta investigacion consistio de dos fases:
o Comparacion del método HemoCue® para la cuantificacion de hemoglobina contra
el método de cianometahemoglobina (prueba estandar)

o Realizacion de un plan piloto de tamizaje en diferentes poblaciones del pais.

1. Primera fase: Medicién de hemoglobina por medio de dos métodos, HemoCue® y
Cianometahemoglobina
a. Recoleccion de muestras

Se recolectaron dos muestras en cada participante: una muestra de sangre capilar,
por puncion con lancetas y una muestra de sangre venosa, de por lo menos 4 mL, con el
sistema Vacutainer®. Las muestras de sangre venosa (120 muestras) se recolectaron en
tubos con EDTA como anticoagulante. Las muestras de sangre venosa se preservaron eny
fueron transportadas en cadena de frio, desde el sitio de obtencion hasta el Laboratorio de
Citohistologia de la Facultad de Ciencias Quimicas y Farmacia, para su procesamiento y

analisis; las muestras de sangre capilar se analizaron in situ con el analizador HemoCue®.

b. Determinacion in situ con HemoCue®

La muestra de sangre capilar se recolectdé en una microcubeta de reaccion,
descartando la primer o segunda gota de sangre; se llend la microcubeta en un proceso
continuo para evitar burbujas y se coloc6 en el portador del analizador HemoCue®. En un
periodo de 30 a 45 segundos aproximadamente se obtuvo el resultado legible en la pantalla
LCD del equipo. Este resultado se anotd en las hojas de registro y hoja de resultado del

paciente.

c. Reporte de resultados
Se entregaron los resultados obtenidos con el equipo HemoCue® al médico tratante
del paciente o al participante, segun el caso, con indicaciones sobre el significado del

resultado y la sugerencia de buscar atencién médica, si lo ameritaba.
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d. Analisis de la muestra con el método de cianometahemoglobina

Las muestras de sangre venosas obtenidas se procesaron en el Laboratorio de

Citohistologia de la Facultad de Ciencias Quimicas y Farmacia, segun el método de

cianometahemoglobina (Drabkin) descrito a continuacion.

Método de cianometahemoglobina para la cuantificacion de hemoglobina

iv.

Principio: El ferricianuro potasico oxida la hemoglobina a metahemoglobina y el
cianuro potasico proporciona los iones cianuro (CN’) para formar
cianometahemoglobina que tiene una absorcion maxima a 540 nm. La capacidad de
absorcion de la solucion se mide en un espectrofotometro a 540 nm y se compara

con la de una solucién estandar.

Reactivo: El reactivo utilizado es el reactivo de Drabkin, conformado por una
solucion acuosa de sales potasicas y férricas de cianuro. Esta solucién debe ser de

un color amarillo claro, palido y tener un pH de 7 a 7.4.

Método: Se diluye la sangre en una solucion de ferricianuro potéasico y cianuro
potasico, se afiaden 20 microlitros de sangre a 5 ml de disolvente, se mezclan bien
y se mantienen a temperatura ambiente durante 10 minutos. Se determina la
capacidad de absorcion, frente al blanco reactivo en el espectrofotémetro a 540 nm.
Se abre un vial de hemoglobina estandar y se mide la capacidad de absorcion a

temperatura ambiente, en el mismo aparato y de una manera similar.

Céalculos:

Hb (g/dL) =
Absorcién de la muestra X Concentracion del estandar (mg/dL) X 251

Absorcidn del estandar 100 mg/g
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Es conveniente calibrar el espectrofotometro al utilizarlo para hemoglobinometria,
preparando una curva estandar o una tabla que relaciona la capacidad de absorcién a la

concentracion de hemoglobina en g/dL.

e. Reporte de resultados interno, tabulacion y creacion de un consolidado

Los datos obtenidos con el equipo HemoCue® y los obtenidos con el método de
cianometahemoglobina se anotaron en las hojas de registro correspondientes.
Posteriormente se digitaron en una base de datos, creando un consolidado del total de

muestras procesadas, como paso de preparacion de los datos para el analisis estadistico.

f. Analisis estadistico
Numero de muestra: se establecid por conveniencia, siendo de 120 muestras,

distribuidas equitativamente dentro de los cuatro conglomerados evaluados. Las muestras
se encontraron distribuidas dentro de un rango amplio de variacién de concentracion de
hemoglobina, cuyas variables son:

= valores de hemoglobina normales (dentro de rangos de referencia)

= valores de hemoglobina alterados (fuera de los rangos de referencia)

= género

» edad

= condiciones fisiologicas o patologicas presentes que alteren los valores de

hemoglobina

2. Plan piloto de tamizaje:

Se llevé a cabo un plan piloto de tamizaje de caracter transversal descriptivo en
diferentes regiones del pais y se realiz6 un analisis estadistico de comparacion de medias
obtenidas de los conglomerados, para encontrar si existia una diferencia estadistcamente

significativa entre cada grupo.
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El plan piloto de tamizaje consistio de los siguientes pasos:

a. Contacto con instituciones colaboradoras

Inicialmente se buscO grupos poblacionales con caracteristicas ambientales y fisioldgicas
que pudiesen propiciar variaciones en las concentraciones de hemoglobina, determinandose
cinco grupos o conglomerados por lo que se contactd con las siguientes instituciones y se

les informo la intencion del estudio: Region Central (Departamentos de Guatemala):

Confederacion Deportiva Auténoma de Guatemala, Guatemala (valores normal alto de
hemoglobina); Centro de Salud de Santa Elena Barillas, Villa Canales, Guatemala (valores
bajos de hemoglobina por gestacion); Centro de Recuperaciéon Nutricional del Club Rotario
(valores bajos de hemoglobina por desnutricion). Regidn Sur (Departamento de Escuintla):
Centros de Salud de Tiquisate, Escuintla; Centros de Salud de Escuintla, Escuintla; Centro
Universitario del Sur Universidad de San Carlos de Guatemala, Escuintla (valores bajos de
hemoglobina debido a altitud baja sobre el nivel del mar, 0-500 metros sobre el nivel del

mar). Region Noroccidental (Departamento de Quetzaltenango): Centro Universitario de

Noroccidente de la Universidad de San Carlos de Guatemala, Quetzaltenango; Hospital
General de Quetzaltenango (valores altos de hemoglobina debido a altitud alta sobre el
nivel del mar, mayor a 2000 metros sobre el nivel del mar).

Se les solicito su participacion y colaboracion en la organizacion de el evento de tamizaje,
considerando la disponibilidad de espacio fisico adecuado y fechas convenientes para llevar
a cabo la actividad. Los costos de materiales y de las pruebas fueron aportados por los
investigadores, Unicamente requiriendo un espacio fisico adecuado para llevar acabo el
proceso de muestreo y la disponibilidad de un oficial de salud para dar acompafiamiento a

los participantes con resultados alterados.

b. Movilizacién, promocion y preparacion del muestreo
Al contar con todo el material para realizar el muestreo, se moviliz6 a las
instituciones mencionadas, se preparo el area autorizada tomando en cuenta las normas de

bioseguridad y privacidad. A continuacion se instalo el material de promocion y se invito a
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la poblacidn a participar en el estudio, socializando los beneficios de la participacion, como
el derecho a no participar.

c. Muestreo, recopilacién de datos y entrega de resultados

El muestreo se llevé a cabo segun la metodologia HemoCue® descrita previamente,
tomando una muesta de sangre capilar por puncion de dedo. Inmediatamente se analiz6 la
muestra y se le entregé al participante una boleta con el resultado, dandole las indicaciones
meritorias y aclarando cualquier duda que pueda surgir durante el procedimiento. El
participante fué referido con el oficial médico de la institucion en caso que el resultado se
encontrara fuera de los rangos de referencia. Los datos generales del paciente se anotaron

para posterior tabulacion.

d. Andlisis de datos de tamizaje
NUumero de muestra: se estableci6 por conveniencia, siendo 400 muestras

distribuidas dentro de los conglomerados mencionados previamente. Las muestras se
encontraron distribuidas dentro de un rango amplio de variacion de concentracion de
hemoglobina, cuyas variables fueron:

= valores de hemoglobina normales (dentro de rangos de referencia)

= valores de hemoglobina alterados (fuera de los rangos de referencia)

= género

= edad

= ubicacion geogréfica (altitud sobre el nivel del mar)

= condiciones fisiologicas o patologicas presentes que alteren los valores de

hemoglobina

Los datos recopilados se sometieron a un analisis estadistico descriptivo,
realizandose una caracterizacion de cada conglomerado y una comparacion de medias
muestrales entre cada grupo, se evalud si existian diferencias significativas entre los

diferentes conglomerados.
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D. Disefio estadistico
1. Comparacién de métodos:

El disefio estadistico para el estudio de comparacion de métodos fue un disefio
pareado, donde el valor de hemoglobina de cada muestra (n=105) se evalu6 por el método
de referencia (lectura espectroscopica de cianometahemoglobina) contra el método
experimental HemoCue®.

a. Determinacion de concordancia

La concordancia entre métodos se estimd con el coeficiente de correlacion de
concordancia (r;) y por medio del andlisis de T pareado. Estas pruebas evaluaron las
lecturas obtenidas con el HemoCue®, utilizando sangre capilar, comparandolas con las

obtenidas por el método de cianometahemoglobina (Drabkin) en sangre venosa.

b. Célculo de sensibilidad y especificidad

Utilizando regresion lineal se compar0 la sensibilidad y especificidad de la
medicion de hemoglobina con el sistema HemoCue®, utilizando sangre capilar (eje Y),
versus sangre venosa determinada por el método de referencia, cianometahemoglobina (eje
X). Utilizando los datos obtenidos se evaluaron las hipoétesis, para inferir si ambos métodos

poseen la misma sensibilidad y especificidad (inciso c.).

Para calcular la sensibilidad y especificidad de el método HemoCue® para la
determinacion de anemia, se codificé cada resultado cuantitativo en términos de variables
cualitativas, Anemia (<12 g/dL) y Normal (>12 g/dL), utilizando un valor de corte de 12
g/dL de hemoglobina para cada caso. Los datos se tabularon para construir una tabla de 2 x
2, comparando los resultados obtenidos entre el método HemoCue® (prueba evaluada) y el
método de cianometahemoglobina (estandar de oro), obteniéndose el valor de Kappa para

la concordancia entre ambos métodos para la determinacion de anemia.
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c. Prueba de hipdtesis

Si la ecuacion de la recta obtenida por regresion lineal era significativa (r = 1;
p<0.05), determinado por el coeficiente de correlacion y analisis de varianza, se realizaban
las pruebas de hipotesis. Las hipotesis nula (Ho) y alterna (Ha) se evaluaron entonces por la

prueba de t de Student para o (el intercepto) y B (la pendiente), de la siguiente manera:

LI -Ho: a=0
-Ha: a#0
= B -Ho: B=1
-Ha: B #1

Por lo tanto se infirié que: si a # 0, se aducia a que existe una interferencia de fondo
con las mediciones realizadas con HemoCue® y por lo tanto, la especificidad no era
estadisticamente comparable con la del método de referencia. Si por el contrario, a = 0, la

especificidad entre ambos métodos era igual.

El analisis de la pendiente (B) nos indica la comparacion de sensibilidad entre
ambos métodos, donde si B # 1, las mediciones realizadas con HemoCue® no tenian la
misma sensibilidad que las que se efectuaron con el método de referencia e inversamente, si

B =1, ambos métodos tienen la misma sensibilidad.

2. Plan piloto de tamizaje:

Los datos de las muestras tomadas en el tamizaje se sometieron a un analisis
descriptivo, efectuando una caracterizacion del conglomerado y posteriormente se llevé a
cabo una comparacion de medias entre conglomerados. Se encontrd la significancia
estadistica de la diferencia de medias entre cada conglomerado, empleando un nivel de
significancia de alfa de 0.05, por medio de un analisis de varianzas (ANOVA).
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IX. RESULTADOS
A. Muestra
1. Comparacion de metodos
Se obtuvieron 107 muestras provenientes de los cuatro conglomerados descritos
previamente, las cuales fueron evaluadas por ambas metodologias (Hemocue® y
cianometahemoglobina). Los datos se tabularon y consolidaron en una base de datos de

Excel, para luego ser exportadas al programa estadistico SPSS para realizar el analisis.

Se evalud la serie de datos utilizando la prueba de distancias de Cook, eliminandose
las lecturas de dos muestras debido a anomalias en los resultados obtenidos. Finalmente se
contd con una serie de 105 muestras con valores de hemoglobina obtenidos a través de

ambas metodologias evaluadas (muestras pareadas).
2. Plan piloto de tamizaje
Se obtuvieron 389 muestras, evaluadas con el equipo Hemocue®, provenientes de

cinco conglomerados (ver tabla No. 1).

Tabla No. 1: Desglose de conglomerados muestreados en el plan piloto

N Conglomerado

92 Deportistas que se avocaron al laboratorio clinico de la CDAG en
Guatemala, Guatemala

41 Mujeres embarazadas, en cualquier trimestre de gestacion, que acudieron
al Centro de Salud de Santa Elena Barillas, Villa Canales, Guatemala

50 Nifios entre 5 y 15 afios de edad, que asisten al Centro de Recuperacion
Nutricional del Club Rotario en San Juan Sacatepéquez, Guatemala

106 Habitantes de altitud baja sobre el nivel del mar (< 500 msnm),
procedentes del departamento de Escuintla

100 Habitantes de altitud elevada sobre el nivel del mar (> 2,000 msnm),
procedentes del departamento de Quetzaltenango

389 TOTAL
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Las muestras fueron evaluadas con el equipo Hemocue® in situ, anotando los datos
en las hojas de registro y tabuldndolas posteriormente en una base de datos de Excel, para

luego ser exportadas al programa estadistico SPSS para realizar el analisis.

B. Comparacion de métodos
1. Determinacion de concordancia

La concordancia se determind por medio del calculo del Coeficiente de correlacion
de concordancia (I'c) con un valor de 0.989 (ICgss, 0.984-0.993), como se observa en la

tabla No. 2. Este valor se obtuvo analizando los datos pareados de hemoglobina para cada
muestra determinado por ambas metodologias, e indica un alto grado de concordancia entre
las mediciones obtenidas con ambas metodologias (Prieto, Lamarca, Casado, 1998, p. 142 —
145).

Por medio de la prueba de t de Student para muestras pareadas se determind si
existia una diferencia significativa entre cada par de lecturas realizadas con ambas
metodologias para cada muestra, encontrandose un valor t de 0.979 (p=0.32). De este
coeficiente se puede inferir una alta concordancia entre las lecturas obtenidas por ambas
metodologias, pues no existe diferencia estadisticamente significativa entre cada par de

lecturas.

Tabla No.2: Estadisticos de comparacion de métodos Hemocue® y cianometahemoglobina

Hemocue CNHb Hemocue-  Significancia
CNHb
Media (Hb g/dL) 13.81 13.78 - -
Desviacion Estandar 2.8783 2.9999 - -
Error Estandar Medio 0.2809 0.29276 - =
Coeficiente de Concordancia 0.989 <0.001
T pareada 0.979 0.32

Valores experimentales obtenidos por analisis estadistico
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2. Célculo de sensibilidad y especificidad
a. Regresion lineal y contraste de hipétesis

Para evaluar la sensibilidad y especificidad del método Hemocue® para la
cuantificacion de hemoglobina, primero se compararon los valores de hemoglobina
obtenidos de la muestra (n=105) con ambas metodologias a través de la elaboracion de una
regresion lineal (grafica No. 1). En este modelo se encontraron los valores de las variables
del intercepto (alfa) y la pendiente (beta). A continuacion, estas variables se evaluaron por
medio de la prueba de t de Student para evaluar su significancia estadistica y realizar las
pruebas de hipotesis, con las cuales se pudo inferir si la sensibilidad y especificidad eran
equivalentes a las del método de referencia. Se determind el valor de los coeficientes,
siendo: a = 0.867 con un valor p=0.002 y B =0.979, p <0.001 (ver tabla No. 3).

Tabla No. 3: Regresion lineal

Valor T F Significancia
Intercepto, a 0.867 3.180 0.002
Pendiente, B 0.939
Pendiente, p 0.979 48.597 <0.001
Coeficiente de
determinacion (R?) 0.958
Error tipico de est. 0.59126
Durbin-Watson 1.480
ANOVA 2316.701 <0.001

Valores experimentales obtenidos por andlisis estadistico. 1: Estadistico T de Student. 2:Estadistico F
de Fisher.

Con estos valores se realizo la evaluacion de las hipdtesis, contrastando los valores
de los coeficientes de la recta obtenida por regresion lineal con los planteamientos nulos y
alternos estipulados a priori sobre la sensibilidad y especificidad comparativa entre los
métodos. Se encontré que el origen era significativamente diferente a cero (o # 0; p =
0.002), como se muestra en la tabla No. 3, lo cual indican que existe alguna variacion de
fondo en las lecturas realizadas con el método Hemocue® que interfiere con la
especificidad de la prueba en comparacién con la del método de referencia. Al evaluar la

pendiente, se encontro que ésta era significativamente diferente a 1 ( # 1, p < 0.001; ver
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tabla No. 3), por lo que también se concluye que si existe una diferencia en la sensibilidad
de la prueba Hemocue® comparada con la sensibilidad del método de

cianometahemoglobina.

Grafica no.1: Regresién lineal de comparacién de métodos
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b. Comparacion de sensibilidad y especificidad para el diagndstico de anemia

Se realizé un célculo de la sensibilidad y especificidad del método Hemocue® por
medio de la utilizacion de tablas de contingencia (tablas 2x2), evaluando su capacidad de
detectar casos de anemia y contrastandolo con el método de referencia (Canal, N., 2006).
Para elaborar la tabla de contingencia, se utilizo un valor de corte de 12 g/dL, asignando
como ANEMIA (<12.0 g/dL Hb) y NORMAL (>12.0 g/dL Hb) a cada lectura
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Se encontré una sensibilidad de 96.77% y una especificidad de 97.30%, para el
Hemocue® en comparacion con el método de referencia de cianometahemoglobina para el

diagnostico de anemia y un valor Kappa de 0.932, con un valor p < 0.001 (tablas No. 4 y 5).

Tabla No. 4: Tabla de contingencia para el diagnostico de anemia

HCN
Anemia Normal Total

f_és Recuento 1 72 73

(.
":',J 3 % de la fila 1.4% 98.6% 100.0%
O
@) .8 Recuento 30 2 32
= |5
T E % de la fila 93.8% 6.2% 100.0%

Total 31 74 105

Valores experimentales obtenidos por andlisis estadistico. Valor de corte: 12 g/dL.

Tabla No. 5: Sensibilidad y especificidad del diagnostico de anemia

Valor Significancia
Sensibilidad 96.77%
Especificidad 97.30%
indice Kappa 0.932 <0.001

Valores experimentales obtenido por analisis estadistico.

C. Plan piloto de tamizaje
1.  Descripcion estadistica de los conglomerados

Por medio del programa SPSS se obtuvo la estadistica descriptiva de los valores de
hemoglobina de cada uno de los conglomerados muestrales evaluados con el método

Hemocue®, identificandose los parametros de la media, desviacién estandar y rangos (ver
tabla No. 6).
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Tabla No. 6: Estadisticas descriptivas de los conglomerados tamizados

Hemoglobina en g/dL

Conglomerado Muestra (n) Media Desviacion Est.*  Minimo  Maximo
Nifios Desnutridos 50 11.54 1.122 8.70 13.80
Embarazadas 41 12.46 0.914 9.70 14.60
Deportistas-CDAG 92 15.64 1.353 11.80 18.40
Escuintla 106 13.79 1.487 9.20 18.20
Quetzaltenango 100 15.34 1.738 10.80 19.90
Total 389 14.20 2.036 8.70 19.90

Datos experimentales obtenidos por analisis estadistico. * Desviacion estandar.

Con los estadisticos determinados se elaboraron histogramas de frecuencias de la
concentracion de hemoglobina para cada conglomerado, contrastandolos con las curvas de
distribucion normal esperadas (ver grafica No.2). Estas graficas demuestran visualmente la
distribucion de las frecuencias de valores de hemoglobina dentro de cada conglomerado,
pudiendo observar tendencias que lo caracterizan y a su vez como difiere entre si cada
conglomerado de otro.

Gréfica No. 2: Distribucion de valores de hemoglobina por conglomerado
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Datos experimentales obtenidos por analisis estadistico. Valores de hemoglobina en g/dL.
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a. Mujeres embarazadas de Santa Elena Barillas, Villa Canales, Guatemala

Se encontr6 que en este conglomerado la media de concentracion de hemoglobina
erade 12.46 g/dL (n=41). Esta concentracién de hemoglobina se encuentra dentro de los
rangos de referencia de la poblacion general, pues en el caso de mujeres embarazadas se
incluye el limite inferior del rango hasta 11 g/dL (Lewis, Bain & Bales, 2008). Se observé
una desviacion estandar de 0.91 g/dL de hemoglobina, por lo que se puede deducir que la
mayoria de valores se concentraban cerca de la media del conglomerado, indicando un alto

grado de homogeneidad entre los sujetos del conglomerado.

b. Nifios desnutridos del Centro de Recuperacion Nutricional de San Juan Sacatepéquez,
Guatemala

Para este conglomerado (n=50) se determin60 una media de 11.54 g/dL de
hemoglobina y la desviacion estandar de 1.22 g/dL, lo cual indica una distribucion bastante
homogeénea alrededor de la media. Estos valores concuerdan con la tendencia esperada
basada en el estado nutricional de los pacientes, aunque afortunadamente no diferia mucho
del limite inferior de referencia (12 g/dL). No obstante, 28 pacientes (56%) presentaban
valores de la concentracion de hemoglobina por debajo del rango de referencia, siendo el
valor mas bajo de 8.70 g/dL.

c. Deportistas de la Confederacion Deportiva Autbnoma de Guatemala (CDAG), Ciudad
de Guatemala

El conglomerado de deportistas (n=92) se caracteriz6 con una media de
concentracion de hemoglobina de 15.64 g/dL, siendo el valor mas alto entre todos los
conglomerados. La desviacién estandar de la media encontrada fue de 1.35 g/dL, aungue la
mayoria de valores presentaban una tendencia central. Unicamente se encontré 1 caso
(1.1%) con concentracion de hemoglobina por debajo del rango de referencia de 12 g/dL,
pero cabe mencionar que diferia por dos puntos decimales de éste. En contraste, hubo 16
casos (17.4%) de concentraciones de hemoglobina superiores a los 17 g/dL, de los cuales 2
(2.2%) superaban los 18 g/dL. Los participantes en su mayoria practicaban las disciplinas

de fisicoculturismo, boxeo, judo y triatlon.
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d. Residentes del departamento de Escuintla (< 500 msnm)

Se determind una media de la concentracion de hemoglobina para este
conglomerado (n=106) de 13.79 g/dL, con una desviacion estandar de 1.487 g/dL. 9 casos
(8.5%) presentaban valores de hemoglobina por debajo de los 12 g/dL (valor mas bajo: 9.2

g/dL) y 3 casos (2.8%) que superaban los 17 g/dL (valor més alto: 18.2 g/dL).

e. Residentes del departamento de Quetzaltenango (> 2,000 msnm)

Se encontro un valor medio de concentracion de hemoglobina de 15.34 g/dL en el
conglomerado (n=100), con una desviacion estandar de 1.738 g/dL. 1 caso (1%) presentaba
una concentracion de hemoglobina de de 10.8 g/dL y 15 casos (15%) de concentraciones de
hemoglobina por encima de los 17 g/dL, de los cuales 3 casos (3%) superaban los 18g/dL y

3 casos mas (3%) superaban los 19 g/dL.

2. Comparacioén de valores de hemoglobina entre conglomerados

Se comparG el valor de la media de concentracion de hemoglobina entre
conglomerados, para evaluar si existia una diferencia significativa entre éstas. La
comparacion se realizé por medio de ANOVA de un factor, con un nivel de significancia de
alfa de 0.05. Se plantearon las hipoétesis a ser evaluadas:

° Ho: Mk = Mm
4 Ha: ik * Hm

La hipétesis nula plantea que las medias de dos conglomerados no diferirdn una de
otra significativamente, mientras que la hipotesis alterna plantea que si existe una
diferencia significativa entre las medias. Se tom6 un valor alfa < 0.05 como
estadisticamente significativo para rechazar la hip6tesis nula. Sin embargo, el ANOVA
supone que las varianzas entre los grupos analizados sean iguales, por lo que a través del
estadistico de Levene se determiné que existian diferencias estadisticamente significativas
entre las varianzas de los conglomerados (estadistico de Levene: 4.905, p=0.001). Debido a
esto se evalud la igualdad de medias utilizando la prueba de Welch, encontrandose que si

existia diferencia estadisticamente significativa entre estas (Welch: 133.244, p < 0.000).
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Se complementd el

analisis

realizando una comparacion multiple entre

conglomerados por medio de la prueba de Games-Howell, encontrandose que Unicamente

los conglomerados de residentes de Quetzaltenango y el conglomerado de deportistas de la

CDAG presentaban

medias

de concentracion de hemoglobina estadisticamente

equivalentes. Todas las demas comparaciones de medias de concentracion de hemoglobina

entre conglomerados presentaban diferencias significativas entre si. Los resultados se

resumen en la tabla No. 7.

Tabla No. 7: Comparacién de la media de hemoglobina entre conglomerados,

prueba de Games-Howell

(I) Conglomerado  (J) Conglomerado Diferencia de | Error tipico Sig.* Intervalo de confianza al 95%
medias (I-J) Limite inferior | Limite superior
Nifios desnutridos 0.91410 .21346 .000 0.3197 1.5085
Embarazadas Deportistas CDAG -3.18847 .20070 .000 -3.7451 -2.6318
Quetzaltenango -2.87990 .22494 .000 -3.5021 -2.2577
Escuintla -1.33824 .20311 .000 -1.9010 -0.7755
Embarazadas -.91410 .21346 .000 -1.5085 -0.3197
N Deportistas CDAG -4.10257 .21233 .000 -4.6908 -3.5143
Quetzaltenango -3.79400 .23538 .000 -4.4446 -3.1434
Escuintla -2.25234 .21461 .000 -2.8464 -1.6582
Embarazadas 3.18847 .20070 .000 2.6318 3.7451
Deportistas CDAG Nifios desnutridos 4.10257 .21233 .000 3.5143 4.6908
Quetzaltenango 0.30857 .22387 .642 -0.308 0.9253
Escuintla 1.85023 .20192 .000 1.2942 2.4062
Quetzaltenango Embarazadas 2.87990 .22494 .000 2.2577 3.5021
Nifios desnutridos 3.79400 .23538 .000 3.1434 4.4446
Deportistas CDAG -.30857 .22387 .642 -0.9253 0.3082
Escuintla 1.54166 .22603 .000 0.9193 2.1640
Escuintla Embarazadas 1.33824 .20311 .000 0.7755 1.9010
Nifios desnutridos 2.25234 .21461 .000 1.6582 2.8464
Deportistas CDAG -1.85023 .20192 .000 -2.4062 -1.2942
Quetzaltenango -1.54166 .22603 .000 -2.1640 -0.9193

Datos experimentales obtenidos por analisis estadistico.
*Significancia estadistica.
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X. DISCUSION DE RESULTADOS

A. Comparacion de métodos
1. Determinacion de la concordancia

Se encontro a través del muestreo pareado, que ambos métodos presentaban gran
semejanza en los resultados obtenidos al evaluar las muestras. El analisis de t pareado, con
un resultado de 0.979 y p=0.325, nos indica que las lecturas pareadas de cada muestra no
presentan una diferencia significativa una de otra. El alto grado de congruencia entre un

resultado y otro intra-corrida puede observarse al evaluar el Coeficiente de correlacion de
concordancia (r¢) con un valor de 0.989 (p<0.001). Tomando en cuenta el alto valor de

concordancia encontrado entre ambas metodologias, se puede deducir que presentan una
capacidad sin diferencia de cuantificar el analito de interés, en este caso la hemoglobina en
sangre, por lo que las lecturas obtenidas con el Hemocue® en sangre capilar serén
significativamente similares a las obtenidas con la metodologia de cianometahemoglobina

en sangre venosa (Prieto, Lamarca & Casado, 1998).

Utilizando regresion lineal se evalud la linealidad de la concordancia de los valores
obtenidos de las muestras pareadas. Posteriormente se sometieron a prueba las hipotesis
sobre los coeficientes de este modelo lineal (pendiente e intercepto), que indican si existia o
no la misma sensibilidad y especificidad entre ambos métodos, y cuya significancia se
determiné por medio de la t de Student. Encontramos que las lecturas realizadas por el
método Hemocue® son concordantes a las realizadas por el método de
cianometahemoglobina y que ambas metodologias detectan las diferencias en valores de
hemoglobina con una tendencia muy similar, siendo ambas relaciones estadisticamente

significativas (Neufeld, Garcia, Sanchez, Newton, Ramirez & Rivera, 2002).

Al existir una buena concordancia entre los valores obtenidos por ambas
metodologias, se llega a la conclusion de que las lecturas realizadas con el Hemocue®
resultan equivalentes a las obtenidas con el método de cianometahemoglobina y por lo

tanto los resultados obtenidos con este equipo son fiables (Bhaskaram, 2003; Hudson-
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Thomas, Bingham & Simmons, 1994; Mufioz & Santa Maria, 2003; Neufeld, Garcia,
Sanchez, Newton, Ramirez & Rivera, 2002).
2. Calculo de sensibilidad y especificidad

La comparacion y célculo de la sensibilidad y especificidad se llevaron a cabo de
dos maneras diferentes: primero se evaluo la similitud de la sensibilidad y especificidad del
método Hemocue® comparado con las del método de referencia (cianometahemoglobina),
por medio de hipdtesis planteadas para los coeficientes de regresion lineal y luego se evalué
la sensibilidad y especificidad del Hemocue® para detectar casos de anemia en un cuadro
2X2.

Se inicio la comparacién de sensibilidad y especificidad entre ambas metodologias
realizando una regresion lineal de los valores de hemoglobina obtenidos, evaluando los
coeficientes de la recta por medio de la prueba de t de Student (ver tabla No. 2). El
coeficiente del intercepto de la recta con el eje x (coeficiente alfa) encontrado para esta
regresion es de 0.867 (p=0.002), que al contrastar con nuestra hipdtesis nula (a=0),
determina que existe diferencia significativa en la especificidad entre ambos métodos
(Losilla, J. M., Navarro, B., Palmer, A., Rodrigo, M. F. y Ato, M., 2005). Basados en esto
podemos inferir que, aunque ambas metodologias poseen una alta relacion lineal, existe
algln ruido en las lecturas obtenidas por el Hemocue® manifestando una tendencia hacia
abajo en la especificidad de éste (von Shenck, Falkensson y Lundberg, 1986). Aungue no
es posible determinar exactamente los factores que inciden en esta variacién sobre la
especificidad del método Hemocue®, estos generalmente se pueden aducir a dos origenes:

e variaciones intrinsecas de las muestras:
o mayor contenido sérico (por ser muestras obtenidas de puncion capilar)
o otras porfirinas presentes (bilirrubinas, protoporfirina)
o componentes que alteran la densidad dptica (lipidos)
o variaciones intrinsecas del método:
o Vvariaciones eléctricas

o Vvariaciones en la conjugacion del analito con los reactivos

El valor de la pendiente (coeficiente beta) nos indica la igualdad del valor de

hemoglobina detectado por cada método para cada muestra analizada. Se encontrd que para
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esta serie de muestras =0.979, con un valor p<0.001. Contrastando este valor con nuestra
hipétesis nula (B=1), en un marco numérico estricto debemos concluir que ambas
metodologias difieren significativamente en la sensibilidad de deteccion de hemoglobina.
Cabe mencionar que, aunque el valor de la pendiente no es estrictamente 1, el valor si se
asemeja mucho, por lo que se espera que la sensibilidad, aunque no igual, si sea bastante
parecida (Losilla, J. M., Navarro, B., Palmer, A., Rodrigo, M. F. y Ato, M., 2005).
Nuevamente nos encontramos imposibilitados para poder esclarecer cual es la causa exacta
de esta diferencia en la sensibilidad del método Hemocue® y podemos sugerir que se deba
a causas relacionadas con las muestras o a variaciones relacionadas con la metodologia,
como se plante6 previamente. También se sugiere que puede existir una variacion
relacionada con el tamafio de muestra, que en este caso es grande, lo cual puede adicionar
una variabilidad inherente de cada muestra, la cual se ve amplificada con el nimero de

muestras tomadas para la comparacion (Losilla, Navarro, Palmer, Rodrigo, y Ato. 2005).

Para obtener una determinacion de sensibilidad y especificidad méas adecuada al
contexto clinico, se utiliz6 un cuadro de contingencia para el diagndstico de anemia, en este
caso definido como un valor de hemoglobina por debajo de los 12 g/dL, contrastando la
cantidad de casos de anemia detectados por el Hemocue® en comparacion con los
detectados por el método de referencia. De tal manera se pudo calcular la sensibilidad
(96.77%) vy especificidad (97.30%) del Hemocue® para detectar anemia en comparacion
con el método de referencia. Estos datos concretos coinciden con nuestra comparacion de
sensibilidad y especificidad realizada por prueba de hipétesis de los coeficientes de
regresion, pues ambos indican que aunque son muy similares, existe una diferencia entre la

sensibilidad y especificidad de ambas metodologias.

Finalmente se determino el indice Kappa, coeficiente que permite deducir el grado
de concordancia del diagnostico entre dos metodologias, obteniéndose un valor de 0.932
(p<0.001), el cual indica un grado alto de concordancia entre la deteccién de casos de
anemia entre ambas metodologias. Por lo que se puede concluir en que el método

Hemocue® presenta la misma capacidad diagndstica que el método de referencia para la
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deteccion de anemia (Canal, 2006; von Shenck, Falkensson y Lundberg, 1986; Neufeld,
Garcia, Sanchez, Newton, Ramirez & Rivera, 2002, p. 219-227; Lewis y otros, 2008).

B. Plan piloto de tamizaje
1. Descripcion estadistica de los conglomerados

Los diferentes conglomerados que conformaron el estudio de tamizaje de
determinacion de concentracién de hemoglobina se escogieron debido a que representan
condiciones patologicas, fisioldgicas o ambientales que inducen una variabilidad amplia en
las concentraciones medias de hemoglobina. Se encontr6 que, efectivamente, dichas
variaciones permitian realizar una caracterizacion de cada conglomerado basadas en las
concentraciones medias de hemoglobina y que estas respondian a la respuesta fisioldgica

ante dichas variables.

a. Mujeres embarazadas de Santa Elena Barillas, Villa Canales, Guatemala

Este conglomerado se tamiz6 basado en la presuncion de que debido al alto
requerimiento de oxigeno y nutrientes, ademas de la retencién de liquidos intersticiales,
produciria un descenso en la concentracion de hemoglobina de las mujeres que cursan un
embarazo. Si bien la media de hemoglobina de este conglomerado (12.46 g/dL; n=41) se
encuentra dentro del rango de referencia, se debe mencionar que hubo 11 casos (27%) que
presentaban concentraciones de hemoglobina por debajo de los 12 g/dL, aunque solo uno
de estos casos presentaba una concentracion de hemoglobina por debajo del rango minimo
recomendado para mujeres embarazada (11 g/dL como minimo permisible), (DeMaeyer,
Dallman & Hallberg, 2011). El que la mayoria de valores de la concentracion de
hemoglobina se encontrara dentro de un rango de +1 g/dL de la media del conglomerado
(ver gréfica No. 2) se aduce a que todas las mujeres fueron tamizadas al asistir a un control
prenatal en el Puesto de Salud de Santa Elena Barillas, por lo que contaban con asistencia

médica y suplementacion nutricional.
El equipo Hemocue® facilitd realizar las mediciones previo a la consulta de control

prenatal con el médico, obteniéndose los resultados de manera inmediata, lo que permitio

proveer dicha informacion al oficial medico que realizaba el asesoramiento, quien pudo
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llevar a cabo las medidas de suplementacion necesarias en aquellos casos que lo
ameritaban. También se debe destacar que se participd en la busqueda domiciliar de 5
pacientes que no habian podido acudir a su consulta programada. En esta situacion, el
equipo Hemocue® fue una herramienta valiosa para la evaluacion, especialmente por ser
portétil y poder operar con baterias, con lo cual el transporte y andlisis en campo fueron
efectuados de manera simple y rapida.

b. Nifios desnutridos del Centro de Recuperacion Nutricional de San Juan Sacatepéquez,
Guatemala

El conglomerado de pacientes pediatricos con desnutricion cronica fue incluido
dentro del plan de tamizaje debido a que la desnutricidn suele ser la causa mas frecuente de
anemia. Los pacientes pediatricos ameritan un especial control de la concentracion de
hemoglobina, pues al encontrarse en las fases de desarrollo fisico y cognoscitivo méas
importantes, presentan altos requerimientos de oxigeno a nivel tisular. Al encontrarse
clasificados como pacientes con desnutricion crénica o en fase de recuperacién nutricional,
se esperaba encontrar un valor medio de la concentracién de hemoglobina por debajo del
limite de referencia (Bancroft, et al, 2000). 56% de los pacientes presentd anemia, siendo
esta incidencia de casos patente con las deficiencias nutricionales que conllevan a una
anemia carencial, pero a la vez, el que las concentraciones de hemoglobina no se
encuentren tan alejadas de la media del conglomerado (ver gréafica No. 2) se deba a la
gradual recuperacion nutricional, que depende de la cantidad de tiempo que el paciente ha
recibido terapia. Esto se explica a que los nifios ya se encontraban dentro de un régimen de
recuperacion nutricional y suplementacién vitaminica, por lo que su capacidad metabolica
de sintesis de hemoglobina mejoraba considerablemente con la progresion del tratamiento.
(Lonnerdal & Dewey, 1995).

Durante la evaluacion de este conglomerado fue de especial utilidad la menor
necesidad invasiva y pequefia cantidad de muestra necesaria para realizar la determinacion
de hemoglobina con el equipo Hemocue®, pues el obtener muestras de pacientes
pediatricos siempre representa una labor dificultosa. El registro de las determinaciones de

hemoglobina se pudo entregar al personal de apoyo del Centro de Recuperacion Nutricional
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el mismo dia en que se realizo el tamizaje, permitiendo que realizaran la readecuacion de la

terapia nutricional lo mas oportunamente posible.

c. Deportistas de la Confederacion Deportiva Autdnoma de Guatemala (CDAG), Ciudad
de Guatemala

El conglomerado de deportistas se incluyd dentro del plan de tamizaje debido a que
los deportistas de alto desempefio presentan un mayor requerimiento de la capacidad de
oxigenacion debido al gran rigor fisico de sus actividades como a la elevada tasa
metabolica correspondiente a la complexion musculosa, aunado a una adecuada
alimentacion y suplementacion vitaminica, el organismo produce una mayor cantidad de
hemoglobina para acoplarse a la exigencia fisica (West, 1996; Lewis, Bain & Bales, 2008).
Es por esto que se esperaba una concentracion media de hemoglobina con una tendencia
hacia los rangos superiores de referencia (>16 g/dL). Se encontr6 una media de
hemoglobina de 15.96 g/dL en este conglomerado, lo cual confirmé esta proposicion y a la
vez se observaron valores que excedian por varios g/dL esta concentracion, reflejando una

tendencia hacia la derecha de la media grupal (ver grafica No. 2).

El Hemocue® permitié procesar una gran cantidad de muestras en poco tiempo,
gracias a que los resultados se obtenian en ~45 segundos y el tiempo total de procesamiento
no excedia los 5 minutos incluyendo el registro y entrega de resultados. Esto fue de gran
utilidad, ya que este conglomerado en especial demostré gran interés en la prueba, pues en
muchas disciplinas deportivas el mantener concentraciones de hemoglobina altas representa

una ventaja fisica sobre otros competidores.

d. Residentes del departamento de Escuintla (< 500 msnm)

El departamento de Escuintla cuenta con una elevacion promedio sobre el nivel del
mar de 440 m y en su punto mas bajo, en la region costera, se encuentra al mismo nivel del
mar. Esta condicion topoldgica incide en una mayor saturacion de oxigeno atmosférico por
lo que los residentes permanentes deberian presentar una concentracion media de

hemoglobina con una tendencia méas cercana al valor inferior del rango de referencia,
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siendo 12 y 13.5 g/dL, para género femenino y masculino respectivamente (Lewis, Bain y
Bales, 2008; World Health Organization, 2011).

Se hall6 una media de hemoglobina para este conglomerado (n=106) de 13.79 g/dL.
Este valor medio de concentracion de hemoglobina concuerda con la esperada para este
conglomerado, presentando una tendencia no patologica orientada hacia los limites
inferiores de los rangos de referencia. Cabe mencionar que la amplitud observada en la
desviacion estandar corresponde a valores bastante separados de la media en ambos
extremos de la distribucion, encontrandose 9 casos (8.5%) con valores de hemoglobina por
debajo de los 12 g/dL y 3 casos (2.8%) que superiores a los 17 g/dL. Estos casos, aunque de
baja incidencia, tienden a crear una mayor amplitud en la desviacion estandar con respecto
a la media, lo cual también se atribuye a que el nUmero de muestra (n=106) es mayor en
este caso que en los previamente expuestos. A pesar de esta variabilidad no prevista, la
mayoria de casos se concentraron alrededor del valor medio encontrado para este
conglomerado, por lo que se consideraron aceptables dentro de la distribucion, pues no

modificaban significativamente la caracterizacion del conglomerado.

e. Residentes del departamento de Quetzaltenango (> 2,000 msnm)

El departamento de Quetzaltenango se encuentra ubicado en el altiplano del
occidente del pais y cuenta con una elevacion promedio de 2,357 msnm. La gran elevacién
sobre el nivel del mar conlleva a una atmosfera con menor presion parcial de oxigeno.
Como respuesta fisioldgica a esta baja concentracion de oxigeno, el organismo tiende a
producir mayor cantidad de hemoglobina, captando la mayor cantidad de oxigeno posible
durante cada inhalacién (World Health Organization, 2011). Tomando en consideracion
estos factores, se designo al conglomerado de habitantes de alta elevacion sobre el nivel del
mar en este departamento, esperando obtener una media de concentracion de hemoglobina

con una tendencia hacia los limites superiores de los rangos de referencia de 17 g/dL.
Se encontrd un valor medio de concentracion de hemoglobina en el conglomerado

(n=100), con una desviacion estandar de 1.738 g/dL. Se encontré una marcada tendencia de
la media (15.34 g/dL) hacia el limite superior de los valores de referencia, lo cual era
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esperado, basado en la elevacion sobre el nivel del mar en la que se ubica esta poblacion.
De especial interés es el mayor valor de la desviacion estandar, la mas grande entre los
conglomerados, pues muestra un rango mas amplio de desviacion de la media y por lo tanto

una mayor heterogeneidad de la poblacion (ver grafica No. 2).

Como se ha mencionado previamente, la variabilidad bioldgica (talla y peso, masa
muscular) y ambientales (residencia sobre el nivel del mar, presion parcial de oxigeno) son
generalmente factores que tienden a determinar la cantidad de hemoglobina presente en la
sangre, de manera no patoldgica (Lewis, Bain & Bales, 2008; World Health Organization,
2011). Tomando en consideracion estas variables, se puede aducir que la muestra estaba
compuesta de una amplia variacién de sujetos que, independiente de éstas variaciones
biolégicas, manifiestan valores medios de hemoglobina superiores a los de otros
conglomerados evaluados, derivado principalmente de los factores topoldgicos que actlan
sobre ellos. Es por lo tanto que se observa el mayor grueso de frecuencias apiladas en los
rangos entre 14 a 18 g/dL para este conglomerado, aunque se presenten valores de menor

frecuencia hacia ambos lados de la distribucién.

2. Comparacion de medias de concentracion de hemoglobina entre conglomerados

La comparacion de los valores medios de hemoglobina entre conglomerados se
llevd a cabo para observar si existia alguna diferencia estadisticamente significativa entre
cada uno de éstos, la cual de existir plantea la necesidad de establecer rangos de referencia
acorde a cada poblacion, segun los factores de variabilidad biol6gica y ambiental que se
presentan. Para llevar a cabo esta comparacion, se realiz6 una ANOVA de un factor,
evaluando la media de concentracion de hemoglobina (en g/dL) de cada conglomerado
frente a la de los otros cuatro conglomerados. Se llevé a cabo también una comparacion de
varianzas (prueba de Levene), para determinar si las varianzas eran iguales o diferian

estadisticamente entre los conglomerados (Losilla, Navarro, Palmer, Rodrigo & Ato, 2005).
A través de un analisis complementario de Games-Howell (ver tabla No. 7) se

encontré que los Unicos conglomerados con medias de concentracion de hemoglobina

estadisticamente similares (p=0.642) eran los de deportistas de la CDAG (u=15.64 g/dL,
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n=92) y residentes de Quetzaltenango (u=15.34 g/dL, n=106), con una diferencia absoluta
de 0.3 g/dL entre sus medias y varianzas similares (p=0.043). Todos los demés contrastes
entre las medias de los conglomerados presentaron variaciones estadisticamente
significativas (p<0.05), con diferencias absolutas entre las medias en un rango entre 0.91
g/dL (conglomerado de mujeres embarazadas vs. nifios desnutridos) hasta 4.10 g/dL
(conglomerado de nifios desnutridos vs. deportistas). Estos datos representan la variacion
significativa que existe entre diferentes grupos humanos expuestos a diferentes variables

ambientales y bioldgicas.

Es interesante observar que debido a la gran exigencia fisica, mayor masa muscular
y una muy buena alimentacion, el conglomerado de deportistas de la CDAG (en el
departamento de Guatemala) presente valores de concentraciébn media de hemoglobina
similares a los observados en el conglomerado de residentes del departamento de
Quetzaltenango, cuyos organismos se han adaptado a las condiciones ambientales
(elevacion media sobre el nivel del mar de 2,357 m) para captar mayor oxigeno de la

atmosfera enrarecida.

También cabe destacar la marcada diferencia existente entre el conglomerado de
deportistas de la CDAG y el de nifios desnutridos del CRN, ambos ubicados en el
departamento de Guatemala. Se evidencia la amplia diferencia en concentracién media de
hemoglobina observada (4.10 g/dL), que se podria asociar a la alimentacion correcta y
suplementacion necesaria. Este factor, aunado al desempefio fisico, podria explicar la

polarizacién evidente entre estos dos grupos.

En cuanto a la utilizacion del Hemocue® en campo, cabe recordar que las
mediciones realizadas con éste se pueden efectuar en el sitio donde se encuentra el
paciente, con un minimo volumen de muestra obtenida por medio de una técnica menos
invasiva y de mas facil ejecucion, en un tiempo de 45 a 60 segundos (HemoCue® Hb 301
system, 2006). Estas ventajas hacen que el equipo Hemocue® sea una excelente
herramienta para las encuestas poblacionales epidemiologicas. En el contexto clinico, la

buena correlacion obtenida en comparacion con el método de referencia lo hace bastante
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atil, permitiendo contar con un equipo de laboratorio que ofrece mediciones fiables en los
escenarios rurales de nuestro pais, brindando la oportunidad de captar y tratar
oportunamente mas casos de pacientes que padecen de anemia en el sitio de su primer

consulta médica (Sari, et al, 2001; Bhaskaram, 2003; Neufeld, Garcia, Sanchez, Newton,

Ramirez, & Rivera, 2002).
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XI.  CONCLUSIONES

1. La concentracion de hemoglobina medida por el método HemoCue® y el método de
cianometahemoglobina presentd un coeficiente de correlacion de concordancia (I¢) de
0.989 (p<0.001) y no se encontro diferencia estadisticamente significativa entre las
medidas de cada par de lecturas (t = 0.979, p=0.32), por lo que se concluye que no
existe diferencia significativa entre las dos metodologias para la cuantificacion de

hemoglobina en sangre.

2. Se determind una sensibilidad de 96.77%, especificidad de 97.30% y un indice Kappa
de 0.932 para el diagndstico cualitativo de anemia utilizando la metodologia

HemoCue® al comparar con el método de cianometahemoglobina con.

3. Las medias de concentraciones de hemoglobina de los conglomerados de Residentes de
Quetzaltenango y el conglomerado de Deportistas no diferian significativamente
(p=0.642). Todos los demés conglomerados presentaban diferencia significativa del
valor medio de hemoglobina al ser comparados entre si (p<0.05).
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XIll. RECOMENDACIONES

Los hallazgos de esta investigacion indican que el método Hemocue® posee una
capacidad para determinar la concentracion de hemoglobina en sangre sin diferencia
significativa a la del método estandar. Considerando la facilidad que representa un sistema
portétil, que utiliza un minimo volumen de muestra y que provee resultados de manera muy
rapida, se recomienda implementar el uso de HemoCue® en:

e Puestos o centros de salud donde es limitado el acceso a equipo de laboratorio

e Salas de emergencia o unidades de cuidados intensivos

e Bancos de Sangre (para tamizaje de donantes)

e Encuestas nutricionales o estudios de tamizaje

El plan piloto de tamizaje desarrollado presenté datos sobre la concentracion de
hemoglobina en diferentes subgrupos poblacionales. Es importante el llevar a cabo mas
estudios que permitan realizar una caracterizacion de los habitantes del pais, con lo cual se
podrén establecer pardmetros de referencia mejor acoplados a los habitantes de nuestro

pais.
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XIV. ANEXOS

A. Formato de recoleccion de datos

Recoleccion de datos

Fecha Muestra Mo. Mombre

Género

Edad
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B. Formato der reporte de resultados

Reporte de resultados: Comparacion método cianometahemoglobina vrs. HemoCue 301

Fecha Muesira No. Hb -HC Hb -HCHN Responsable
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C. Boleta de reporte de resultados

Hemoglobina con el método Neo. Muestra
HemoCue Hb301

Momlbre Edad Género

Hemoglobina g/dL

Responsable

Guatemala, ___ f /2010

Valores de referencia

“Si su resultado se encuentra fuera
Género masculino: 13-18 g/dL de los valores de referencia, favor
Género femenino: 12-16 g/dL consultar con su medico”
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D. Carta de presentacion de Estudio

Universidad de San Carlos de Guatemala
Facultad de Ciencias Quimicas y Farmacia
Escuela de Quimica Biolégica.

Guatemala, __ de de 201 _.

Respetable )

Por medio de la presente misiva me permito desearle éxitos en sus actividades
diarias. El motivo de la misma es el de informarle sobre el estudio que nos encontramos
realizando, titulado “Comparacion y Evaluacion de la Medicidon de Hemoglobina Utilizando
el Método HemoCue Contra un Método de Referencia”. Este trabajo conforma un
seminario de investigacidn auspiciado por la Facultad de Ciencias Quimicas y Farmacia, de
la Universidad de San Carlos de Guatemala, y el cual llevamos a cabo como trabajo final de
evaluacion de la carrera de Quimica Bioldgica.

El estudio se basa en llevar a cabo determinacién de hemoglobina, tanto en sangre
venosa como capilar, en diferentes poblaciones del pais, evaluando diferentes condiciones
geograficas, fisioldgicas y patoldgicas, para poder comparar el desempefio del equipo
portatil HemoCue con las metodologias de laboratorio clinico. Este equipo cuenta con la
facilidad no solo de ser liviano y portatil, si no que también puede ser operado por
personal de salud con una minima capacitacién en su uso, facilitando asi la necesaria
medicion de hemoglobina en areas remotas, con falta de equipo de laboratorio ¢ en
ambientes intrahospitalarios de alta demanda.

Dentro de las dreas y poblaciones que hemos planteado para muestrear se
encuentra la de . Es por esto que solicitamos su apoyo para la
realizacion del muestreo. Este constard de una toma de muestra sanguinea de la vena de
sus pacientes, para ser usada como control en el laboratorio; y una puncién capilar
(tomada del dedo) para realizar una medicién de la hemoglobina in situ. Se dejara a
discrecion del personal de salud de su 4rea si desean que se les entregue este valor, para
fines de control. En todo momento se respetard la decisién del los pacientes a no
participar en el estudio, y se trataran las muestras con los niveles mas altos de
confidencialidad y ética como corresponde al personal profesional de salud.

Agradeciendo su atencidn a la presente y desde ya por su valiosa colaboracién, nos
suscribimos,

José Miguel Echeverria B. Alma llusién Quiroz L. Licda. Margarita Paz, MA.
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E. Procedimientos Operativos Estandar (POE)
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Procedimiento Operativo Estandarizado

Flebotomia
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Procedimiento Operativo Estandarizado Flebotomia

1. Objetivo/ Propésito

La flebotomia constituye una de las etapas mds importantes en el
trabajo del laboratorio clinico. Por una parte representa el primer
contacto entre el laboratorio y sus pacientes y desde el punto de
vista de la muestra sanguinea, la enorme importancia que conlleva
una muestra apropiadamente colectada, la seguridad de su
origen y el correcto envasado y transporte, constituyen factores
fundamentales en la evaluacion e informe de los exdmenes a
realizar. Es por esto que es necesario estandarizar este
procedimiento

2. Alcance/ Campo de aplicacion
Personal encargado de toma de muestras

3. Responsables
El personal asignado a realizar el frabajo técnico debe cumplir las
disposiciones contenidas en el POE

4. Definiciones

4.1 Flebotomia: (del griego phleps, y tomé, seccidn). Incision de
una vena practicada para extraer cierta cantidad de
sangre, un codgulo o introducir un catéter. Sangria venosa.

5. Desarrollo del procedimiento

5.1 Materiales y Reactivos

- Algodon

- Alcohol 70%

- Ligadura

- Jeringa o camisa de extracciéon

- Agujas estériles

- Tubos para extraccion

- Recipiente para descarte punzo cortante

- Recipiente para descarte de material bioinfeccioso


http://www.monografias.com/trabajos/fintrabajo/fintrabajo.shtml
http://www.monografias.com/trabajos/fintrabajo/fintrabajo.shtml
http://www.monografias.com/trabajos15/informe-laboratorio/informe-laboratorio.shtml
http://www.monografias.com/trabajos11/tebas/tebas.shtml
http://www.monografias.com/trabajos/seguinfo/seguinfo.shtml
http://www.monografias.com/trabajos/transporte/transporte.shtml
http://www.monografias.com/trabajos11/conce/conce.shtml
http://www.monografias.com/trabajos12/guiainf/guiainf.shtml
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5.2 Aimacenamiento
Almacenar todos los materiales en un lugar seco y fresco.

6. Procedimiento

6.1 Preparar los materiales a utilizar: algodén embebido en alcohal,
ligadura, camisa vacutainer con aguja o jeringa con aguja y fubo
para recolectar la muestra.

6.2 Colocar al paciente sentado, de frente, con el brazo extendido
recostado sobre una superficie solida.

6.3 Colocar la ligadura alrededor del brazo del paciente, a una altura
de 2 pulgadas sobre el drea de puncidon y ubicar el mejor acceso
VENOSO.

6.4 Limpiar el drea de puncidon con el algoddn con movimientos
espirales hacia afuera.

6.5 Desencapuchar la aguja e infroducirla una pulgada por debajo
del drea visible de la vena y canalizarla.

6.6 Infroducir el tubo de recoleccidon en la camisa y exfraer la sangre,
por vacio. Al terminar de llenar el tubo, quitarlo suavemente de la
camisa vacutainer. Mover el tubo en forma de ocho durante 30
segundos para homogenizar el anticoagulante con la muestra.

6.7 Si se utilizd jeringa, lentamente retraer el embolo para extraer la
muestra de sangre.

6.8 Quitar la ligadura y extraer la aguja.

6.9 Tapar el sitio de puncidn con el algoddn vy solicitar al paciente que
doble el brazo y lo mantenga asi por 2 a 3 minutos.

6.10 Si se utilizo jeringa, se debe destapar el tubo al vacio, retirar
la aguja de la jeringa y verter la muestra en el tubo. Recordar agitar el
tubo en forma de ocho para lograr una homogenizacion con el
anticoagulante.
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Referencias Bibliograficas

1. Garza D and Becan-McBride K. Phlebotomy Handbook, 2nd Ed.
Norwalk, Connecticut: Appleton and Lange



Procedimiento Operativo Estandarizado Flebotomia

Anexo
Sitios para realizar flebotomia
Vena cefalica
. Arteria
Vena basilica

Vena mediana
del codo

humeral

Arteria cubital

Arteria radial

Arco palmar
profundo
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Lista de Distribucion

El personal encargado de toma de muestra y utilizacion de HemoCue es
responsable de seguir las especificaciones contenidas en el presente
manual y aplicar los procedimientos especificos indicados

Los responsables del estudio deben asegurar la idoneidad de equipos,
materiales, reactivos e instalaciones.
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5.

. Objetivo/ Propédsito

Protocolizar y estandarizar una de las diferentes técnicas utilizadas
para la determinacion cuantitativa de hemoglobina.

Alcance/ Campo de aplicacion
Personal encargado del procesamiento de muestras

Responsables
El personal asignado a realizar el frabajo técnico debe cumplir las
disposiciones contenidas en el POE

Definiciones

4.1 Espectofotometro: instrumento usado en la fisica dptica que
sirve para medir, en funcién de la longitud de onda, la relaciéon
enfre valores de una misma magnitud fotométrica relativos a dos
haces de radiaciones. También es ufilizado en los laboratorios de
quimica para la cuantificacion de sustancias y microorganismos (1),

Desarrollo del procedimiento

5.1Principio: el método estd basado en la determinacion de

cianometahemoglobina aceptada como el método estdndar. La
hemoglobina de la muestra de sangre total es liberada de los
erifrocitos y es oxidada por Hexacianoferrato de potasio (lll)
formando metahemoglobina. Esta reacciona con el cianuro
formando cianometahemoglobina estable cuya absorbancia a
540nm es directamente proporcional a la concentracion de
hemoglobina de la muestra.


http://es.wikipedia.org/wiki/%C3%93ptica
http://es.wikipedia.org/wiki/Longitud_de_onda
http://es.wikipedia.org/wiki/Radiaci%C3%B3n
http://es.wikipedia.org/wiki/Cuantificaci%C3%B3n
http://es.wikipedia.org/wiki/Sustancia
http://es.wikipedia.org/wiki/Microorganismo

Procedimiento Operativo Estandarizado Cianometahemoglobinq

5.2Materiales y Reactivos

- Muestra sanguinea con EDTA

- Tubos de ensayo

- Pipetas

- Gradillas

- Espectrofotometro

- Cubetas para espectrofotdmetro

- Reactivo de Drabkin

5.3 Alimacenamiento
El material debe ser almacenado en un lugar seco, las muestras de
hemoglobina en refrigeracion y lejos de la luz para evitar
degradacion

5.4 Muestra
Sangre total obtenida por venopuncién y recolectada en tubo con
EDTA

6. Procedimiento

6.1 Mezclar 1 ml de reactivo con S5ul de sangre

6.2 Enjuagar abundantemente la pipeta con reactivo de trabajo

6.3 Reposar por 3 min

6.4 Leer la absorbancia después de 3 min frente a un blanco de
reactivo

6.5 El cambio de absorbancia multiplicarlo por 29.4 para obtener g/dL

6.6 El factor de conversion es 1,611
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Anexo

Inserto de método cianometahemoglobina marca Human ®

HEMOGLOBIN liquicolor
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Lista de Distribucion

El personal encargado de toma de muestra y utilizacion de HemoCue es
responsable de seguir las especificaciones contenidas en el presente
manual y aplicar los procedimientos especificos indicados

Los responsables del estudio deben asegurar la idoneidad de equipos,
materiales, reactivos e instalaciones.
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1. Objetivo/ Propésito
La toma y procesamiento de muestras sanguineas ocupan un lugar
muy importante en el cumplimiento de los objetivos planteados en
los proyectos de investigacion, en esto descansa la importancia de
establecer el procedimiento adecuado para la determinacion
cuantitativa de hemoglobina basado en el sistema HemoCue Hb
301

2. Alcance/ Campo de aplicacién
Personal encargado de toma y procesamiento de muestras en el
sistema HemoCue Hb 301

3. Responsables
El personal asignado a realizar el frabajo técnico debe cumplir las
disposiciones contenidas en el POE

4. Definiciones

4.1 Microcubeta: formada por un cuerpo y una cavidad con una
zona de medicion dentro del elemento de cuerpo. La cavidad
esta definida por dos superficies interiores opuestas y bdsicamente
paralelas del cuerpo e incluye un borde periférico exterior que
comprende una enfrada para muestras y una zona periférica
interior con un canal que tiene una fuerza capilar mayor que la de
la zona de medicion. El canal se extiende alrededor de toda la
zona periférica interna, comunicdndose los extremos del canal con
la atmdsfera en el exterior de la microcubeta (1),

4.2 Punto isosbéstico: este término se emplea generalmente con
referencia a un conjunto de espectros de absorcion, se representa
en el mismo grafico para un conjunto de soluciones en las que la
suma de las concentraciones de absorcidon de dos componentes
principales, Ay B es constante (2),
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5. Desarrollo del procedimiento

5.1 Principio: el sistema consiste de un anadlizador junto con
microcubetas. La microcubeta sirve como una pipeta y como una
cubeta de medicion. Una muestra de sangre de aproximadamente
10uL es arrastrada dentro de la cavidad por accion capilar. La
medicion se realiza en el analizador, el cual mide la absorcion de la
sangre pura en un punto isobéstico Hb/HbO2. El analizador mide en
dos amplitudes de onda (506 y 880nm) para compensar la turbidez.

5.2 Materiales y Reactivos

- Anadlizador HemoCue Hb 301

- Microcubetas HemoCue Hb 301
- Lancetas

- Papel Mayordomo

- Algodoén

- Alcohol 70%

5.3 Aimacenamiento

Las microcubetas deberdn ser aimacenadas en un cuarto seco a 10-
40 °C, son estables dos anos después de la fecha de manufacturacion
si los frascos no han sido abiertos. Si han sido abiertos, el reactivo es
estable por tres meses.

5.4 Muestra
Sangre obtenida por puncion capilar

6. Procedimiento

6.1 Configuracion del sonido
6.1.1 Asegurar que el analizador se encuentre apagado. Presione
el botdbn de encendido/apagado durante  10segundos
aproximadamente
6.1.2Si se muestra un simbolo de campana parpadeante el

sonido se encuenfra encendido, de lo confrario se encuentra
apagado
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6.2Toma de muestra

6.2.1

6.2.2

6.2.3

6.2.4

6.2.5

6.2.6

6.2.7

6.2.8

6.2.9

Verificar que el portador de cubeta se encuentre en posicion de
carga

Asegurar que la mano del paciente se encuentre caliente y
relajada

Utilizar Unicamente el dedo anular
Desinfectar el drea en la que se tomard la muestra

Usando su pulgar, presione ligeramente el dedo desde la parte
superior del nudillo hacia la punta

Tome la muestra en el costado de la punta del dedo, punce el
dedo utilizando la lanceta

Descarte las primeras 2-3 gotas de sangre

Reaplique una ligera presidon hacia la punta del dedo hasta que
aparezca otra gota de sangre

Cuando la gota de sangre es lo suficientemente grande, llene la
microcubeta en un proceso continuo, sin volver a llenar

6.2.10 Elimine el exceso de sangre del exterior de la microcubeta con un

lienzo limpio sin hebras, sin tocar el extremo abierto de la
microcubeta

6.2.11Si se observaran burbujas grandes en la microcubeta llena,

descartela

6.3 Andlisis:

6.3.1

6.3.2

Con la microcubeta correctamente llena solamente se cuenta con
40 segundos para colocarla en el portador de cubeta

Al colocarla en el portador este automdaticamente se deslizard a la
posicion de medicidn
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6.3.3

6.3.4

6.3.5

Después de aproximadamente 10 segundos es desplegado el valor
de hemoglobina

Anotar el resultado obtenido

Descartar la microcubeta en un recipiente para objetos punzo-
cortantes

6.4 Mantenimiento externo

6.4.1

6.4.2

6.4.3

6.4.4

Debe ser readlizado después de su uso, con el instrumento
apagado

Jale el portador de la cubeta fuera de su posicion de carga

Presione el pequeno prensillo sobre el portador de cubeta
utilizando un objeto puntiagudo

Limpie el portador de cubeta con alcohol al 70%

6.5 Mantenimiento interno

6.5.1

6.5.2

6.5.3

6.5.4

6.5.5

Cuando la unidad optronica se ensucia, es desplegado un codigo
de error, para limpiar la unidad, empuje un hisopo limpiador
HemoCue Hb 301 en la apertura del portador de cubeta

Mueva 5-10 veces de lado a lado

Si el hisopo estd sucio, repita con un nuevo hisopo

Limpie los compartimientos negros del alojamiento del portador de
cubeta

Espere a que se seque.
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Anexo

Guia rdpida para la utilizacion de HemoCue Hb 301
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Lista de Distribucion

El personal encargado de toma de muestra y utilizacion de HemoCue es
responsable de seguir las especificaciones contenidas en el presente
manual y aplicar los procedimientos especificos indicados

Los responsables del estudio deben asegurar la idoneidad de equipos,
materiales, reactivos e instalaciones.
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