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Resumen. Introduccion. El EDTA es el anticoagulante de eleccién en los labora-
torios de hematologia para la conservacién de la muestra de sangre total. Existen
dos tipos, EDTA K2 y EDTA K3, y su diferencia radica en la cantidad de moléculas
de potasio. Algunas guias sugieren que hay diferencias entre el anticoagulante
EDTA K2 y el K3 para el proceso del hemograma; sin embargo, con las nuevas
presentaciones de los tubos que traen las casas comerciales, no se tiene claro
si en realidad aun hay diferencia entre los dos anticoagulantes, y si esto puede
alterar el resultado del hemograma, tanto en el resultado cuantitativo, como en
el cualitativo. Objetivo. Comparar los recuentos leucocitarios, la hemoglobina,
el hematocrito, el volumen corpuscular medio, las plaquetas y la morfologia ce-
lular en muestras de sangre periférica con EDTA K2 y EDTA K3, en diferentes
tiempos (0, 1y 2 horas). Materiales y métodos. Se realizé un estudio cuasi-ex-
perimental, multivariado, multifactorial, que tiene como unidad de anélisis la
sangre anticoagulada con EDTA K2 y EDTA K3, extraida de 53 individuos a través
de un muestreo no probabilistico por conveniencia. Resultados. Al comparar los
resultados del estudio morfolégico por medio del extendido de sangre periféri-
ca y los datos cuantitativos del hemograma, se encontré que no hay diferencias
estadisticamente significativas usando EDTA K2 o K3. Conclusién. Se evidencié
que el uso del EDTA K2 o EDTA K3 como anticoagulante de eleccién, procesan-
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do las muestras en un tiempo adecuado después de su recoleccién, no afecta
los parametros cuantitativos del hemograma automatizado ni los morfolégicos.

Palabras clave: células sanguineas, EDTA K2, EDTA K3, parametros hematoldgicos,
hemograma automatizado.

Abstract. Introduction. EDTA is the anticoagulant of choice in hematology la-
boratories for the conservation of whole blood samples. There are two types,
K2 EDTA and K3 EDTA, and their difference lies in the amount of potassium
molecules. Some guidelines suggest that there are differences between K2 and
K3 EDTA for the blood analysis process. However, with the new collection tubes
offered by the commercial suppliers, it is not clear if in fact there is a difference
between the two anticoagulants that would result in changes in blood parame-
ters and cell morphology. Objective. To compare leukocyte counts, hemoglo-
bin, hematocrit, mean corpuscular volume, platelets and cell morphology in pe-
ripheral blood samples collected with K2 EDTA and K3 EDTA, at different times
(0, 1 and 2 hours). Materials and methods. A quasi-experimental, multivariate,
multifactorial study was carried out, with anticoagulated blood as the unit of
analysis, either with K2 EDTA or K3 EDTA, extracted from 53 subjects through a
non-probabilistic sampling for convenience. Results. There was no statistically
significant difference when comparing results of the peripheral blood smear
and the quantitative hematological parameters using K2 or K3 EDTA. Conclu-
sion. The use of either K2 EDTA or K3 EDTA as the anticoagulant of choice, when
processing samples within a suitable time after their collection, proved equally
satisfactory for both quantitative and morphological parameters.

Keywords: Blood cells, K2 EDTA, K3 EDTA, blood parameters, automated cell counter.

Introduccién co.Ademas, con el avance tecnoldgico,

el hemograma es la prueba de rutina

El hemograma completo automatizado
se define como la evaluacidon numérica
y descriptiva de los elementos celulares
de la sangre; glébulos rojos, glébulos
blancos y plaquetas, por medio de la im-
pedancia eléctrica o la utilizacion de un
l&ser para brindar una informacion tanto
cuantitativa como cualitativa de todos los
componentes sanguineos [1].

Los estudios hematoldgicos suminis-
tran informacién de gran utilidad acer-
ca del estado de salud o enfermedad
de un individuo, lo que los convierte
en una de las pruebas mas solicitadas
en el laboratorio clinico, y acompafian
casi todos los protocolos de diagnésti-
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que mas ha evolucionado, no solo en
el nimero de parametros evaluados,
sino en precisidn, exactitud y rapidez
[2]. Dada esta importancia, es determi-
nante establecer controles de calidad
en la fase preanalitica, en la cual se pre-
sentan el 75% de los errores del labora-
torio clinico [3].

La Organizacién Internacional de Nor-
malizacidon (ISO) define error de labo-
ratorio clinico como el fracaso de una
accion planificada que no se cumple
como estaba previsto, o el uso de un
plan equivocado para la consecucion
de un propdsito; esto puede ocurrir
en cualquier parte de los procesos
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del laboratorio, desde la solicitud del
examen, hasta la emisién de los resul-
tados [4]. Concretamente, en el hemo-
grama se ha reportado que la mayoria
de errores se presenta en la fase prea-
nalitica, entre los que se encuentra el
manejo del anticoagulante [5]. La pro-
porcidn entre la muestra y el anticoa-
gulante es de extrema importancia, de-
bido a que si se extrae menos sangre
de la requerida, la cantidad excesiva
del aditivo afecta la exactitud de los
resultados de la prueba. En el caso del
tubo con acido etilendiaminotetracéti-
co (EDTA) para hematologia, es nece-
sario el llenado del tubo hasta agotar
el vacio. El EDTA es un &cido orgénico
tetracarboxilico derivado del etano por
aminacién de sus dos grupos metilo, y
posterior diacetilacion de cada uno de
los grupos amino. Gracias a su propie-
dad de quelar iones metélicos, el EDTA
es muy eficaz para fijar Ca, Mg, Fe, Cuy
Zn, iones que son necesarios para que
se den multiples reacciones enzimati-
cas, incluyendo la cascada de la coagu-
lacién [6]. Hay dos versiones del EDTA
utilizado en hematologia; el EDTA K2
(dipotésico) y el EDTA K3 (tripotasico),
que se diferencian por la cantidad de
moléculas de potasio [7]. Con el tiem-
po se han modificado las guias que se
tienen sobre el uso del anticoagulante
EDTA para el proceso del hemograma,
debido a las nuevas presentaciones de
los tubos y a la forma en que viene el
EDTA en ellos, lo que tiene como con-
secuencia que se encuentren diferen-
tes opiniones entre los profesionales, y
no haya claridad sobre cuél es el tipo
de EDTA adecuado para el proceso del
hemograma, y si alguno de ellos causa
efectos en la muestra que pueda alte-
rar el resultado, tanto cuantitativamen-
te como cualitativamente.

El propdsito de la presente investi-

gacién es comparar los recuentos
leucocitarios, la hemoglobina, el he-
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matocrito, el volumen corpuscular
medio (VCM), las plaquetas y la mor-
fologia celular del extendido de san-
gre periférica, en muestras con EDTA
K2 y EDTA K3, en diferentes tiempos:
0,1y 2 horas desde el momento de la
toma de la muestra.

Materiales y métodos

Es un estudio cuasi-experimental, mul-
tivariado, multifactorial, que tiene como
unidad de andlisis sangre anticoagula-
da con EDTAK2 y EDTA K3, extraida de
53 adultos participantes a través de un
muestreo no probabilistico por conve-
niencia. Se recogieron 106 muestras de
sangre periférica de forma simultanea;
2 tubos por paciente, uno con EDTA K2
y otro con EDTAK3. De cada tubo se hi-
cieron 3 placas de extendido de sangre
periférica en los diferentes tiempos (0,
1y 2 horas), para un total de 6 extendi-
dos por participante.

Como criterio de inclusion se conside-
ré que fueran participantes mayores de
edad y como criterio de exclusion se
consideraron los extendidos de sangre
periférica no aptos para la lectura (ex-
tendidos gruesos, hemolizados, colo-
racion con precipitados, coloraciones
4cidas o baésicas), y los casos que por
alguna razén no tuvieran la totalidad
de los seis extendidos necesarios por
participante. Los individuos voluntarios
firmaron consentimiento informado.

Las variables cuantitativas continuas
fueron el recuento de leucocitos, la
hemoglobina, el hematocrito, el VCM
y el recuento de plaquetas. La com-
posiciéon del EDTA se consideré como
variable dicotémica nominal. Como
variable cualitativa politémica nominal
se considerd el extendido de sangre
periférica, del cual se evalud la morfo-
logia celular de cada uno de los com-
ponentes sanguineos, de acuerdo con
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las recomendaciones suministradas
por el ICSH (del inglés, International
Committee of Standardization in Hae-
matology) para la estandarizacion de la
nomenclatura y clasificacion de las cé-
lulas sanguineas periféricas [8]. Tanto
para los eritrocitos como para las pla-
quetas, la morfologia se estudié en 10
campos con un promedio de 100 a 120
eritrocitos por campo, lo que garantiza
observar méas de 1.000 eritrocitos y una
buena distribucion de plaquetas. Para
los leucocitos, se revisd un total de 200
leucocitos por placa [8].

Para la validacién de la morfologia,
esta fue revisada por dos investiga-
doras especialistas en hematologia,
mas una evaluadora externa. Se tuvo
en cuenta la guia del CLSI (del inglés,
Clinical and Laboratory Standards Ins-
titute) H20A2 [9], que garantiza una
lectura adecuada de los extendidos
de sangre periférica.

Se utilizaron tubos para la extraccién
envacio de la sangre total con EDTAK2
y EDTA K3 de marca Vacuette® (Nipro
Medical Corporation Colombia, con re-
gistro sanitario R.S. 2007RD-0000594),
fabricados con polietilentereftalato
(PET), tapa de polietileno con tapén de
goma de butil bromuro de caucho, ani-
llo estabilizador de polipropileno y un
gel de polimeros; cabe destacar que la
presentacién de los tubos eraigual, y la
Unica diferencia era la composicién del
EDTA K2 o K3 [10].

Como equipo analitico para la lectura
automatizada del hemograma se tra-
bajé con un ADVIA 2120i Hematology
System, con tecnologia de impedan-
cia eléctrica, corriente directa y cito-
metria de flujo. Las corridas analiticas
se validaron frente al control de ca-
lidad interno (independiente) y con
pruebas de evaluacién externa de la
calidad [11].
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Se realizd anélisis descriptivo del com-
portamiento de los principales pa-
rdmetros cuantitativos (recuento de
leucocitos y plaquetas, hemoglobina,
hematocrito y VCM) en 106 muestras
de 53 adultos voluntarios sanos y de
programas de consulta externa, de los
cuales 28 fueron mujeres y 25 hom-
bres, con un rango de edad entre 20
y 30 afios. Las muestras de sangre pe-
riférica fueron tomadas con anticoagu-
lante EDTA K2 y EDTA K3, utilizando
tablas de distribucién de frecuencia
que muestran el promedio, desviacién
estandar, valores minimos y méximos
por tipo de anticoagulante. Asi mismo,
se comprobaron los supuestos de ho-
mocedasticidad, normalidad e inde-
pendencia para las mismas, con el fin
de realizar el anélisis de varianza ANO-
VA multifactorial, y determinar si habia
diferencias estadisticamente significa-
tivas entre los promedios de las varia-
bles de las muestras colectadas con los
anticoagulantes EDTA K2 y EDTA K3, al
inicio de la toma de la muestra (a las
cero horas), una y dos horas. La com-
probacion de las hipdtesis se hizo te-
niendo en cuenta un nivel de confianza
de 95% y un nivel de significancia de
p<0,05.

Teniendo en cuenta que las muestras
de sangre periférica con EDTA conser-
van la morfologia celular por un periodo
no mayor a las dos horas, se selecciond
la muestra tomada a las dos horas, con
ambos anticoagulantes, para evaluar la
morfologia de las tres lineas celulares.
Se aplicé la prueba de x? de Pearson,
utilizando los datos registrados por dos
observadores que evaluaron el compo-
nente leucocitario, el eritroide y el pla-
quetario, y que desconocian si los exten-
didos de sangre periférica provenian de
muestras tomadas con anticoagulante
EDTA K2 o EDTA K3; ademds, se obtuvo
la concordancia mediante el indice ka-
ppa entre los mismos.
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Consideraciones éticas

Se tuvieron las consideraciones éticas
que cita la resolucién 8430 de 1993, la
cual establece los principios de benefi-
cencia, respeto a la dignidad humanay
justicia, con lo que se garantiza a los in-
dividuos participantes su autonomia en
la participacién con el consentimiento
informado, el uso de un cédigo para
garantizar su confidencialidad, la cus-
todia de los datos por el investigador
principal durante dos afios, y que la in-
vestigacién estad haciendo un aporte a
la comunidad cientifica.

Resultados

Con el fin de evidenciar si el tipo de
anticoagulante, EDTA K2 o EDTA K3,
generaba cambios significativos en los
resultados cuantitativos y cualitativos
en el hemograma, se aplicaron dife-
rentes estadisticos. Para los andlisis, se
utilizé un nivel de significancia de 5%
(p=0,05). En la tabla 1 se observa que
la variacion entre las medias, desvia-
cién estandar, valor minimo y maximo
en los diferentes parédmetros, en los
tres tiempos estipulados de 0, 1y 2 ho-
ras, posee un comportamiento similar
entre los dos anticoagulantes estudia-
dos, EDTA K2 o K3. Ademas, se obser-
va que en la mayoria de los pardmetros
hematicos, en los tres tiempos, el valor
de significancia o valor p fue mayor a
0,5 en todas las variables (tabla 2).

Con respecto a la comparacién de los
cambios morfoldgicos en el extendido
de sangre periférica de la serie leuco-
citaria, eritroide y plaquetaria, obteni-
dos con anticoagulante EDTA K2 y K3,
en las muestras de 2 horas, se obser-
v6 que el nivel de concordancia de los
diferentes anticoagulantes fue mayor
al 95% (tabla 3). En las casillas donde
aparecen las palabras “no calculado”,
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corresponde a que no hubo datos su-
ficientes para poder calcular los esta-
disticos, evitando asi que se sesgara
la prueba matemética por el numero
reducido de muestras. Adem3s, se en-
contré una limitacién en esta observa-
cién, y radica en que no se considera-
ron los hallazgos en el mismo paciente
en cuanto a los microcitos (p=0,02), la
hipergranularidad (p=0,02) y la presen-
cia de vacuolas (p=0,05), para rechazar
la hipdtesis nula de independencia.

Discusion

El anélisis de las variables cuantitativas
y los valores observados, demostré que
no hay diferencias estadisticamente sig-
nificativas en los recuentos de leucocitos,
hemoglobina, hematocrito y plaquetas
cuando se utiliza EDTA K2 o K3, ni cuan-
do se procesa la muestra inmediatamen-
te a las cero horas, a la hora o a las dos
horas de haberse colectado, o al combi-
nar el tipo de anticoagulante y el tiempo
de procesamiento.

En los hallazgos morfolégicos se ob-
servé una concordancia superior a 95%
con los resultados obtenidos con EDTA
K2 y con K3. Se encontraron algunas
alteraciones morfoldgicas inherentes
a los participantes, como el adelgaza-
miento del puente cromatinico interlo-
bular o hilos interlobulares; esta altera-
cién esta descrita en la literatura como
cambios cromatinicos en los leucocitos
debido a diferentes estados reactivos
o displasicos [12]. En el estudio de la
muestra de este participante en parti-
cular, se encontré que no era un cam-
bio morfolégico debido al tiempo de
exposicién ni al tipo de EDTA, ya que
presentd la misma morfologia en las
6 placas del extendido de sangre pe-
riférica. De igual forma, se observé un
caso con basofilia citoplasmatica en lin-
focitos (cambio morfoldgico que esté
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Tabla 3. Concordancia a través del indice kappa para los principales cambios morfoldgicos en la
serie leucocitaria y eritroide con anticoagulante EDTA K2 y K3 en las muestras de 2 horas

Cambio morfolégico indice kappa Prueba exacta de Fisher (valor p)
Microcitosis 1 0,02
Hipocromia 0,98 No calculado
Cuerpos de Déhle 0,98 No calculado
Vacuolizaciéon de leucocitos 0,96 0,05
Hipergranularidad de leucocitos 1 0,02

demostrado como normal en menos
de un 5% de los linfocitos, en pacientes
sanos [13]), caracteristica observada en
las 6 placas estudiadas de las muestras
del mismo paciente.

Estudios previos presentan opinio-
nes diferentes frente a la utilizacién
de ambos anticoagulantes; por ejem-
plo, Mehmood y colaboradores [14]
encontraron diferencias significativas
utilizando tubos de marca Improva-
cuter® con EDTA K2 y K3 en varios
parametros, a diferentes tiempos.
Para ese estudio se utilizaron tubos de
plastico con EDTAK2 y tubos de vidrio
con EDTAKS, lo cual podria explicar la
diferencia en los resultados. Romero y
colaboradores [15] consideran el uso
del EDTA K2 como anticoagulante de
eleccién con base en las recomenda-
ciones del ICSH, donde se establece
que el EDTA K2 conserva la morfolo-
gia sanguinea, ademaés de inhibir la
aglutinaciéon de las plaquetas, y asi
facilitar su recuento; sin embargo, no
se hacen indicaciones sobre el uso del
EDTA K3. Asi mismo, Gari y colabora-
dores [16] describieron que las dife-
rencias entre los resultados obteni-
dos con los tubos de vidrio con EDTA
K3 frente a los tubos de plastico con
EDTA K2 son minimas, y que es poco
probable que tengan importancia cli-
nica; es de resaltar que han cambiado
las condiciones y que actualmente los
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tubos K2 y los tubos K3 son del mismo
material plastico. Finalmente, Wiwani-
tkit y colaboradores [17] concluyeron
que hay variaciones en los resultados
del VCM, y que las muestras con EDTA
K3 presentan valores mas bajos, com-
parados con los de las muestras con
EDTA K2. Sobre este estudio se resal-
ta que los resultados emitidos pueden
haberse visto alterados, ya que las
comparaciones fueron realizadas has-
ta las 24 horas después de la toma de
la muestra, tiempo en el que no se ga-
rantiza la calidad de los recuentos ni
de la morfologia celular con ninguno
de los dos tipos de EDTA. Los autores
concluyeron que se deben hacer estu-
dios experimentales para comprobar
estos hallazgos.

Estos antecedentes de investigacién no
son extrapolables al presente estudio,
dado que los experimentos anteriores
se realizaron bajo diferentes condicio-
nes, como fueron el uso del material
del tubo en polipropileno o vidrio, la
matriz del anticoagulante en aerosol o
liofilizado, la proporciéon entre sangre
total y anticoagulante, y el tiempo de
procesamiento de las muestras; lo que
genera cambios en los resultados de los
pardmetros hematicos. Lo anterior nos
motivé a realizar un estudio donde las
discrepancias fueran atribuidas al com-
ponente del anticoagulante, y no a fac-
tores externos como los antes descritos.
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Segun las guias del CLSI de 2003, espe-
cificamente en la HO1-A5 sobre tubosy
aditivos para la recoleccién de sangre
venosa, se refirieron al EDTA como el
anticoagulante de eleccién para rea-
lizar el hemograma, y se especifico la
composicion del EDTA K2 y K3. Sin em-
bargo, como en ese momento el EDTA
K3 era de presentacion liquida, consi-
deraron que era mejor el K2 porque
no hace dilucién de la muestra [18]. En
2008, en la guia CLSI GP42-A6 [19] so-
bre los procedimientos y mecanismos
para la recoleccion de muestra sangui-
nea capilar, se menciond en la seccion
de aditivos, que el EDTA K2 es reco-
mendado para el uso en hematologia,
garantizando estabilidad de resultados
entre 2 y 12 horas; sin embargo, no se
hizo recomendacién o advertencia so-
bre el uso del EDTA K3. Para esta fecha,
comercialmente, ya se ofrecian con las
mismas caracteristicas los dos tipos de
EDTA. La guia HO1-A5, actualizada en
2010 y ahora conocida como GP39-A6
[20], no hace recomendacidon o adver-
tencia respecto al uso de EDTA K2 o
K3, y solo manifiesta la necesidad de
efectuar procedimientos de validacién
de métodos e intervalos bioldgicos de
referencia, cuando se utilice un anti-
coagulante en presentacién liquida.
Igualmente, en el mismo afio, en la guia
GP34-A[21], se menciona que el EDTA
hace interferencia en algunas pruebas
de quimica sanguinea, y que es el ideal
para la evaluacién del hemograma, sin
diferenciar entre K2 o K3.

Conclusiones

El presente estudio tuvo la finalidad de
comparar ambos tipos de anticoagu-
lantes en nuestro medio, teniendo en
cuenta que tanto el EDTA K2 como el
EDTA K3 se encuentran disponibles en
el mismo tipo de tubos de polietilen-
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tereftalato, lo que permitié hacer una
comparacion entre ambos anticoagu-
lantes con mayor validez.

Se evidencié que el uso del EDTAK2 o
EDTA K3 como anticoagulante de elec-
cién, procesando las muestras en un
tiempo adecuado después de su reco-
leccién, no afecta los principales para-
metros cuantitativos evaluados en este
estudio, en un equipo automatizado,
de las diferentes lineas hematopoyé-
ticas; ademas, no se observaron cam-
bios en la morfologia eritrocitaria, leu-
cocitaria ni plaquetaria de importancia
clinica significativa entre los diferentes
tiempos después de la toma de mues-
tra, dentro de un mismo tipo de EDTA,
ni entre los dos tipos de EDTA K2 y K3.

Los resultados de este trabajo, apoya-
dos en el hecho de que las guias del
CLS! indican que para hematologia el
anticoagulante de eleccién es el EDTA,
sin diferenciar en su contenido de po-
tasio, demostraron que efectivamente
no hay diferencias estadisticamente
significativas tanto en lo cuantitativo
como en lo cualitativo entre el uso de
los dos anticoagulantes, y se concluye
que bajo condiciones controladas en
la fase preanalitica y analitica, se pue-
de usar el anticoagulante EDTAK2 y el
EDTA K3 indistintamente.
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