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RESUMEN

La anemia hemolitica inmunomediada (IMHA) es una de las enfermedades hematoldgicas mas graves en perros,
caracterizada por la destruccion de eritrocitos mediada por anticuerpos. El objetivo de esta revision sistematica
fue evaluar la precision diagnoéstica del hemograma automatizado y el frotis de sangre periférica (FSP) en perros
con IMHA, siguiendo los lineamientos PRISMA. Se realizaron busquedas en bases de datos electronicas
(ScienceDirect, PubMed, Scopus, entre otras), con restricciéon temporal de 2013 a 2025, y se buscaron articulos
en espafol, inglés y portugués. De 20 estudios identificados inicialmente, se incluyeron 10 que cumplieron los
criterios de elegibilidad.

Los resultados de la revision muestran que el hemograma automatizado es esencial para cuantificar la severidad
y el caracter regenerativo de la anemia, con parametros como el hematocrito/PCV y el recuento de reticulocitos,
aunque carece de especificidad para confirmar el origen inmunomediado de forma aislada. El FSP complementa
esta limitacion mediante la deteccion de esferocitosis significativa y autoaglutinacion persistente; hallazgos
respaldados con soporte cuantitativo de sensibilidad y especificidad. El 83,3% de los estudios reportaron el uso
combinado de ambas pruebas como criterio diagndstico. Sin embargo, la incorporaciéon de los parametros
evaluados en el estandar de referencia generé sesgo de incorporacion, lo que limité el calculo formal de precision
diagnéstica consolidada. Se concluye que la integracidon secuencial del hemograma automatizado y el FSP
constituye la estrategia inicial mas eficiente y costo-efectiva para el diagnéstico presuntivo de IMHA en caninos, y
se propone un algoritmo diagndstico de tres fases basado en la evidencia revisada.

Palabras clave: anemia hemolitica; caninos; diagndéstico clinico; frotis sanguineo;, hemograma automatizado.

SYSTEMATIC REVIEW OF THE DIAGNOSTIC ACCURACY OF BLOOD COUNTS AND
BLOOD SMEARS FOR IMMUNOMEDIATED HEMOLYTIC ANEMIA IN DOGS

ABSTRACT

Immune-mediated hemolytic anemia (IMHA) is one of the most serious hematological conditions in dogs,
characterized by antibody-mediated destruction of red blood cells. This systematic review aimed to evaluate the
diagnostic accuracy of the automated complete blood count (CBC) and peripheral blood smear (PBS) in dogs with
IMHA, following PRISMA guidelines. Electronic databases (ScienceDirect, PubMed, Scopus, among others) were
searched with a time restriction of 2013—2025 and limited to Spanish, English, and Portuguese publications. Of 20
initially identified studies, 10 met the eligibility criteria.

Results show that the automated CBC is essential for quantifying anemia severity and regenerative response
through parameters such as PCV/hematocrit and reticulocyte count, although it lacks specificity to confirm an
immune-mediated origin when used alone. The PBS complements this limitation through the detection of significant
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spherocytosis and persistent autoagglutination; these findings are supported by quantitative sensitivity and
specificity data. Of the included studies, 83.3% reported combined use of both tests as a diagnostic criterion.
However, incorporation of the evaluated parameters into the reference standard generated incorporation bias,
limiting formal calculation of consolidated diagnostic accuracy. It is concluded that the sequential integration of the
automated CBC and PBS constitutes the most efficient and cost-effective initial strategy for the presumptive
diagnosis of IMHA in dogs; a three-phase diagnostic algorithm based on the reviewed evidence is proposed.

Keywords: automated complete blood count; canines; clinical diagnosis; immune-mediated hemolytic anemia;
peripheral blood smear.

HIGHLIGHTS
Debe incluir al menos 3 resultados sobresalientes derivados del estudio realizado

o El hemograma automatizado es util para establecer la severidad de la anemia, pero ofrece limitaciones a
la hora de especificar si el origen es inmunomediado, mientras el frotis de sangre proporciona los
componentes determinantes para el diagndstico de la IMHA: la identificacion de esferocitosis significativa
y la presencia de auto aglutinacién persistente.

¢ No se pudo establecer una precision diagnostica especifica del uso combinado de ambas pruebas, debido
a que, en los estudios revisados, estos parametros forman parte de los criterios diagndsticos empleados
como estandar de referencia en la mayoria de los estudios incluidos, generando sesgo de incorporacion.

e La evidencia reafirma la necesidad de combinar ambos métodos diagndsticos para mejorar la efectividad
y precision de la evaluacion del paciente, facilitando el tratamiento temprano y mejorando su calidad de
vida.

1. INTRODUCCION

La anemia hemolitica inmunomediada (IMHA por sus siglas en inglés), se caracteriza por la destruccién
de glébulos rojos (RBC) mediada por anticuerpos. Puede manifestarse como una afeccion primaria o secundaria
y generalmente se desencadena por un estimulo subyacente al sistema inmunitario, (Shin et al., 2024), por lo que
es un tipo comun de anemia en perros y gatos, causada por una reaccion de hipersensibilidad de tipo Il. La
enfermedad es mas comun en perras de mediana edad, especialmente en cocker spaniel americano (Goggs et
al., 2025). Los signos clinicos de esta enfermedad comunes se asocian con una anemia grave y con la

consiguiente respuesta inflamatoria (Balch & Mackin 2014).

Ahora bien, como se mencionaba, la IMHA puede clasificarse como primaria (idiopatica o autoinmune) si

no se identifica un factor desencadenante, o secundaria si se sospecha que es una causa subyacente la que ha



desencadenado el proceso inmunomediado. Los signos clinicos tipicamente asociados con la IMHA reflejan la
presencia tanto de anemia (letargo, debilidad, colapso, palidez de las mucosas y soplo cardiaco hematico) como
de respuestas compensatorias causadas por la hipoxia tisular y la estimulacién del sistema nervioso simpatico
(taquipnea, taquicardia y pulsos saltones) segun Haines et al. (2022).

En cuanto a la fisiopatologia, el desarrollo de la IMHA primaria se asocia con la produccion de anticuerpos
especificos para moléculas normales en la superficie de los eritrocitos. Por lo que la glicoforina, una glicoproteina
que se extiende a través de la membrana plasméatica se ha propuesto como uno de los antigenos de membrana
de los glébulos rojos (RBC) mas comunes que son el objetivo de los autoanticuerpos (Yuki & Naitoh, 2019). En
consiguiente, la IMHA en perros esta relacionada con la produccién de anticuerpos en la superficie de los
eritrocitos. Estos anticuerpos causan la activacion de la cascada del complemento, lo que resulta en la lisis
intravascular de los globulos rojos, u opsonizan los glébulos rojos para facilitar la fagocitosis por las células del

sistema fagocitico monocitico (MPS) en el higado y el bazo (Swann et al., 2016).

En cuanto a las pruebas diagnoésticas, el hemograma es uno de los examenes mas solicitados al
laboratorio en la clinica veterinaria. Es por ello que en las ultimas décadas los laboratorios veterinarios han
incorporado auto analizadores hematoldgicos que basan su funcionamiento en métodos de alta precision,
entregando recuentos de gran fiabilidad (Baldwin et al., 2023). En consecuencia, la revision del frotis de sangre al
microscopio es cada vez menos frecuente, pero sigue siendo indispensable para detectar alteraciones
morfoldgicas que los auto analizadores no pueden detectar, por lo que actualmente la mayoria de los clinicos han
incorporado criterios de revision del frotis sanguineo al microscopio como ayuda diagnéstica, especialmente para
procesos patologicos que involucren procesos anémicos (Torrens et al. 2019). Asi pues, un frotis de sangre
distintivo puede incluso ser suficiente para diagnosticar un tipo de anemia hemolitica, buscando glébulos rojos
anormales, como esquistocitos, esferocitos o células de mordida. Pero lastimosamente, otras anemias hemoliticas
pueden tener caracteristicas similares, como la fragmentacion de glébulos rojos (Baldwin et al., 2023), por lo que

su precision diagnostica puede verse afectada.

De lo anterior, en cuanto al uso del hemograma automatizado y la citologia sanguinea o frotis, las fuentes
de investigacion veterinaria, por ejemplo, mencionan que en un estudio en caninos se diagnosticé a los animales
con IMHA si presentaban anemia (con un hematocrito inferior al 35%) y cumplian al menos uno de los siguientes
criterios que sugerian la presencia de anticuerpos especificos para eritrocitos: aglutinacion microscopica o
macroscopica persistente. Ademas, se realizaron hemogramas completos de los perros de los grupos IMHA y un
patélogo clinico veterinario evalud los frotis de sangre fresca en todos los casos (Swann et al., 2016). Otro estudio,
Yuki y Naitoh (2019), describié que “el hemograma revel6 anemia grave (volumen celular concentrado (PCV), 7%;
intervalo de referencia (IR), 37-55%), con disminucion del volumen corpuscular medio (58,6 fL; IR, 60-77 fL) y de
la concentracion de hemoglobina corpuscular (29,4 g/dL; IR, 32-36 g/dL). La anemia fue gravemente no
regenerativa (69.600 células/puL; indice de produccion de reticulocitos < 2), microcromica y microcitica. Se

observaron leucocitosis moderada (22 900 células/uL; RI, 6000—17 000) y leucocitosis caracterizada por neutrofilia



(21 068 células/uL; RI, 3000-11 500; bandas, 0 células/pL; segs, 21 068 células/uL), y el analisis del frotis
sanguineo reveld aglutinacion, anisocitosis leve, eritrocitos policromaticos y esferocitosis (=5 esferocitos/x 100
(campo de inmersién en aceite)” (p.10). Este estudio sugiera la importancia del analisis del frotis de sangre en
microscopio como complemento para el diagndstico de la anemia hemolitica inmunomediada, que aporta datos

no observados en el hemograma.

Sin embargo, surge una brecha en el campo clinico diagndstico. Si bien ambas pruebas se utilizan de
forma rutinaria, la evidencia cientifica sobre la precisiéon diagnéstica de su uso combinado no ha sido sintetizada
de manera sistematica, ya que muchos autores difieren en las técnicas y analisis para esta patologia. Por ejemplo,
Jeffery et al. (2017), sugiere que la prueba de aglutinacion salina y las pruebas de Coombs son requisito para el
diagnéstico de IMHA. El estudio de Goggs et al. (2025) sugiere la realizaciéon de tromboelastografia y pruebas de
hemostasia, que incluyan la medicién de la actividad plasmatica del inhibidor de la fibrindlisis activable por trombina
(TAFI); ademas, el inhibidor del activador del plasminégeno-1 (PAI-1) activo y las concentraciones de ADN libre
de células (cfDNA) y nucleosomas tienen que ser parte del diagnostico exacto. Por otro lado, Brunori y Romero
(2021) describen que actualmente ninguna prueba ha demostrado ser un diagndstico definitivo para la anemia

hemolitica inmunomediada. Por lo que un enfoque légico y exhaustivo es clave para lograr un diagnéstico preciso.

De esta forma, la presente revisién pretende responder: ;Cual es la precision diagndstica de la
combinacion del frotis de sangre periférica y el hemograma automatizado para la deteccion de anemia hemolitica

inmunomediada?, para lo cual se han definido los siguientes objetivos:

OBJETIVO GENERAL:

Evaluar mediante una revision sistematica en la literatura actual la precision diagnéstica del hemograma

automatizado y el frotis de sangre en perros con anemia hemolitica inmunomediada.

OBJETIVOS ESPECIFICOS:
e Analizar la evidencia actual acerca de la sensibilidad y especificidad reportada del hemograma
automatizado y del frotis sanguineo en el diagndstico actual.
o Discutir la precision diagnéstica de ambas pruebas para la deteccion de la anemia hemolitica
inmunomediada.
e Clasificar en un algoritmo la evidencia recopilada sobre la precision del hemograma automatizado y el
frotis de sangre.

e Recopilar recomendaciones para la practica clinica basadas en los hallazgos de esta revision.

2. METODOLOGIA

2.1. Busqueda bibliografica y criterios de inclusion y exclusion.



Se propone realizar una revision sistematica de la literatura siguiendo los lineamientos PRISMA para
garantizar la eficacia de la busqueda, el cual se presenté por medio de un flujograma (figura 1), dado que la
declaracion PRISMA (Preferred Reporting Items for Systematic reviews and Meta-Analyses), publicada en 2009,
se disefd para ayudar a los autores de revisiones sistematicas a documentar de manera transparente el porqué
de la revision, qué hicieron los autores y qué encontraron (Page et al. 2021). Considerando que el objetivo principal
es la precision diagndstica del hemograma automatizado y el frotis sanguineo en perros con anemia por medio

del analisis de la literatura existente, la revision sistematica se determiné como el enfoque mas adecuado.

2.1 Estrategia de busqueda bibliografica

Se realizé una busqueda en la literatura actual en las siguientes bases de datos electronicas: Biomed
central, Springer Nature. Latindex, ScienceDirect, Oxford Academicy Pud Med, Google Académico, Scopus,
VetMed Resource, Agris, Jornals de AVMA y ResearchGate. Ahora bien, la busqueda se limitdé a los afios
comprendidos entre 2013 al 2025, donde se pretendié que mas de 60% de las fuentes revisadas estuvieran
publicadas entre 2020 al 2025. Sin embargo, de los estudios incluidos solo el 30% se publicé entre los afios 2020
y 2025, el 70% se publicaron en el periodo 2013 — 2016.

La estrategia de busqueda utiliz6 combinaciones en espafiol y en ingles de términos MeSH y operadores
booleanos relacionados con los tres conceptos principales de la revision: 1) anemia hemolitica inmunomediada,
2) poblacion; caninos y 3) las pruebas diagndsticas de interés; hemograma automatizado y frotis de sanguineo,
ya que conocer Yy utilizar las estrategias de busqueda con MeSH y booleanos permite una recuperacion efectiva
de informacion, (Altuna et al., 2016).

Como se menciond los términos se combinaron con operadores booleanos AND y OR (tabla 1). Por otro
lado, la busqueda estuvo limitada en cuanto a que las fuentes estuvieran en el idioma espafol, inglés y/o

portugués.

Tabla 1. Ejemplo de estrategia de busqueda.

Concepto Términos MeSH Términos de Texto Libre
Enfermedad Anemia, Hemolytic, Autoimmune immunemediated hemolytic
anemia, IMHA, AIHA

Poblacién Dogs dog, canine, perro, canino
Pruebas Blood Cell Count, Blood Smear, complete blood count, CBC,
Hemograma hemogram, blood film, blood

smear”, spherocyte*, aglutinacion,
frotis, citologia sanguinea

2.3 Criterios de elegibilidad

En cuanto a los criterios de inclusion fueron aplicados los siguientes:



1. Articulos dentro de la temporalidad (2013 — 2025).
2. Estudios en poblacién canina con diagnéstico IMHA.

3. Estudios que reporten hallazgos en el diagnostico por medio de hemograma y frotis sanguineo.

Se excluyeron articulos que no cumplan lo anterior y que estén publicados en otro idioma diferente al inglés,

espaniol y portugués. Como también abstracts, revisiones narrativas y capitulos de libros (figura 1).

Figura 1. Flujograma de criterios de inclusién
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2.4 Proceso de seleccion y recopilaciéon de fuentes

El proceso de seleccion de los estudios se realizé en dos fases:

1. Seleccion por titulos y resumen; se evalud cada articulo de forma inicial (lectura de resumenes).

2. Evaluacioén a texto completo; los estudios son potencialmente relevantes fueron leidos en su totalidad.



En tanto que los estudios seleccionados se sistematizaron en una tabla resumiéndolos (tabla 2). De esta forma,
se recogieron 20 estudios iniciales, de los cuales se incluyeron 10 en la revision sistematica, luego de confirmar
que cumplieran los criterios de inclusion.

Figura 2. Diagrama de flujo - seleccién de estudios

Estudios identificados (n = 20)

!

Estudios excluidos por titulo/resumen
(n=10)

!

Estudios evaluados a texto completo
(n=10)

h 4 y
[ Estudios excluidos (n = 10) ] Criterios de inclusién:
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Tabla 2. Ejemplo de recopilacion de datos de los articulos seleccionados.

Categoria Variables

Caracteristicas del estudio Autor, ario, disefio, pais

Poblacion N.° de casos IMHA, N.° de controles,
criterios diagndsticos

Pruebas Hemograma: recuento de reticulocitos,

indices eritrocitarios. FSP: presencia de
esferocitos, aglutinacion.

Resultados Datos de Sensibilidad, Especificidad o
tablas 2x2 (VP, FP, FN, VN)

Elaboracién propia.

2.5 Sintesis de resultados

Una vez, terminada la recopilacion de las fuentes se procedi6 a la sintesis y organizacién tematica para proceder
a escribir el informe final con los articulos seleccionados. Esta organizacion se hizo en base a la evidencia de los
hallazgos del hemograma asociada a la patologia, hallazgos del frotis y la utilidad de la combinaciéon de ambas
pruebas. Esto para poder discutir la consistencia de los resultados entre estudios, limitaciones y aplicabilidad

clinica.

3. DESARROLLO Y DISCUSION



De acuerdo con la metodologia de revision sistematica propuesta, los resultados se han organizado en tres

ejes tematicos: hallazgos del hemograma automatizado, hallazgos del frotis de sangre periférica (FSP) y la utilidad

de la combinaciéon de ambas pruebas en el diagnédstico de la anemia hemolitica inmunomediada (IMHA) en

caninos.

Tabla 3. Comparativa de los estudios revisados

Estudi Diseio Poblacion Hallazgos Hallazgos FSP | Pruebas Aporte a la | Limitaciones
o Hemograma Adicionales Pregunta de
Investigacio
n
Paes et | Comparativ | 19 perros Anemia Morfologia ROFT La Reportad
al., o) con IMHA + regenerativa, compatible con combinacion | sensibilidad del
2013 diagnéstico | controles alteraciones hemodlisis hemograma ROFT.
eritrocitarias +FSP +
ROFT
mejora
sospecha
diagnostica
Paltrini Retrospecti | 174 perros Curvas ROCy | No reporta No reporta Incluyé también
eri et \e) distribuidos AUC para otros tipos de
al., observacio por estado cada anemia
2016 nal regenerativo | parametro;
sensibilidad y
especificidad
para los
valores de
corte
seleccionados
para Ret%,
Ret# y RPI
manuales
frente a
automatizados
Murag Prospectivo | 64 perros Anemia; 18/64 con Coombs, Evidencia Contexto infeccioso
& clinico con Babesia | evaluacion esferocitos aglutinacion salina | variabilidad limita extrapolacion
Pavithr gibsoni reticulocitaria diagndstica a IMHA primaria
a, 2024 en IMHA
secundaria
Piek et | Observacio | 149 perros Anemia Alta frecuencia | No especificadas Refuerza Presenta datos
al,, nal con IMHA regenerativa de criterio brutos, pero no
2015 primaria frecuente, esferocitosis y clinico presenta analisis de
alteraciones auto basado en sensibilidad/especifi
en PCVy aglutinacion hemograma cidad
reticulocitos + FSP
Ahswin | Cohorte 25 perros Valores No Coombs, Los datos Datos brutos, pero
ietal, observacio con IMHA medios/media | especificado aglutinaciénsalina brutos del no analisis
2016 nal nos de grupo especifico para
reticulocitos permiten sensibilidad/especifi
por grupo; calcular la cidad
valores sensibilidad
umbral de yla
reticulocitos; especificidad
dela
respuesta
regenerativa
en la IMHA.
Sun & Observacio | 150 perros No Sensibilidad y Aglutinacion salina Recuentos brutos
Jeffery, | nal con especificado especificidad positivos/negativos
2020 hematocrito para la IMHA disponibles para
menor al con 23y 25 tablas 2x2 sobre
30% esferocitos/ca test de aglutinacion
mpo; IC salina no frotis de
informados. sangre.




Smith Retrospecti | 228 perros En IMHA: 1 No Evaluacién con Demuestra Disefio
etal., Vo en total; 37 MPV, 1t especificado analizador ADVIA que el MPC retrospectivo. No
2014 comparativ | con IMHA numero de 120 (MPV, PDW, no es un caracterizacion
o primaria + plaquetas PCT, MPM, MPC). | marcador detallada del estado
grupo control | grandes, 1 Clasificacion SIRS. | confiable de inflamatorio. Grupo
(n=19)y masa activacion control con
otros grupos | plaquetaria plaquetaria patologia
inflamatorios | (MPM). No en IMHA. ortopédica. No
hubo Aporta evalua directamente
disminucion evidencia sensibilidad/especifi
significativa sobre cidad diagnéstica
del MPC en alteraciones del hemograma en
IMHA plaquetarias IMHA.
comparado automatizad
con controles. as en IMHA,
Leucocitosis y utiles para
neutrofilia interpretacio
frecuentes. n integral del
hemograma.
McAles | Observacio | Perros con Hemograma: FSP: No Se
setal, | nal IMHA PCV/HCT, esferocitosis, observaron
2016 retrospectiv | primaria recuento de autoaglutinacio hallazgos
o) confirmada; reticulocitos, n consistentes
grupo indices de anemia
comparativo | eritrocitarios. regenerativa
con anemia y
no esferocitosis
inmunomedi en perros
ada IMHA. La
presencia de
hemoglobina
libre
plasmatica
se asocio
con
hemolisis
intravascular.
Duclos | Observacio | Perros Hemograma: FSP: presencia | No especificados Alta
etal. nal diagnosticad | anemia de esferocitos frecuencia
2024 os con IMHA | regenerativa/n | y auto de
en hospital o aglutinacion esferocitosis
universitario regenerativa, y
leucocitosis, aglutinaciéon
trombocitopen en casos
ia. confirmados.
El
hemograma
automatizad
o permitié
identificar
patrones
regenerativo
s; el frotis
confirmo
alteraciones
morfoldgicas.
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Elaboracion propia.

3.1. Hallazgos del Hemograma Automatizado

Los estudios analizados coinciden en que el hemograma automatizado es la herramienta inicial para
identificar la severidad y el tipo de anemia. Por ejemplo, investigaciones como las de Smith et al. (2014) y Piek et
al., (2015) reportan la presencia de anemia severa en pacientes con IMHA, con valores de volumen celular
concentrado (PCV) tan bajos como el 7%. De igual forma, Piek et al., (2015) reporté que el uso combinado del
frotis y el hemograma automatizado tuvo una alta precision diagnostica a la hora de evaluar los perros observados.
Aunque no reporté analisis de su sensibilidad especifica, se puede estimar que ambas pruebas tuvieron una

sensibilidad superior al 80%, dado que todos los perros evaluados mostraron un diagnéstico positivo para IMHA.

Paltrinieri et al. (2016) ofrecen un marco de validacion para el hemograma automatizado mediante el uso
de curvas ROC y el area bajo la curva (AUC). Por ejemplo, cuando la anemia prerregenerativa se clasifico6 como

no regenerativa, las areas bajo la curva (AUC) para los parametros fueron las siguientes:

o Porcentaje de reticulocitos: El recuento manual arrojoé un porcentaje de 97 %, mientras que el recuento
automatizado arrojé un porcentaje de 93 %.

o Numero de reticulocitos: El recuento manual arrojé un porcentaje de 93 %, mientras que el recuento
automatizado arrojoé un porcentaje de 90 %.

e Indice de produccién: El recuento manual arrojé un resultado del 91 %, mientras que el recuento

automatizado arrojé un resultado del 93 %.

En general, la sensibilidad oscil6 entre el 82 % y el 86 %, la especificidad entre el 82 % y el 87 %, y el
cociente de probabilidad positiva del estudio se registré entre el 4,6 y el 6,4. Asi, su investigacion demuestra que
los parametros automatizados para el recuento de reticulocitos poseen una capacidad discriminatoria robusta
frente a los métodos manuales para el diagnéstico de anemia regenerativa, entre ellas la IMHA, permitiendo
establecer valores de corte con sensibilidad y especificidad definidas para clasificar el estado regenerativo del

paciente.

Sin embargo, la eficacia del hemograma se ve limitada para el diagnéstico inicial, dado que, si bien el uso
de parametros como el Volumen Corpuscular Medio (MCV) y el recuento de reticulocitos es fundamental para la
clasificacion inicial de la anemia, no son especificos por si solos para confirmar el origen inmunomediado (Smith
et al., 2014).



En cuanto al tipo de anemia especifico, el uso del hemograma permite identificar que, aunque la IMHA
suele ser regenerativa, existen casos de anemia no regenerativa severa cuando la respuesta inmunitaria se dirige
a precursores eritroides en la médula 6sea. La utilidad de estos parametros se consolida con el aporte de Ashwini
et al. (2016), cuyos datos brutos sobre los valores medios y umbrales de reticulocitos permiten calcular
formalmente la precision de la respuesta regenerativa como indicador de hemdlisis inmunomediada. Con base en
el recuento absoluto de reticulocitos (>60.000/uL como indicativo de regeneracion), el 52% de los casos (13/25)
presentaron anemia regenerativa al momento de la evaluacion inicial. Por su parte, el 36% (9/25) mostré valores
inferiores a 60.000/uL, que fueron compatibles con anemia no regenerativa en el momento del diagnoéstico,

mientras que en el 12% (3/25) no fue posible estimar el recuento.

De manera similar, utilizando el porcentaje corregido de reticulocitos como criterio, el 56% de los perros
(14/25) presentaron valores superiores al 1%, indicativos de regeneracion, mientras que el 28% (7/25) mostraron
valores inferiores al 1%, compatibles con ausencia de respuesta regenerativa inicial. En el 12% restante (3/25),
este parametro no fue estimado. En conjunto, los resultados de Aswini et al. (2016) sugieren que aproximadamente
entre el 52% y el 56% de los casos de IMHA presentaron un patréon regenerativo al momento del diagndstico,
mientras que entre el 28% y el 36% cursaron inicialmente como no regenerativos. Ademas, el estudio sefiala que
la ausencia de reticulocitosis en el momento del diagndstico no excluye IMHA, ya que el desarrollo de una
respuesta regenerativa puede requerir entre cuatro y cinco dias desde el inicio de la hemdlisis. Por ello, se
recomienda repetir el recuento de reticulocitos tras cinco dias en aquellos pacientes inicialmente clasificados como

no regenerativos, con el fin de aumentar la precision diagndstica.

Estos resultados resaltan que una proporcién considerable de perros con IMHA puede presentarse
inicialmente como no regenerativa, lo cual tiene implicaciones diagnésticas relevantes. Por ejemplo, la evaluacién
Unica del recuento de reticulocitos al momento de la presentacién podria conducir a interpretaciones erréneas si
no se considera la fase evolutiva de la enfermedad. En este contexto, la reevaluacién seriada del hemograma y
del recuento reticulocitario constituye una herramienta fundamental para diferenciar entre IMHA no regenerativa

verdadera y una fase temprana de respuesta medular aun no establecida.

3.2. Hallazgos del Frotis de Sangre Periférica (FSP)

El analisis microscépico del frotis de sangre emerge como un componente critico que complementa las
limitaciones de los equipos automatizados, especialmente en la deteccién de esferocitosis, relevante para el
diagnostico de IMHA, porque existe una asociacion fuerte y frecuente entre la IMHA y la presencia de esferocitos.
En particular, Sun & Jeffery (2020) aportan un sustento cuantitativo critico al analisis morfologico, reportando
valores de sensibilidad y especificidad especificos para el diagnéstico de IMHA cuando se identifican >3 y >5
esferocitos por campo de inmersion en aceite. Este hallazgo transforma la revision del frotis de una evaluacion

subjetiva a una prueba con umbrales diagnoésticos validados.



El estudio observacional de McAless et al. (2016) fortalece especificamente el criterio cuantitativo de >5
esferocitos por campo de inmersién en aceite. Aunque no reportan tablas 2x2 de sensibilidad/especificidad, su
asociacion estadistica entre esferocitosis y diagndstico confirmado consolida el valor predictivo clinico del FSP

como una herramienta complementaria indispensable para el diagnéstico de la enfermedad.

No obstante, el estudio prospectivo de Murag & Pavithra (2024) ofrece un enfoque interesante al analizar
IMHA secundaria asociada a Babesia gibsoni. Sus resultados muestran que no todos los pacientes Coombs-
positivos presentaban esferocitosis marcada (18/64), lo que introduce un matiz importante a la hora de hablar de
precision diagnostica del frotis: la ausencia de esferocitos no excluye completamente la IMHA, especialmente en
contextos infecciosos. Este hallazgo refuerza la necesidad de interpretar el FSP dentro del contexto clinico y no

como criterio aislado absoluto para diagnosticar anemia hemolitica inmunomediada.

3.3. Precision de la Combinacion de Pruebas

La evidencia recopilada sostiene que la combinacién de ambos métodos incrementa significativamente la
precision diagnostica. Asi, Duclos et al. (2024) subrayan que confiar Unicamente en los parametros automatizados
sin realizar un frotis manual u otras pruebas adicionales como el test de Coombs conlleva un alto riesgo de error
diagnéstico. Ademas, el estudio de Paes et al. (2013) introduce un elemento diagndéstico adicional relevante: el
Rapid Osmotic Fragility Test (ROFT). Aunque el presente trabajo se centra en la combinacion hemograma + FSP,
este estudio demuestra que la incorporacion de una tercera prueba aumenta la sospecha diagndstica. Sin
embargo, su principal aporte no radica Unicamente en resaltar el valor del ROFT como herramienta diagndstica,
sino en confirmar que la combinacidon de parametros automatizados y la evaluacidén morfoldgica del frotis
sanguineo ya genera una base diagnoéstica robusta antes de recurrir a pruebas complementarias (Paes et al.,
2013).

Por su parte, el estudio de Piek et al. (2015), con una muestra amplia de 149 perros, aporta uno de los
niveles de evidencia mas solidos dentro del corpus analizado. La alta frecuencia de anemia regenerativa
acompafada de esferocitosis confirma la fuerte correlacion clinica entre los hallazgos automatizados y

morfoldgicos. Este tamafio muestral fortalece la validez externa de la recomendacién de uso combinado.

El analisis de frecuencias mostré que el 83.3% de los estudios incluidos reportaron el uso combinado del
hemograma automatizado y el frotis de sangre periférica como parte integral del diagnéstico de IMHA en perros,
lo que evidencia una alta consistencia metodoldgica en la practica clinica veterinaria, aun en ausencia de estudios
formales de exactitud diagndstica. La evidencia analizada afirma que el uso conjunto del hemograma (para
cuantificar la anemia) y el frotis (para identificar esferocitos y aglutinacién) es la estrategia recomendada para

establecer un diagndstico presuntivo sélido antes de proceder a pruebas mas especificas como el test de Coombs.



Tabla 4. Andlisis de frecuencias - Mencién de uso de pruebas diagnosticas

Uso diagnéstico reportado Numero de Frecuencia
estudios (%)
Uso combinado hemograma + frotis como criterio diagndstico 10 100%
Hemograma como parte del diagndstico (sin énfasis claro en frotis) 8 83.3%
Frotis sanguineo reportado explicitamente (esferocitos/aglutinacién) 9 75%
Uso de pruebas complementarias (Coombs, ROFT, TEG, etc.) ademas 7 58.3%
de CBC/FSP
Estudio disefiado especificamente para evaluar precision diagnoéstica 1 8.3%
formal

Elaboracién propia.
3.4 Discusién

El andlisis de la evidencia recopilada permite abordar la pregunta de investigacion sobre la precision
diagnéstica de la combinacion del frotis de sangre periférica (FSP) y el hemograma automatizado para la deteccién
de la anemia hemolitica inmunomediada (IMHA) en caninos. Los hallazgos refuerzan la premisa de que, si bien la
tecnologia automatizada ha transformado la hematologia veterinaria, la revision manual sigue siendo un pilar

insustituible para un diagnédstico preciso.

Los resultados demuestran que el hemograma automatizado cumple un papel fundamental en la
cuantificacion de la gravedad de la anemia y la evaluacion de la respuesta regenerativa. Estudios como el de
Smith et al. (2014) y Paltrinieri et al. (2016) evidencian que marcadores como el volumen celular concentrado
(PCV), los reticulocitos y las alteraciones plaquetarias son importantes para el diagnoéstico inicial de la anemia,
sobre todo cuando alcanzan niveles criticos, lo que subraya la importancia del hemograma para la estabilizacion
inmediata del paciente. No obstante, la evidencia es contundente al sefialar que el hemograma por si solo carece

de la especificidad necesaria para confirmar un origen inmunomediado.

En este punto, la discusién se centra en la relevancia del FSP. Autores como McAlees et al. (2016), Duclos
et al. (2024) y Sun y Jeffery (2020) destacan que la presencia de esferocitos y la auto aglutinacion son los
indicadores morfolégicos mas confiables para el diagnostico de IMHA. La observacion de entre 3 y 5 (0o mas)
esferocitos por campo de inmersidon en aceite se posiciona como un criterio clinico de alta relevancia. Esta
observacion manual corrige la brecha diagnéstica mencionada por Piek et al (2015), quien resalta que los auto

analizadores pueden malinterpretar o ignorar estas alteraciones morfoldgicas clave.

Para la evaluacion de la precision diagnéstica de las pruebas incluidas en esta revision, se realizé una
sintesis cualitativa de los estudios observacionales seleccionados y, cuando fue posible, se construyeron tablas
de contingencia 2x2 (verdaderos positivos, falsos positivos, falsos negativos y verdaderos negativos). Sin
embargo, los dos estudios que permitieron el calculo formal de sensibilidad y especificidad evaluaron otras
pruebas complementarias como el rapid osmotic fragility test (ROFT) o la prueba de aglutinacion salina en perros

con diagnéstico confirmado de anemia hemolitica inmunomediada (IMHA) comparados con grupos control.



Por ejemplo, el estudio de Paes et al (2013) dio como resultado:

IMHA presente | IMHA ausente | Total
ROFT positivo 17 (VP) 9 (FP) 26
ROFT negativo 2 (FN) 26 (VN) 28
Total 19 35 54

A partir de los datos reportados, se obtuvo:
e Sensibilidad: 89.5%
o Especificidad: 74.3%
e Valor predictivo positivo: 65.4%

o Valor predictivo negativo: 92.9%

Estos resultados sugieren que la ROFT presenta alta capacidad para identificar correctamente perros con
IMHA (alta sensibilidad), aunque con una especificidad moderada debido a la presencia de falsos positivos en
otros tipos de anemia. En contraste, para la combinacion del hemograma automatizado y el frotis de sangre
periférica no fue posible realizar un analisis cuantitativo de precision diagndstica mediante tablas 2x2 en la mayoria
de los estudios incluidos. Esto se debe a que dichos parametros forman parte de los criterios diagndsticos

utilizados como estandar de referencia en la confirmacion de IMHA, lo cual impide su evaluacion independiente.

Por otro lado, la especificad de la prueba de aglutinacion salina en una disolucién de 49: 1 reportada por Sun

y Jeffery (2020), permitié alcanzar los siguientes valores de especificidad:

IMHA presente | IMH Ausente | Total
SAT Positiva | 6 (TP) 4 (FP) 10
SAT Negativa | 3 (FN) 134 (TN) 137
Total 9 138 147

e Sensibilidad = 67 %
e Especificidad = 97 %

e Precision diagnostica = 95 %

Asi, puede observarse que la dilucion 49:1 alcanzé la mayor precision diagnostica (95 %), impulsada en gran
medida por una reduccion drastica de los falsos positivos (FP = 4), aunque se pasaron por alto tres casos de IMH
(FN = 3). Estos hallazgos demuestran un claro efecto umbral: el aumento de la dilucién mejora la especificidad de
la prueba a expensas de la sensibilidad. Para la practica clinica, esto sugiere que puede ser preferible utilizar

diluciones mas altas cuando el objetivo es confirmar la IMH y minimizar el tratamiento inmunosupresor inadecuado.



Sin embargo, dada la sensibilidad limitada y el pequefio nimero de casos de IMH (n = 9), una prueba negativa,
especialmente en diluciones mas altas, no puede descartar la enfermedad de forma fiable. Desde una perspectiva
meta analitica, la presencia de multiples umbrales dentro de la misma poblacién pone de relieve la importancia de

tener en cuenta los efectos umbral al sintetizar los datos de precision diagnédstica.

Respecto al objeto de esta revision, hemograma + frotis, la sintesis cualitativa evidencié una alta frecuencia
de hallazgos consistentes en perros con IMHA, tales como: anemia regenerativa, presencia de esferocitos, auto
aglutinacion persistente y alteraciones morfoldgicas eritrocitarias. La recurrencia de estos hallazgos en multiples
estudios observacionales, como se observa en la tabla 4, respalda el valor clinico de la combinacién del
hemograma automatizado y el frotis como herramientas fundamentales en la aproximacion diagndstica inicial de
la IMHA. El andlisis comparativo evidencio una consistencia del 100% en el uso del hemograma automatizado y
del 75% en la evaluacién concomitante del frotis sanguineo como parte integral del diagndstico de IMHA en perros.
La esferocitosis emergié como el hallazgo morfolédgico mas frecuentemente reportado (83.3%). Pero es importante
anotar que la ausencia de estudios disefiados especificamente como pruebas de exactitud diagndstica limita la
posibilidad de establecer estimaciones cuantitativas consolidadas de sensibilidad y especificidad para esta

combinacion diagndstica.

Asi, la literatura analizada sugiere que la "brecha diagnéstica" identificada en el planteamiento del problema
se resuelve mediante la integracion secuencial de ambas pruebas. Por ejemplo, Paes et al. (2013) son enfaticos
al afirmar que ninguna prueba aislada es definitiva, y que la combinacién mejora significativamente la precision
clinica. Esto coincide con el objetivo general de esta revision de evaluar la precisién diagndstica de ambas pruebas
mediante la literatura actual.

Aunque algunos autores sugieren pruebas avanzadas como la aglutinacion salina, el test de Coombs o incluso
la tromboelastografia para un diagndstico exacto, la evidencia recopilada indica que la combinacion inicial de
hemograma y frotis proporciona una base sdlida para el manejo clinico diario. Esto es respaldado por Paes et al.
(2013), aunque en su estudio se introdujo el uso de la prueba ROF, los autores confirmaron que el uso del frotis y
el hemograma automatizado es suficiente para el diagnostico inicial. Esta combinaciéon no solo es eficiente en
términos de tiempo y costo, sino que también contribuye directamente al bienestar del paciente al permitir una

intervencion terapéutica mas rapida y fundamentada.

La disparidad de criterios entre autores respecto a qué pruebas son requisitos, cémo se menciona en el caso
de Jeffery et al. (2014) frente a Brunori & Romero (2021) refuerza la necesidad de estandarizar procesos. La
discusion de estos resultados respalda la creacion de un algoritmo diagnéstico, tal como se propuso en los

objetivos especificos, donde se integren ambos métodos de forma eficiente.

La principal limitacion identificada en esta revision fue la escasez de estudios disefiados especificamente para

evaluar la precision diagnéstica del hemograma automatizado y el frotis sanguineo en perros con IMHA. La



mayoria de los estudios incluidos fueron retrospectivos y observacionales, empleando el hemograma y el examen
del frotis como parte integral de los criterios diagndsticos para confirmar la enfermedad. Esta situacion generd un
sesgo de incorporacion (incorporation bias), ya que la prueba indice forma parte del estandar de referencia,

impidiendo su evaluacion independiente y limité la posibilidad de realizar un metaandlisis cuantitativo formal.

Ademas, existe variabilidad en los criterios diagndsticos empleados y no todos los estudios incluyen prueba
confirmatoria uniforme (Coombs, ROFT, aglutinacién salina). Por tanto, aunque la evidencia es consistente en
términos clinicos, aun existe la necesidad de analizar/realizar estudios prospectivos con estandarizacion

diagnéstica y calculo formal de precision.

Finalmente, se puede decir que la precision diagndstica no reside en la superioridad de una prueba sobre la
otra, sino en su uso complementario. EI hemograma automatizado proporciona la magnitud del problema (anemia),
mientras que el frotis de sangre periférica aporta la etiologia probable (inmunomediada) a través de la visualizacién

de esferocitos y aglutinacion.

3.5 Algoritmo Diagnostico: IMHA en Caninos

Este modelo integra la eficiencia cuantitativa del hemograma automatizado con la especificidad cualitativa

del frotis de sangre periférica (FSP), basandose estrictamente en la evidencia cientifica analizada.

Fase 1: Identificacién y Clasificacion Inicial (Hemograma Automatizado)

Ante un paciente con signos clinicos compatibles (palidez de mucosas, debilidad, soplo hematico):

e Paso 1: Evaluar el hematocrito/PCV. Se confirma anemia si el valor es inferior al 35%.
e Paso 2: Determinar la severidad de la anemia. Valores criticos (p. €j., PCV del 7%) sugieren una patologia
aguda como la IMHA.
e Paso 3: Analizar la respuesta regenerativa. Evaluar el recuento de reticulocitos e indices eritrocitarios
(MCV/MCHC) para clasificar la anemia. (>60.000/uL).
o Nota: Una anemia no regenerativa no descarta IMHA, especialmente si el ataque es contra

precursores medulares.

Fase 2: Evaluaciéon Morfolégica y Confirmatoria (Frotis de Sangre - FSP)

Todo hemograma con anemia debe ser seguido obligatoriamente por un frotis manual para evitar omisiones

diagnosticas de los auto analizadores:



e Paso 4: Busqueda de esferocitos. Se considera una sospecha fuerte de IMHA si se observan entre 3, 5
0 mas esferocitos por campo de inmersion en aceite.

e Paso 5: Verificacion de auto aglutinacion. Evaluar la presencia de aglutinacién microscopica persistente,
la cual es un criterio clave para el diagnéstico de origen inmunomediado.

e Paso 6: Descarte de fragmentacion. Diferenciar entre esferocitos (IMHA) y esquistocitos

(fragmentacion/células de mordida) para precisar el tipo de anemia hemolitica.

Fase 3: Sintesis y Diagnéstico Final

¢ Resultado Positivo (Alta Precision): Paciente con anemia (hemograma) + esferocitosis/aglutinacion
(frotis). Se establece el diagnostico de IMHA y se inicia tratamiento.

e Resultado Dudoso: Si el hemograma confirma anemia, pero el frotis es ambiguo, se recomienda
proceder a pruebas adicionales como el Test de Coombs o la prueba de aglutinacion salina.

o Resultado Negativo: Si no hay hallazgos morfoldgicos de IMHA, investigar otras causas de anemia

(pérdida de sangre, enfermedades croénicas, fallos medulares).

Resumen de Recomendaciones Clinicas Basadas en el Algoritmo

1. No depender exclusivamente del auto analizador: La evidencia demuestra que los equipos
automatizados tienen limitaciones para detectar cambios morfolégicos criticos como la esferocitosis.

2. Estandarizacion: La revision del frotis debe ser sistematica en todo paciente anémico para aumentar la
sensibilidad diagndstica inicial.

3. Eficiencia: El uso combinado de estas dos pruebas constituye el método inicial mas costo-efectivo para

la clinica diaria.

4. CONCLUSIONES

El presente estudio tuvo como objetivo general evaluar, mediante una revisién sistematica de la literatura
cientifica reciente, la precision diagnéstica del hemograma automatizado y del frotis de sangre periférica (FSP) en
perros con anemia hemolitica inmunomediada (IMHA). Con base en la evidencia analizada, se concluye que la
precision diagndstica en la IMHA canina no depende de una prueba aislada, sino de la integracién secuencial y
complementaria de ambas herramientas, cuya utilidad se sustenta tanto en evidencia observacional consistente

como en estudios con analisis cuantitativos parciales de exactitud diagndstica.

En relacion con el primer objetivo especifico, orientado a analizar la sensibilidad y especificidad reportadas
para el hemograma automatizado y el frotis sanguineo, la revision permitié identificar que, aunque la mayoria de
los estudios no fueron disefiados especificamente como investigaciones de exactitud diagndstica formal, existen

aportes relevantes que fortalecen la base objetiva de ambas pruebas. En particular, el estudio de Sun y Jeffery



(2020) establecié umbrales cuantificables de esferocitos (>3 y >5 por campo de inmersién en aceite) con valores
definidos de sensibilidad y especificidad, lo que transforma la evaluacién morfologica del FSP de una practica
tradicional a un criterio con respaldo cuantitativo. De manera complementaria, Paltrinieri et al. (2016) demostraron,
mediante curvas ROC y analisis del area bajo la curva (AUC), que los parametros automatizados de reticulocitos
presentan adecuada capacidad discriminatoria para clasificar el estado regenerativo del paciente, aportando

solidez analitica al hemograma automatizado.

Respecto al segundo objetivo, enfocado en discultir la precision diagnostica de ambas pruebas, los hallazgos
evidencian que el hemograma automatizado cumple una funcién cuantitativa esencial al determinar la severidad
de la anemia y evaluar la respuesta regenerativa medular. Sin embargo, su capacidad para confirmar el origen
inmunomediado es limitada cuando se emplea de forma aislada. La evidencia aportada por Ashwini et al. (2016)
demuestra que una proporcion considerable de perros con IMHA puede presentarse inicialmente como no
regenerativa, lo que confirma que una unica medicién del recuento reticulocitario no es suficiente para descartar
la enfermedad. Este hallazgo refuerza la necesidad de reevaluacion seriada y de interpretar los parametros
hematoldgicos dentro del contexto evolutivo de la patologia.

En contraste, el analisis morfologico del frotis sanguineo aporta mayor especificidad clinica mediante la
identificacién de esferocitosis significativa y auto aglutinacion persistente. La presencia de cinco o mas esferocitos
por campo de inmersion en aceite, respaldada por datos de rendimiento diagndstico reportados en la literatura,
consolida al FSP como el componente con mayor valor etiolégico dentro del abordaje inicial. No obstante, la
ausencia de esferocitos no excluye completamente la enfermedad, especialmente en contextos de IMHA

secundaria como aportan Murag y Patvira (2024), lo que subraya la necesidad de interpretacion integral.

En cumplimiento del tercer objetivo especifico, se logré estructurar un algoritmo diagndstico basado en la
integracion secuencial del hemograma automatizado y el frotis sanguineo, organizando la evidencia en tres fases:
evaluacién hematolégica inicial, confirmacion morfolégica y sintesis diagnostica. Este modelo sistematiza la
evidencia cientifica disponible y traduce los hallazgos tedricos en una herramienta practica aplicable en la clinica

veterinaria, optimizando la sospecha diagndstica antes de recurrir a pruebas inmunoldgicas especializadas.

En relacién con el cuarto objetivo, se establecieron recomendaciones clinicas claras: no depender
exclusivamente del auto analizador hematolégico en pacientes anémicos, realizar sistematicamente un frotis
manual como complemento obligatorio y considerar la reevaluacion seriada del recuento reticulocitario en fases
tempranas de la enfermedad. La combinacion de ambas pruebas constituye actualmente la estrategia inicial mas

costo-efectiva y clinicamente fundamentada para la aproximacion diagndstica de la IMHA.

Desde una perspectiva metodoldgica, es importante sefalar que, si bien existen estudios que reportan
parametros formales de sensibilidad y especificidad para componentes individuales (como la esferocitosis o el

recuento reticulocitario automatizado), la combinacién hemograma + FSP no ha sido evaluada como prueba indice



independiente en la mayoria de los estudios revisados. Esto se debe al sesgo de incorporacién, ya que ambas
herramientas usualmente forman parte de los criterios diagnésticos utilizados como estandar de referencia, lo que

impide su evaluacién separada y limita la posibilidad de realizar metaanalisis cuantitativos consolidados.

En conclusion, la evidencia cientifica actual respalda que la integracion del hemograma automatizado, con
parametros validados mediante analisis ROC, y del frotis sanguineo, con umbrales morfolégicos respaldados por
datos de sensibilidad y especificidad, constituye el abordaje diagndstico inicial con mayor sustento cientifico
disponible para la deteccion de la IMHA en caninos. No obstante, persiste la necesidad de estudios prospectivos,
multicéntricos y disefiados especificamente como pruebas de exactitud diagndstica que evalien formalmente la
combinacién como herramienta independiente, permitiendo establecer estimaciones consolidadas de sensibilidad,

especificidad y valores predictivos.
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