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INTRODUCCION DEL MANUAL DE LABORATORIO DE HEMATOLOGIA

La Hematologia es una especialidad médica dedicada al estudio de la sangre desde los puntos de
vista anatémico, fisiolégico y patolégico. Las enfermedades de la sangre, por sus multiples
funciones en todo el cuerpo, especialmente la funcion de trasporte, pueden tener consecuencias
graves en el sistema inmunitario, en el acarreo de oxigeno, en el suministro de nutrientes a los

drganos y en el proceso de la coagulacién.

El examen hematoldgico es la forma mas comun de estudiar la sangre, a través del recuento y
anadlisis de sus componentes (globulos rojos, glébulos blancos y plaquetas) y se realiza

extrayendo una pequena cantidad de sangre.

La hematologia cobra importancia a través de su analisis, en donde es posible conocer y valorar
el estado de salud de un paciente, ya sea de una enfermedad en general o de alguna patologia
propiamente hematoldgica. El avance tecnolégico es un reto y nos obliga a preparar a los
estudiantes en los nuevos procedimientos diagndsticos, ya que en la actualidad se han
desarrollado técnicas cualitativas y cuantitativas de los componentes celulares sanguineos; los
cuales pudieran sufrir alteraciones no sélo de forma, sino también en su cantidad y funcién y que
resultan ser secundarias a ciertas alteraciones fisiopatoldgicas, a enfermedades crénicas,

terapias con medicamentos, déficit de algiin componente, neoplasias, etc.

La practica y el estudio de la Hematologia constituyen una parte indispensable en la labor
profesional del egresado de la carrera de Q.F.B. Cuando se presenta algun desequilibrio en el
organismo, uno de los pardmetros que se modifican, son las células sanguineas y sus
componentes; si éstas se analizan detalladamente y los resultados se interpretan
relacionandolos con pruebas bioquimicas y estudios genéticos e inmunoldgicos, se conjuntara
informacidn valiosa para establecer un diagndstico acertado, evaluar su evolucién y/o prondstico

de la enfermedad; asi como valorar la efectividad de un tratamiento.

Dada la importancia de esta especialidad médica, debemos fomentar el compromiso y la

responsabilidad en nuestros estudiantes de laboratorio; asi como establecer procedimientos de



SISTEMA DE GESTION DE LA CALIDAD DE LOS
LABORATORIOS DE DOCENCIA

MANUAL DE LABORATORIO DE HEMATOLOGIA

Cadigo Fecha de elaboracion o revision Version Péagina

SGC-FESZ-QFB-ML25 28/julio/2024 2 6 /237

“seguridad e higiene” para prevenir riesgos de salud, al igual que su cumplimiento en la “gestién

de residuos”, que los orienten a un adecuado control y destino de los residuos generados.

El presente Manual pretende ser una guia clara y especifica para orientar a los profesionales del
Laboratorio Clinico en los procedimientos rutinarios en el drea de Hematologia, por lo que, en la
mayoria de los casos, se expone un método para cada determinacién, el cual se detalla de
manera sistematica y ordenada, para que pueda seguirse paso a paso en el Laboratorio.

Es importante sefalar, que este manual estd sujeto a actualizaciones en la medida que se
presenten variaciones en la ejecucion de los procedimientos, en las normatividades establecidas,
en los avances cientificos, con el fin de cuidar su vigencia operativa.

Esperamos que esta guia, sea una forma de estimulo para que todas aquellas personas que lo
lean y tengan oportunidad de llevarlo a la practica, sientan la necesidad de actualizarse y

superarse constantemente en el campo de la Hematologia.

OBJETIVOS DEL MANUAL DE LABORATORIO

1. Introducir a los alumnos de la carrera de Quimica Farmacéutico-Bioldgica con las
actividades propias de un laboratorio de Hematologia, a fin de garantizar la emisiéon de
resultados confiables, comparables y oportunos, que colaboren a mejorar la condicién de
salud de la poblacion.

2. Contar con un instrumento que contenga la secuencia de los pasos necesarios, que
aseguren la correcta ejecucién de los procedimientos técnicos bdsicos de un laboratorio de
Hematologia, y de esta manera contribuir al aprendizaje estandarizado de los alumnos de la

carrera de Quimica Farmacéutico-Bioldgica.
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3. Determinar las actividades que se deben de seguir y realizar en el Laboratorio Clinico en su
area de Hematologia, a fin de que la informacion arrojada por los resultados sea util para
establecer el diagndstico, evaluar la evolucion y/o prondstico de una enfermedad, asi como

la valoracion de la efectividad de un tratamiento.

CRITERIOS DE EVALUACION
La Evaluacion en el Laboratorio de Hematologia de 8vo semestre de la Carrera de Q.F. B. consta
de las siguientes partes:

- Asistencia minima del 90 %

- Seminario

- Trabajo Experimental

- Informe de resultados de laboratorio Escrito
- Examenes escritos de laboratorio

Seminarios

Los alumnos del laboratorio de Hematologia son agrupados en equipos de trabajo de dos
personas.

El Seminario es la exposicion oral de un equipo, para presentar el tema de la Practica
correspondiente de cada dia de clase, ante el resto del grupo de alumnos, los cuales deberdn
estudiar el contenido y que durante la exposicion tendran que abstenerse de utilizar o distraerse
con sus aparatos electrdnicos. Los Seminarios y los equipos se irdn presentando de manera
consecutiva, ordenadamente y de manera programada de acuerdo con el calendario de
actividades y al orden numérico de la lista de asistencia del grupo. Ejemplo: Equipo 1 Seminario
1. Cuando terminen de presentarse todos los equipos del grupo, éstos iniciaran de nuevo, hasta
terminar el curso.

Los Seminarios se presentaran en el tiempo requerido con un minimo de una hora, con apoyo de
un caindn, y se compondran de los siguientes puntos:

- Titulo de la Practica

- Introduccidn

- Fundamento del Método
- Procedimiento detallado
- Precauciones del trabajo



SISTEMA DE GESTION DE LA CALIDAD DE LOS
LABORATORIOS DE DOCENCIA

MANUAL DE LABORATORIO DE HEMATOLOGIA

Cadigo Fecha de elaboracion o revision Version Péagina

SGC-FESZ-QFB-ML25 28/julio/2024 2 8/237

- Valores de Referencia

Para que la metodologia quede clara, presentarla en una cartulina con el procedimiento
esquematizado con dibujos y flechas. Pegarlo en el lugar mds estratégico del laboratorio para
gue todos los alumnos lo vean y lo puedan ir siguiendo.

Trabajo Experimental

El trabajo experimental se realiza de manera individual. Para el trabajo en el Laboratorio se
tomaran en cuenta los siguientes puntos considerando las Buenas practicas de Laboratorio.

1. Usar siempre bata abotonada durante el trabajo de laboratorio.

2. Formar equipos de 2 personas.

3. Contar con todo el material de trabajo que debe tener el equipo de alumnos para la
adecuada realizacion de las practicas durante TODO EL SEMESTRE.

4. Tener el material completo previo a la hora de clase.

Llevar cada alumno el registro en su libreta de las actividades realizadas.

6. Contar de manera individual siempre con la pluma marcadora Sharpie en la bolsa
superior izquierda de su bata, sélo negra o azul, para el rotulado e identificacion
adecuada de todo el material de vidrio y frascos que requieran la informaciéon de sus
contenidos. No estd permitido que el marcador individual se preste o se encuentre
sobre la mesa de trabajo.

7. Rotular todas las soluciones y disoluciones.

8. Estar siempre activo y pendiente del trabajo experimental que se estd realizando en
equipo con el objetivo de disminuir los errores de trabajo.

9. Cuidar la integridad fisica del material, reactivos e instrumentos empleados.

10.Seleccionar y manejar los reactivos adecuadamente. Ser ordenado en el uso y
guardado del material, reactivos e instrumentos.

11.Mantener limpia su area de trabajo, asi como el resto de las areas utilizadas (balanzas y
equipos en general), durante y al final del trabajo.

12.Los utiles personales y el maletin de materiales individuales o por equipo deberan
colocarse en sus areas de resguardo y NO sobre la mesa de trabajo.

13.Permanecer en el laboratorio durante toda la realizacion del trabajo experimental y
llevar a buen término la practica. No estd permitido salirse del Laboratorio sin previo
aviso durante el horario de clases.

v

Informe de Resultados de Laboratorio

Para poder entregar el informe y éste ser recibido, debera haber cumplido los puntos anteriores.
Si no los cumplieran, aunque lo entreguen, no se tomaran en cuenta.
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1. Entregar de manera individual y personalmente la siguiente clase después de realizada

la prdctica el informe de resultados, previo al seminario siguiente. Después de ese
tiempo, ya no se recibirdn informes, sino hasta la siguiente clase.

. Los informes de resultados no entregados o no recibidos, segln sea el caso tendran la

calificacion de cero.
Los informes de resultados de laboratorio tienen un formato para llenarse por practica
(Anexo IlI).

Examenes Escritos de Laboratorio

4.

. El Mdédulo de Hematologia consta de 3 examenes escritos y un examen Practico. Para

promediarse deberdn de tener todos los exdmenes una calificaciéon aprobatoria.

. Se aplicard una primera vuelta solamente a las personas que, en su caso, hayan

reprobado 1 6 2 examenes.

El alumno que haya reprobado los 3 exdmenes escritos no tendra derecho a la primera
vuelta y sélo tendra derecho a la 22 vuelta global.

El examen practico no tiene reposicion.

El porcentaje total aprobatorio debe de ser minimo del 60%.

v ok N

REGLAMENTO PARA EL LABORATORIO DE HEMATOLOGIA

Es obligacion usar bata blanca abotonada durante el trabajo experimental del
laboratorio.

Contar con un cuaderno de notas, exclusivo para el laboratorio.

Prohibido ingerir alimentos.

Prohibido fumar.

Guardar los objetos personales en el area asignada para ello y/o mantenerlos alejados
de las mesas de trabajo.

Limpiar el drea de la mesa de trabajo antes de cada practica, mantenerla asi durante la
misma y al finalizar el trabajo experimental.

Mantener el drea de trabajo libre de objetos extraifios y material que no sea el

adecuado para cada practica.

. Al término de cada practica limpiar todo el equipo instrumental utilizado y guardarlo

en el drea asignada para ello.
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9. Hacer la correcta separacidn de los desechos biolégicos infecciosos, para su desecho y

destino final.

10.Limpiar la zona de trabajo y recoger y depositar en el cesto de basura, la basura no

organica que se haya generado al finalizar cada labor.

MODULOI

AS))
\ PROCEDIMIENTOS
f_:‘)‘:‘ BASICOS EN EL

LABORATORIO DE
| W HEMATOLOGIA

——rt e N e

4

v
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Anticoagulantes

La sangre es una suspension de eritrocitos, leucocitos y plaquetas en un liquido de compleja
composicion, llamado, plasma. Al impedirse el mecanismo de coagulacién sanguinea pueden
separarse los elementos formes de este liquido, el cual tiene un color paja claro. Cuando la sangre se
coagula se obtiene otro liquido al separar el codgulo formado, a este liquido se le llama suero, el cual
es de composicidn diferente al plasma. La diferencia entre estos dos liquidos obtenidos de la sangre
radica en su composicidn, pues al inhibir la coagulacion de la sangre se conserva el fibrindgeno en el
plasma, mientras que el suero carece del mismo por su transformacién a filamentos insolubles de
fibrina por la activacion de proteinas coagulantes durante la hemostasia.

Debido a que la sangre fuera del sistema vascular coagula entre 3 y 7 minutos es necesario el uso de
sustancias, tales como los anticoagulantes que permitan que los elementos formes de la sangre,
permanezcan en suspension para su estudio. Los anticoagulantes se utilizan para obtener plasma o
muestras de sangre total y asi poder realizar los recuentos celulares y estudiar las caracteristicas
morfoldgicas de las células. Asi mismo deben procurar que las células sanguineas a estudiar se
encuentren en el estado mas parecido al fisiolégico, como cuando se encuentran circulando por el
torrente sanguineo. Para ello los anticoagulantes no deben alterar la morfologia de los leucocitos, el
mismo tiempo el maximo periodo de conservacién de la muestra (cerca de 24 horas a 25°C o incluso
48 horas refrigerada a 4°C).

Los anticoagulantes como aditivos para la sangre mas ampliamente utilizados son:

EDTA (C10H16N20s8)

Sal disddica, dipotasica o tripotasica del dcido etilendiaminotetraacético, actuando mediante
un efecto quelante sobre el calcio (Ca++), impidiendo el proceso de la coagulacién al fijarlo. Este
anticoagulante se utiliza fundamentalmente para la realizacidon de recuentos celulares, sobre todo
en los Autoanalizadores y permite ademas la realizacién del hematocrito y del frotis sanguineo
hasta dos horas después de la extraccion de la muestra. Las sales de potasio tienen la ventaja con
respecto a la de sodio, por ser mas facilmente solubles en sangre cuando las usamos a partir del
producto sélido, sin embargo, las tres sales afectan el tamafo del eritrocito, especialmente
después del almacenamiento de la sangre anticoagulada por espacio de algunas horas. El
International Council for Standardization in Hematology (ICSH) recomienda la sal dipotasica como
anticoagulante para recolectar muestras sanguineas destinadas al recuento y caracterizacion del
tamano celular y especialmente cuando los valores del hematocrito se requieren para la
calibracidn de los contadores automaticos. El K;EDTA2H,0 posee un peso molecular relativo de
404, 1g; 1g quela 100mg de calcio idnico y el pH para una solucién al 1% es de 4,8+1,0. La cantidad
de EDTA dihidratado agregada a la sangre debe ser de 1,5-2,2mg/mL de sangre total. Esta
cantidad es un compromiso entre la cantidad requerida para evitar la coagulacién y la cantidad a la
cual se producen las alteraciones celulares.
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Heparina

Es un anticoagulante fisioldgico que actla impidiendo que la protrombina se transforme en
trombina. Estructuralmente es un mucopolisacarido acido. Los frotis realizados con muestras
sanguineas anticoaguladas con heparina producen un color azulado en el fondo del frotis y una
pseudovacuolizacién celular, por lo tanto, no se recomienda para tal fin. La proporcién adecuada
es de 15-20U1 (0,1-0,2mg) de heparina por mL de sangre.

Citrato trisddico (CsHs0,Nas)

Actua impidiendo que el calcio se ionice, evitando asi la coagulacidn. Se utiliza para realizar
las pruebas de Hemostasia en una proporcidn sangre: anticoagulante 9:1; asi como para la
velocidad de sedimentacion (VSG) en una proporcidn sangre: anticoagulante 4:1. El citrato sédico
se utiliza a una concentracién de 0,105M (3,2%) 6 0,129M (3,8%).

Oxalato sdédico (Na,C,04)

Actla mediante la precipitacidon del calcio como oxalato de calcio (CaC;04), ademds de que
tiene propiedad para conservar la glucosa. Recomendado en las pruebas de coagulacién y su
proporcion es de 2 volimenes de solucién de oxalato sédico 0,1M en 4 volumenes de sangre.

Oxalato de amonio y potasio[(NH4)>C,04:K>C,04]

Conocido también como mezcla de Wintrobe, fue empleado durante mucho tiempo para la
realizacién de la biometria hematica, sin embargo, dejé6 de emplearse al observar que altera
sensiblemente la morfologia del eritrocito, alterando por tanto el volumen corpuscular medio
(VCM). Actua por precipitacion del calcio. Se emplea en forma de polvo, constituido por 3 partes
de oxalato de amonio y 2 partes de oxalato de potasio. La proporcion recomendada es de 2mg de
mezcla por mL de sangre.

Soluciones anticoagulantes conservadoras

Los factores mas importantes que influyen sobre la recuperacién eritrocitaria en la sangre
conservada, es la solucién anticoagulante conservadora utilizada. Todas las soluciones que se
utilizan hoy en dia son anticoagulantes y conservadoras, pero se habla mds de su funcion
anticoagulante y se olvida la no menos importante de conservacion. Las distintas modificaciones
que tienen lugar en la sangre durante el periodo de almacenaje denominadas lesiones de
conservacion estdn en relacion tanto con el periodo de tiempo como con la naturaleza de la
solucién anticoagulante.

Las soluciones anticoagulantes conservadoras tienen grandes cantidades de glucosa como
material energético y de citratos de sodio que previene la coagulacién de la sangre. En la
actualidad existen tres soluciones de este tipo, conocidas como:

e Solucién Acido-Citrato-Dextrosa (ACD)
e Solucidn Citrato-Fosfato-Dextrosa (CPD)
e Solucidn Citrato-Fosfato-Dextrosa-Adenina (CPDA-1)
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La solucién ACD se emplea fundamentalmente en Bancos de Sangre para conservar las
unidades de sangre y estudios metabdlicos eritrocitarios, por permitir una buena conservacioén de
los hematies. Se utiliza en una proporciéon de un volumen de ACD por cada cuatro volimenes de
sangre. La proporcién de la mezcla del anticoagulante es de: Acido Citrico 0,9g, Citrato disédico 2g,
Dextrosa 2g, H,0 destilada 120mL. Permite conservar los hematies durante 21 dias entre 2-6°C.

La solucion CPD desarrollada por Gibson, tiene la ventaja sobre la ACD, de condicionar un pH
de 7,1 en la sangre colectada inmediatamente después de la extraccion, facilitando la continuacidn
del metabolismo glucolitico celular durante el periodo de almacenamiento; por otro lado el ion
fosfato ayuda a la preservacién de los esteres de fosfato dentro del eritrocito, por lo que permite
mantener la estabilidad de la membrana (ATP), el transporte de oxigeno y su liberacion en los
tejidos (2,3-DPG).

La solucién CPDA-1 es la fdrmula mejorada de CPD, ya que contiene 25% mas de glucosa y
de 17,3 mg de adenina, lo cual permite la conservacion de la sangre 35 dias. La adiciéon de Adenina
se derivd de experiencias previas en las cuales se habia demostrado que esta sustancia podia ser
tomada por eritrocito e incorporada en la reserva de nucledtidos celulares, utilizando la para
mantener la concentracidon de ATP en el eritrocito.

La solucién de CPD-Adenina ha sido recientemente mejorada al aumentar la concentracion
de dextrosa y Adenina. Esta nueva version ha sido identificada como CPDA-2 y los ensayos clinicos
muestran que la sangre completa puede conservarse por 49 dias con una sobrevida media
eritrocitaria de 73,6%, en cambio, los eritrocitos concentrados duran 42 dias, pero su sobrevida es
de 77,9£8,1%. No tiene efectos adversos sobre las plaquetas ni sobre los factores plasmaticos.
Esta solucién es claramente superior al CPDA-1 para la conservacion de los eritrocitos
concentrados. Su aprobacion para ser usada en los bancos de sangre esta en consideracion.

En la Tabla No. 1 se muestran los anticoagulantes mas cominmente empleados en
hematologia, haciendo referencia a su concentracidn, proporcion, pruebas indicadas y
contraindicadas, ventajas y desventajas de los mismos.
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TablaNo.1 Anticoagulantes como aditivos cominmente empleados en Hematologia.

Anticoagulante

Concentracion

Proporcion

Pruebaslindicadas

Pruebasnolndicadas

Ventajas

Desventajas

-Muy soluble en la sangre.

EDTA -No deStrUye las células. En muestras con mas de 2
(C10H16N208) -BH -Impide la agregacién de | horas de haberse tomado,
10167258 10% 0.1 mL/5mL de sangre -Frotis sanguineo y de médula plaguetas (en algunos casos pueden llegar a presentarse
K2EDTA-2H,0 ’ 1.5 - 2.2 mg/mL de sangre 6sea no). diversos cambios en la
-No diluye la muestra por | morfologia de los leucocitos
K3EDTA emplearse en forma de polvo. y eritrocitos.
-Poco téxico.
Fragilidad osmética - Leucocitos Es caro
X 0.1-0.2mg/mL de sangre g L . - Frotis Reduce la hemdlisis y la
Heparina 15-20 Ul -Degranulacion de basdfilos Fosfatos agresacion plaquetaria -No es recomendable para
-Reduccion de NBT . L ereg plaq ' banco de sangre.
inorganicos
-VSG
3.8 % (0.129M)
) . 1 parte: 4 partes de sangre Permite realizar las pruebas de
Citrato de sodio -BH coagulacion  por  conservar | -Diluye la muestra y no
(CeH507Nas3) mejor las proteinas debido a su | puede emplearse para las BH
1 parte: 9 partes de sangre | -Pruebas decoagulacién anticoagulante.
3.2 %(0.105M)
-Plaquetas
Oxalato de - VSG o AIFera .Ia permeabilidafi del
. 0.1M 0.1M/mL de sangre -Nitrogeno ensangre -Soluble. eritrocito, con ligera
sodio - Pruebas de Coagulacién hemélisis.
Oxalato de amonio y ) . . o -No se p.uede emplear en las
potasio 3 partes de -Férmularoja -Frotis -Econémico transfusiones
oxalato de . . - .
[(NHa)2 C204 amonio/2 de 2mg/mLde sangre -Leucocitos -Nitrégeno en sangre - Facil de preparar ;ilzforiitola morfologia del
K2 C204) oxalato de potasio - Pruebas Bioquimicas -Determinacion de potasio - No diluye la muestra

-Altera el VCM
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Toma de Muestra

Hace mucho tiempo los griegos establecieron la teoria humoral en la cual la bilis negra y
verde, flemas y sangre, eran considerados como los cuatro “humores” del cuerpo humano.
Esta teoria fue responsable de la practica del sangrado (flebotomia). El objeto de invadir una
vena con una aguja fijada a una jeringa o a un tubo recolector cerrado al vacio, es obtener un
espécimen de sangre para realizar analisis multiples de sus constituyentes en el laboratorio
clinico. La recoleccidn de sangre incluye especimenes: venoso, arterial y cutdneo o “capilar”.

La Asociacion Nacional de Flebotomia ha ayudado a promover los conocimientos cada
vez mas necesarios para que se dé la debida importancia a la recoleccién de sangre. Ademas,
el Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI) antes NCCLS (National Committee for
Clinical Laboratory), ha escrito varias recomendaciones orientadas a la correcciéon de métodos
para la recoleccion de especimenes de sangre y al igual ha publicado normas para la
recolecciéon de tubos al vacio y para el manejo de transferencia de los especimenes.

Paciente

Muchas pruebas no requieren el ayuno, pero es preferible que los pacientes no tomen
alimento por lo menos 4-6 horas antes de la puncién venosa. Esto reducirad la posibilidad de
lipemia quilomicrénica, la cual puede interferir en muchos métodos por no estar el suero
apropiadamente limpido. Un problema mayor que las interferencias por falta de ayuno es la
interferencia por medicamentos; cuando sea posible, deben suspenderse medicamentos con
capacidad de interferencia conocida por lo menos 48 horas antes de la recoleccidn de sangre.
El consumo de cafeina, el alcohol y el uso de tabaco son muy comunes. Eliminando estimulos
indeseables es la forma mas segura para prevenir la interferencia fisioldgica. Por ejemplo,
“Bombear con la mano apretar los pufios durante el proceso de la recoleccion”, genera
resultados anormales de potasio.

Los pacientes se clasifican en internados y externos o ambulatorios. Se sabe
perfectamente que la postura del paciente puede afectar los resultados de algunas pruebas.
Un individuo puede tener diferentes resultados para ciertas pruebas, dependiendo si esta
acostado, sentado o de pie en el momento de la extraccidn. La estasis por el torniquete causa
un efecto de hemoconcentraciéon similar al que causa la postura. El torniquete utilizado para
una puncidn venosa no deberd aplicarse tan apretado que el pulso de la arteria radial se pierda
y debe permanecer un minuto como maximo. El objetivo del torniquete es aumentar el
llenado de las venas para que éstas se hagan mas prominentes. Bokelund et al. Han
establecido que el torniquete contribuye ampliamente a la variabilidad de los resultados.

Algunos factores fisioldgicos especificos del paciente pueden afectar los resultados de las
pruebas de laboratorio, dentro de los cuales pueden ser:

e Postura: Un cambio de posicién supina (boca arriba) o una posicién sentada o acostada
genera un paso de agua de los vasos sanguineos a los espacios intersticiales
provocando que la sangre se concentre.

e Ritmo circadiano: El hecho de tomar una muestra durante el dia o por la noche
provoca un cambio en los resultados.

e Ejercicio: Incrementa el metabolismo de algunos analitos y por lo tanto puede generar
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resultados erréneos.

e Estrés.

e Dieta: ayuno prolongado o muy corto.

e Habito de fumar: Dificulta las punciones cutdneas por las alteraciones circulatorias que
genera.

Zonas de recoleccion

Especimenes venosos
Las venas superficiales de la cara anterior del antebrazo son las mds comunes para la
venopuncion, las tres venas principales para la recoleccién son (Figura No. 1):

1. Vena cefdlica, ubicada en la parte superior del antebrazo y en direccion del pulgar de
la mano.

2. Vena basilica, ubicada en la parte inferior del antebrazo y en direccidn contraria al
pulgar.

3. Vena cubital mediana, ubicada en la parte anterior del codo y conecta las venas
cefélica y basilica; a esta zona se le llama fosa antecubital. Esta vena es la de eleccion
para los especimenes venosos.

Especimenes capilares o cutdneos

Debido a que este tipo de sangre difiere ligeramente en la composicién de la sangre
venosa, su obtencién queda restringida a casos especiales tales como, pacientes pediatricos,
personas obesas a las cuales no se les pueda localizar una vena y en pacientes quemados o con
guimioterapia. También este tipo de sangre es empleada para algunos tipos de estudios, por
ejemplo, tiempo total de coagulacidn y tiempo de sangrado.

Existen tres zonas para poder obtener estos especimenes sanguineos (Figura No.2):

1. Yema de los dedos
2. Lébulo de la oreja
3. Taldn (solo neonatos)
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Vena cefilica accesoria
Vena cefalica

Vena media

Vena basilica
Vena cefdlica accsoria

Vena cefalica
Vena basilica

Vena mediana
del codo

Fig. No. 1 Venas del antebrazo
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Especimenes arteriales

Este tipo de sangre rara vez se emplea para estudios de rutina, pero esto no la descarta
de emplearse para cualquier tipo de estudio, sin embargo, su principal empleo es para la
determinacion de gases sanguineos. Debido al riesgo que conlleva la obtencidon de tales
especimenes, estos Unicamente deberan ser obtenidos por un médico, un quimico o una
enfermera con entrenamiento especial.

Los sitios habituales para obtener sangre arterial son (Figura No. 3):

1. Arteria radial
2. Arteria braquial o humeral
3. Arteria femoral

Arteria Humeral

Arteria Radial

Arteria Femoral

Fig.No.3 Principales sitios de puncién arterial.

Instrumentos para recoleccion

Un flebotomista debe mantener buena salud e higiene personal, con su ropa, cabello y ufias.

Torniquete

Se emplea como barrera contra el flujo de sangre venosa, con el objetivo de visualizar
una vena con mayor facilidad. Puede ser una tira o manguera de latex, una correa de velcro
bandas ajustables. En la actualidad existen una gran variedad de formas para los torniquetes,
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las cuales dan una mejor presentacién, pero sobre todo mayor comodidad tanto para el
paciente como para el flebotomista.

Solucion para la asepsia de la piel

La solucién aséptica mas comun es el alcohol isopropilico al 70%. Debe aplicarse con
torundas empapadas de esta solucidn. Pueden emplearse también soluciones de etanol al
70% (ya no es recomendable), cloruro de benzalconio (cloruro de zefirdn) o soluciones
antisépticas comerciales.

Jeringas

Son sistemas integrados por un cilindro graduado en mililitros, un émbolo y una
aguja con punta en un solo extremo y una base para montarse en el cilindro de la jeringa
(Figura No. 4). Las agujas para jeringa son de toma Unica. Deben emplearse en la
extraccion de sangre en pacientes pediatricos, geridtricos o en caso de pacientes con
venas fragiles o diminutas que no puedan resistir la presidon negativa del sistema al vacio.

@ﬂ: g, S —
Fig.No.4Esquemadeunajeringa.

Sistema al vacio (Figura No. 5)

1. Agujas: Son estériles y presentan varias longitudes y anchos (calibre o apertura).
Disefiadas para encajar en el sistema de sujecidon del tubo al vacio mediante una
rosca. Son consideradas de toma multiple por el capuchén de goma en el extremo
posterior al bisel para impedir la salida de sangre. Calibre para adultos: 21, longitud
de 1 pulgada (2.4cm). Ejemplos de agujas, son la aguja Eclipse Blood Collection
Needle (BD) y el dispositivo Vacu-Pro Venipuncture Needle Protection Device
(Concord Portex).

2. Dispositivo de sostén: Son bases plasticas disefiadas para sujetar las agujas, son
desechables y de uso Unico, pero pueden limpiarse sumergiéndolas en solucién de
lavandina al 10%. Ejemplos: sostén BD Pronto Quick Release Needle Holder,
dispositivo Safety-LokNeedle Holder (BD) y Saf-TClic (Winfield Medical).

3. Tubos al vacio: Son de plastico o vidrio, contienen una cantidad preestablecida de un
aditivo sellado al vacio. El vacio corresponde al volumen indicado en la etiqueta. Por
lo general estan recubiertos con silicona para disminuir las posibilidades de
hemodlisis. Estos tubos se manejan por cédigo de colores en el tapdn, el cual depende
del aditivo que contiene en su interior, en la Tabla No. 2 se muestra el color del
tapon y el aditivo que contienen los tubos mds empleados en Hematologia.
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Fig.No.5Elementosempleadosenlossistemasalvacio.

Coagulacidn (Tiempos de

lactato y glucosa

. Citrato de sodio coagulacion fibrinogeno, y 3 adveces

agregacion plaguetaria)

. (el separador Quimica clinica E veces
Sin.anticoagulante, ':D_r:' Quimica clinica, banco de sangre &a 10 veces
actwqd_ur de coagulacion, serologia
can silicon

. Gel separador y trombina | Obtencidén de suero rapido L abveces
Gel separador y Quimica clinica en plasma 5 vaces

! heparina de litio
H ina de sodiofliti Quimica clinica (urgencias) 2310
=parina de sodio/lito hematologia (fragalidad osmdtica) 9 TUveces

. EDTAK: Hematologia, banco de sangre 2a 10 veces

| Gel separador y EDTAK: | Determinaciones de carga viral 8 a 10 veces

. Oxalato de Potasio/MaF Quimica clinica, pruebas de 8 veces
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Equipos de infusion alados (mariposas=butterflies)

Dispositivos intravenosos que presentan una aguja corta y una sonda delgada con alas
plasticas adheribles (Figura No. 6). Pueden conectarse a los dispositivos de sostén Vacutainer,
jeringas o frascos para hemocultivo con adaptadores especiales. Son empleados en la toma de
muestra de nifios o pacientes internados dificiles de extraerles sangre.

Fig. No.6 Elementos empleados en los equipos alados. A y B: Tubos al vacio; C: Sistema alado; D:
Dispositivo de sostén.

Tubos Microtainer

Los tubos Microtainer (Figura No.7) estan destinados a la extraccidn, transporte y
procesamiento de muestras de sangre capilar en neonatos, nifios, pacientes geriatricos y
pacientes en estado critico. Las lineas de nivel de volumen impresas en los tubos, aseguran una
relacion sangre/anticoagulante apropiada; la linea inferior (200uL) indica la cantidad minima de
sangre que puede recolectarse y la linea superior (800uL) la cantidad maxima de sangre que
puede contener.

e 2 -
Fig.No.7 TuboMicrotainer.

Actualmente se recomienda evitar el uso de la jeringa debido al elevado riesgo de
exposicion que supone el proceso de transferencia de la sangre desde la jeringa hasta el tubo
colector. En su lugar se recomienda el uso de los sistemas al vacio, sin embargo, el instrumento
de recoleccidn que se deba emplear en cada toma dependerd de la situacidon de la misma. El CLSI
ha estandarizado el procedimiento de la puncién venosa, por lo cual cuando se trate de una
toma multiple debe seguirse un orden:
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A. Método de tubos al vacio®:

Tubos estériles para hemocultivo

Tubo tapdn rojo (sin aditivo)

Tubo tapdn celeste (citrato de sodio)

Tubo tapdn rojo con negro (gel separador y activador de la coagulacidn)
Tubo tapon verde o verde con negro (heparina)

Tubo tapdn lavanda o lila (EDTA)

Tubo tapdn gris (oxalato de potasio y fluoruro de sodio)

Tubo tapon amarillo (ACD)

S@ o a0 o

B. Método de jeringa:

Tubos estériles para hemocultivo
Tubo tapdn celeste
Tubo tapdn verde
Tubo tapdn lavanda o lila
Tubo tapdn gris
Tubo tapén amarillo

g. Tubo tapdn rojo
En el caso de que sélo se requiera muestra para pruebas de coagulacién por el método de tubos al
vacio, primero debe obtenerse sangre en un tubo de tapdn rojo para evitar contaminacién con
tromboplastina tisular. En el caso de sistemas alados debe obtenerse primero un tubo de tapdn rojo
para asegurarse de llenar toda la canula de extraccion del sistema.
Complicaciones que se pueden observar en la toma de muestra
Empleo de tubos o jeringas no limpios o humedos.
Empleo de anticoagulantes inadecuados o en proporcién errénea.
Colocacion de ligadura durante un tiempo excesivamente largo antes de la puncidn.
Perforacion de la vena por la parte profunda, con la formaciéon de un hematoma y la subsiguiente
lesién de tejidos, que al producir la entrada de factores histicos en la sangre puede diluir la muestra
y también acelerar el proceso de la coagulacién sanguinea.
Extraccidn sanguinea excesivamente lenta con coagulacion parcial de la sangre en la jeringa o en el
tubo de recogida.
Introduccidn de la sangre en el tubo de recogida por vaciamiento de la jeringa bajo presiény con la
aguja puesta, lo que facilita la formacién de espuma y la aparicién de hemdlisis.
Agitacion excesiva de la mezcla sangre — anticoagulante con formacion de espuma (hemodlisis) o
agitacién insuficiente con aparicién de microcoagulos.
Errores de identificacion del paciente al realizar la toma de muestra.
Llenado insuficiente de los tubos que contienen una proporcién determinada de anticoagulante.

—~® o0 o

! Procedures for the collection of diagnostic blood specimens by venipuncture. Approved Standard-Fifth
Edition. NCCLS Approved Standard Document H3-A5, VVol.23 No. 32 p. 17.2003.
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Fundamento

Los resultados de un examen de laboratorio como toda prueba analitica consisten de tres
etapas; preanalitica, analitica y postanalitica, por lo tanto, la etapa preanalitica es la de mayor
importancia pues de la calidad del espécimen sanguineo dependera el resultado final del examen
realizado. Para que el resultado de un examen sea idealmente significativo, el espécimen de
sangre debe reflejar el estado fisiolégico del paciente en el momento de la recoleccién. La
exactitud y precision de los datos de un laboratorio dependen fundamentalmente de la calidad
del espécimen.

Material

e Torniquete (Ligadura)

e Hisopos o torundas de algodén humedecidas en isopropanol al 70 %
e Jeringas de plastico estériles (3 mL) o tubos al vacio

e Agujas (calibre 22)

e Agujas par toma multiple (Vacutainer®)

e Soporte para el sistema Vacutainer®

e Recipiente de plastico que contenga cloro al 0,5 % como desactivador

Reactivos

e [sopropanolico al 70 %
e C(Cloroal0,5%

Procedimiento

1. Prepararla orden de ingreso.

Identificar al paciente mediante la confirmacién de su nombre.

Verificar el protocolo de trabajo y la seleccidn de los tubos.

Etiquetar los tubos con la identificacién correspondiente del paciente.

Posicionar al paciente para que esté cdmodamente sentado o recostado.

Seleccionar el sitio adecuado para la venopuncion.

Aplicar un torniquete en la parte superior de brazo con la ligadura de goma 5 cm arriba

de la zona de puncién. Que no exceda de un minuto entre la aplicacién del torniquete y la

puncion.

8. Limpiar la zona con una torunda humedecida en isopropanol al 70 %, de manera circular
de adentro hacia afuera o verticalmente en un solo sentido y asegurandose de girar la
torunda.

9. Después de haber limpiado y antes de realizar la puncién, permitase secar el lugar
elegido. Esta precaucién previene la hemdlisis y reduce el dolor de la puncidn.

10. Realizar la puncidn fijando la vena con el pulgar 2,5 a 5 cm por debajo de la zona e
insertar la aguja con el bisel hacia arriba, con un dngulo entre 15 y 30° entre la aguja y la
piel.

11. Se insertan los tubos al vacio en el orden correcto de extraccién. Si el tubo contiene
anticoagulante, mezclarlo perfectamente bien con la sangre hasta su total
homogenizacién. En el caso de emplear jeringa, se retira un poco el émbolo de la jeringa
para que la sangre comience a fluir.

Nou,swnN
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12. Se retira el torniquete una vez extraido la cantidad de sangre requerida.

13. Colocar la torunda sobre la zona de puncidn, sin presionar y se retira la aguja o la jeringa.
Presionar ligeramente sobre la zona una vez retirada la aguja hasta que deje de fluir
sangre.

14. En el caso de extraccidn con jeringa se vierte la sangre en los tubos en el orden correcto.
Vaciar la sangre por las paredes del tubo de 13 x 100 mm que contenga o no
anticoagulante, segln se requiera.

BIOSEGURIDAD EN EL LABORATORIO

Toda muestra de sangre y cualquier otro tipo de muestra biolégica debe manipularse con
extremo cuidado para evitar la contaminacién del analista y del drea de trabajo. Por lo cual, se
deben emplear guantes durante todo el proceso y algun otro tipo de proteccién como, gafas o
gabinetes de seguridad cuando el proceso lo requiera; asi como sugiere en todo momento las
normas de seguridad del laboratorio.

15. Vestimenta externa personal adecuada: bata. Esta debe de ser de material
impermeable, tener mangas largas y permanecer abotonada en todo momento.

16. Los guantes deben utilizarse cuando exista la posibilidad de contacto con sangre o
liqguidos corporales y cuando se lleva a cabo una venopuncién o una puncidn del dedo.

17. Los protectores de los ojos deben utilizarse cuando haya posibilidades de lloviznas de
aerosol, salpicaduras o pulverizaciones en las mucosas (boca, ojos y nariz). Ejemplos:
eliminacion de la tapa de los tubos de muestra, trabajos en el contador celular y
centrifugado de las muestras.

18. Cuando los equipos utilizados para procesar las muestras se presentan con
contaminacion visible, deben desinfectarse.

19. El material punzocortante contaminado generado durante las extracciones de sangre
(incluyen, pero no estan limitados a agujas, hojas de
bisturi, lancetas, pipetas, jeringas con agujas,
portaobjetos), deben colocarse en recipientes
resistentes a la perforacidon que se rotula de manera
adecuada con el simbolo universal Biopeligrosos o un
recipiente rojo que se adhiera a las normas. El
recipiente debe ser hermético.

20. Para el manejo de material
contaminado: aplicadores, palillos contaminados, torundas, sangre total, coagulos,
plasma, sueros, microhematocrito. Inactivar en frasco de boca ancha con solucién de
Hipoclorito de sodio al 1 % al menos por 30 minutos. Decantar y desechar los elementos
solidos en bolsa roja.

21. Para el manejo de material contaminado: tubos, pipetas y material de vidrio. Inactivar
con Hipoclorito de sodio al 1 % al menos 30n minutos. Esterilizar en la autoclave a 121°C
por 30 minutos. Lavar con solucidn jabonosa y enjuagar.

22. Para el manejo de material contaminado: hematocrito, cdmara de Neubauer, pipetas de
blancos, rojos y hemoglobina. Inactivar con Hipoclorito de sodio al 1 % al menos 30
minutos. Lavar y enjuagar muy bien.
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23. Para el manejo de material contaminado: gorros, guantes y tapabocas. Desechar en
bolsa roja, llevar al sitio de almacenamiento intermedio.

Nota: Los puntos de Bioseguridad en el Laboratorio se deben de
seguir de manera sistemdtica en cada una de las practicas que se
realizaran en este moddulo de Hematologia y que siempre
deberdn de seguirse aqui y en el futuro de sus procedimientos de
Laboratorio Clinico.

No se volveran a indicar al final de cada practica.

Actividades

Adquirir los conocimientos para la adecuada recoleccién de
sangre y las aplicaciones de los procedimientos de Bioseguridad
que se deben aplicar en el Laboratorio.
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FORMULA ROJA
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Hematocrito

La determinacién del hematocrito se realiza para medir el volumen que ocupan los eritrocitos
en muestras de sangre capilar o venosa. Se mide por medio de centrifugacion y se expresa como
fraccion decimal. Se consideran sindnimos las siguientes expresiones: volumen de paquete globular
(VPG), fraccién del volumen de los eritrocitos y valor del hematocrito.

La determinacidn del hematocrito es un método sencillo y confiable para detectar presencia o
ausencia de anemia o policitemia y presencia de paquetes leucocitarios y plaquetarios anormales. En
realidad, el hematocrito medido por centrifugaciones mas confiable para el “monitoreo” de
pacientes con policitemia que los calculados con muchos de los contadores automaticos existentes
en el mercado.

Para la determinacidn del hematocrito existen dos métodos a escoger: el Micrométodo vy el
Macrométodo. Estos métodos han sido seleccionados por su amplio uso y por sus niveles aceptables
de exactitud y precisién, empleando equipo relativamente sencillo.

En ambos métodos se centrifuga una columna de sangre, sin embargo, tanto en el
Micrométodo, como en el Macrométodo, el plasma permanece atrapado entre los eritrocitos
centrifugados e incrementa la longitud aparente de la columna de eritrocitos en 2% en la sangre
normal y aun mas en ciertas condiciones anormales, principalmente en la deficiencia de hierro,
talasemia, esferocitosis y la enfermedad conocida como “sickle cells” (células falciformes o
Drepanocitos). Esto debe de tomarse en cuenta cuando se requiere un alto grado de exactitud. Existe
un método de referencia para corregir el porcentaje de plasma atrapado, pero requiere de mucho
tiempo y pericia, por lo que es poco practico para su uso ocasional en los laboratorios de rutina. Para
lo cual el Consejo Internacional para la Estandarizacion en Hematologia (ICSH) desarrollé un método
de referencia alternativo, que resulta practico para la calibracién de equipos automatizados.
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Fundamento

En el macro y micrométodos se centrifuga una columna de sangre dentro de un tubo

uniforme cerrado en uno de los extremos, hasta obtener un paquete de eritrocitos en el fondo del
tubo. La centrifugacidn se prolonga hasta que el paquete celular esté tan apretado que al volver a
centrifugar en las mismas condiciones se obtenga la misma columna inalterada.

Materialeinstrumentos

Sangre venosa con anticoagulante (Macrométodo)

Sangre capilar o venosa con anticoagulante (Micrométodo)
Capilares de vidrio especiales de banda roja (Micrométodo)
Mechero Bunsen

Microcentrifuga

Centrifuga clinica

Tubo de Wintrobe (Macrométodo)

Pipeta Pasteur con bulbo o jeringa equipada con aguja larga

Procedimiento

Macrométodo

Recolectar 5 mL de sangre venosa con anticoagulante.

Homogeneizar perfectamente bien la sangre con el anticoagulante por inversiéon del tubo
(Figura No.8).

Llenar el tubo Wintrobe de la parte inferior hacia arriba con sangre empleando una pipeta
Pasteur, teniendo cuidado de no formar burbujas. En caso de que se formen burbujas, vaciar
el tubo con la misma pipeta y llenarlo nuevamente.

Después de retirar la pipeta o la aguja, la columna de sangre debe quedar en la marca de
100mm.

Centrifugar durante 10 minutos a 2000-2300g (Ver Tabla No.3). En la mayoria de los casos
no se completa el empaquetamiento en este periodo, por tanto, es necesario extender el
tiempo de centrifugacién hasta 60 minutos.

TablaNo.3 Revoluciones por minuto requeridas para alcanzar aproximadamente 2000 a2300g a
varias distancias del eje.

REVOLUCIONES POR MINUTO

RADIO (cm) 2000g 2300g
15 3400 3600
20 2900 3100
25 2600 2800
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6. Retirar los tubos de la centrifuga. La altura de la columna de eritrocitos es expresada como
una fraccion de la longitud original de la columna de sangre (100mm=100%), se lee la
columna excluyendo la capa de leucocitos y plaquetas.

7. Para la limpieza de los tubos de Wintrobe, deben de vaciarse de la misma manera que
fueron llenados y con la misma pipeta Pasteur, cada tubo se limpia forzando el agua hasta el
fondo y desplazando la suciedad hacia afuera. Esta operacidon debe hacerse repetidas veces
hasta que el tubo quede limpio.

= .
ivl* l

= 1 inversion

Fig.No.8 Forma adecuada de mezclar la sangre con el aditivo del tubo.
Micrométodo

1. Meazclar la sangre por inversion del tubo.

2. Los capilares de vidrio se llenan con sangre hasta las dos o tres cuartas partes de su longitud
total.

3. Sellar el extremo seco y opuesto al orificio de llenado mediante el calor de una flama (en
este caso procurar que no se estreche el cuello del capilar y que este quede plano en la
punta).

4. Colocar los capilares en los rieles de la microcentrifuga y asegurarlos, registrar el nimero de
la posicidn que ocupan los capilares.

5. Centrifugar de 10000-15000g por 5 minutos (en la mayoria de los casos las
microcentrifugas ya tienen calibrada esa velocidad durante los 5 minutos que indica la
perilla de la centrifuga).

6. Sacar los capilares de la microcentrifuga. Los capilares se miden uno por uno. Sino se van a
medir inmediatamente, se colocan de manera vertical hasta que se lean.

7. Las mediciones se hacen con respecto a la longitud de la columna de eritrocitos y pueden
hacerse colocando el tubo capilar contra papel milimétrico o contra una regla. Las capas de
plaguetas o leucocitos se excluyen tanto como sea posible.

8. Cuando la prueba se hace por duplicado con fines de control de calidad, los dos resultados
no deben diferir mas de 2% (0.02L/L).
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*

Valores de Referencia
A nivel de la ciudad de México los Valores de Referencia oscilan entre:

Hombres: 46-56%(0,46-0,56L/L)
Mujeres:  39-50%(0,39-0,50L/L)

Los valores del hematocrito dependen del sexo, de la edad y altura del sitio de residencia. De
conformidad con las recomendaciones ICSH/IFCC/WASP para el uso de unidades Sl en las mediciones
del laboratorio clinico debiera expresarse como una fraccién.

100, 100~ | 100~
2 ~Plasma 100~
= S50
: o b
T 30}
RBCs
- - - —
Normal Anemia Polycythemia Dehydration
(45%) (30%) (60%) (60%)

Co la médula oses

r —
= [ -
Plazma Flasma
Plaserna - icterico - Lipémico
< ictérico q
i VPG Auvmentado "
ol PN
I - . <+— VYPC
> VEC Disminuido normat
. disminusdo
v ¥ U
Anpmaa Ernfermoedades hepdcss “RUrmes
IOt hes
Actividades

En la realizacidon de esta practica, se procedera a efectuar solamente el Micrométodo para el
hematocrito.

* Agrupacion Mexicana para el Estudio de la Hematologia (AMEH).


http://www.online-instagram.com/tag/hematocrito
http://bp0.blogger.com/_XXEEeZ2o9ak/SBnsHbXombI/AAAAAAAAAAU/fUb1cKBhYo8/s1600-h/MICROHEMATOCRITO.bmp
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Fig Ay B Llenado del tubo de Wintrobe con pipeta Pasteur de punta larga o con una canula de Wintrobe
gue se adapta a una jeringa

Figura D colocacion de los capilares en la centrifuga

Lectura del hematocrito
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Velocidad de Sedimentacion Globular(VSG)

La VSG es una prueba sencilla, barata e inespecifica empleada desde hace muchos afios para
contribuir al diagnéstico de enfermedades inflamatorias, incluyendo infecciones, cancer y
enfermedades autoinmunes. La VSG es una prueba inespecifica porque sus aumentos indican
un probable proceso inflamatorio, degenerativo o necrobidtico, pero no el sitio donde se estd
desarrollando y mucho menos la causa, ademas de que otras causas diferentes a la inflamacion
pueden llevar a un aumento de la VSG. Es por ello por lo que esta prueba no se puede emplear
aisladamente.

La VSG constituye una medida indirecta del grado de inflamacion presente en el organismo.
Mide la velocidad de caida (sedimentacion) de los eritrocitos en el plasma, por lo cual esta velocidad
depende de tres factores principalmente:

1. La composicién proteinica del plasma (alteracion en la concentracion de las proteinas
plasmaticas, asi como el aumento de fibrindgeno o alteracién en la proporcién entre
las distintas fracciones proteicas).

2. Eltamafio, formay carga de los eritrocitos.

3. Laconcentracidn de los eritrocitos.

Los resultados se expresan como milimetros de plasma transparente que quedan en la parte
superior de la columna después de que haya transcurrido una hora. Normalmente, los glébulos rojos
van cayendo lentamente, dejando poca cantidad de plasma transparente. El hecho de que exista una
concentracién elevada de ciertas proteinas (como el fibrindgeno o las inmunoglobulinas) provoca que
los eritrocitos caigan mas precipitadamente, debido a que se ve afectado el potencial Z (carga
negativa) de su membrana por la presencia de las cargas positivas de etas proteinas.

Se ha observado que los eritrocitos sedimentan con mas rapidez en la sangre de las mujeres
que en la de los hombres y mucho mads de prisa después del tercer o cuarto mes de embarazo. La
aceleracion empieza a las diez o doce semanas y aumenta moderada y progresivamente para
normalizarse alrededor de un mes después del parto.

La sedimentacion de los eritrocitos se acelera en la tuberculosis y en otras enfermedades
infecciosas crdénicas tales como: endocarditis bacteriana subaguda, espondilitis anquilosante, lupus
eritematoso diseminado y en proporcién a la actividad del padecimiento, también en varias de las
llamadas enfermedades del tejido conjuntivo como la fiebre reumatica, carditis reumatica, la artritis
reumatoide, en la macrocitosis, la hipercolesterolemia, el aumento de fibrindgeno y de las gamma y
betaglobulinas. En el cancer, va a depender de acuerdo con la extension del proceso maligno. En las
inflamaciones agudas localizadas, donde la velocidad parece aumentar en relacién con el nimero de
leucocitos, asi como también en las disproteinemias, como, por ejemplo, el mieloma multiple.
Ademas, el embarazo, la menstruacion y el uso de anticonceptivos orales también son causa de
aumento de la VSG. Y también se puede observar incremento por factores técnicos, como:
Inclinacion de los tubos de VSG, temperatura ambiental elevada.
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Algunas interferencias pueden producir disminucién de la VSG: policitemia vera o secundaria,
hematies andmalos, especialmente células falciformes, esferocitos, acantocitos y microcitos. En
hipofibrinogenemia (p. ej. CID, necrosis hepatica masiva). En leucocitosis. También se disminuye
por factores técnicos como: tubos de VSG cortos, temperatura ambiente baja, retraso mayor a 2
horas en la realizacion de la prueba, muestra de sangre coagulada, anticoagulacion excesiva

Se han empleado principalmente dos métodos para medir la VSG: el método de Wintrobe y el
método de Westergren, siendo este el método recomendado por el CLSI debido a que permite
un tiempo de caida libre mas largo en comparacion con el método de Wintrobe.

En la actualidad existen pipetas de sedimentacidn para realizar el método de Westergren. Estas
pipetas consisten en un tubo calibrado de cristal o material plastico (mas recomendable) desechable
con medidas de longitud (300£1.5mm) y calibre (2,55+0,15 mm) bien definidas, montadas sobre un
soporte que puede enroscarse al tubo para inmovilizar la pipeta en posicidn estrictamente vertical.

Existen en el mercado equipos automatizados que permiten obtener resultados en 20 minutos
comparables con los obtenidos con el método de Westergren en 1 hora, ejemplo de estos equipos es
el sistema Ves-Matic que posee un sensor optoelectrénico que mide el cambio de la opacidad de una
columna de sangre a medida que se produce la sedimentacidon de la sangre. La aceleracién de la
sedimentacién se logra al colocar los tubos en un angulo de 18° con respecto al eje vertical.

La mayoria de los métodos automatizados disefiados sélo estan enfocados a reducir el tiempo
de proceso y las manipulaciones intermedias de la muestra al emplear el mismo tubo de extraccion
como base para introducir la pipeta. Existen algunas microtécnicas, tales como, Crista, Hellige-
Vollmer y la Relacién Z de sedimentacion.
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Fundamento

Dado que la sangre es una suspension de elementos formes en plasma, cuando se deja sangre
total anticoagulada en reposo dentro de un tubo perpendicular a temperatura ambiente, los
eritrocitos descienden hacia el fondo del tubo debido a su mayor peso sobre los demds componentes
de la sangre. La determinacién de los milimetros que los eritrocitos sedimentan se realiza durante un
periodo de tiempo dependiendo del método empleado. Durante este tiempo se observan tres fases:

1. Periodo inicial de agregacién. Durante esta fase se produce el apilamiento y la
sedimentacion es bastante lenta. Dura unos 10 minutos en un periodo de observacion
de 1 hora.

2. Periodo de sedimentacion rapida. Durante este periodo, la velocidad de
sedimentacion es constante y dura unos 40 minutos.

3. El periodo final de concentracién. Persiste hasta el final de la hora y luego mas tiempo
aun.

Material

e Tubos de Wintrobe

e Pipetas Pasteur de punta larga o jeringas equipadas con aguja larga
e Bulbos para pipeta Pasteur

e Soporte para tubos Wintrobe

e Sangre venosa con EDTA

Procedimiento
Método de Wintrobe

1. Recolectar 5 mL de sangre venosa en un tubo con tapdn lila, mezclar por inversién (Figura
No. 8).

2. Llenar el tubo de Wintrobe desde el fondo hacia arriba con sangre empleando una pipeta
Pasteur de punta larga o una jeringa equipada con aguja larga, teniendo cuidado de no
formar burbujas de aire.

3. Lasangre debe quedar en la marca superior marcada como 0.

4. Colocar el tubo Wintrobe en posiciéon perfectamente vertical en un soporte para tubos de
Wintrobe y cuya posicidn sea fija. Una vez colocado el tubo en el soporte, este no debe ser
sometido a movimientos ni vibraciones.

5. Activar un cronédmetro o tomar el tiempo inicial.

6. Al finalizar la hora de sedimentacidn, se lee la longitud de la columna de plasma que queda
por el desplazamiento de los eritrocitos hacia abajo. La lectura se toma de arriba hacia abajo
y cada marca del tubo corresponde a 1mm.

Nota: Procurar que la prueba sea realizada a una temperatura constante, pues variaciones en la
misma pueden alterar la VSG
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Interpretacion

No se han establecido muchos aspectos de la VSG. Esta demostrado que es mayor en las
mujeres que en los hombres y que aumenta con la edad. Esto no parece estar relacionado con
niveles mds bajos de hematies o por lo menos en los hombres, tampoco con cambios en las proteinas
del plasma. Segun la interpretacion mdas comun, la VSG acelerada es una respuesta inespecifica a un
dafio de los tejidos. Esto es tan sélo una indicacion de la presencia de la enfermedad y no refleja
exactamente la gravedad. Su utilidad mayor consiste en demostrar la remisién de un proceso
inflamatorio. Hay que servirse de la prueba con sumo cuidado. Es sumamente util para seguir la
evolucién de ciertos procesos inflamatorios, por ejemplo, la tuberculosis y la fiebre reumatica.

Valores de Referencia

MétododeWintrobe
Hombres 0—7mm Amm
Mujeres 0-15mm 10mm
Nifios 1-15mm 5-10mm
Actividades

e Realizar la determinacién del hematocrito (Micrométodo).
e En caso de que el hematocrito haya resultado por debajo de los Valores de Referencia,
efectuar la correccion de la lectura segun el Grafico de Wintrobe—Landsberg (Figura No9).
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Hemoglobina (Hb)

La hemoglobina es la proteina eritrocitaria intracelular encargada del transporte de
oxigeno desde los pulmones hacia los tejidos y del transporte del diéxido de carbono desde los
tejidos hacia los pulmones. Su propiedad tan extraordinaria de afinidad por el oxigeno, se ve
reflejada en el hecho de que cada gramo de hemoglobina puede transportar hasta 1,34mL de
oxigeno.

Cada molécula de hemoglobina estd compuesta por un anillo tetrapirrélico que surge del
metabolismo de las porfirinas y que una vez unido a un atomo de hierro forman el grupo Hem
y de dos pares de cadenas polipeptidicas (globinas) de tipo a(a o ) o no a(B, y 0 6).

Las globinas de tipo a son cadenas de 141 aminodcidos y los genes que las codifican
estan localizados en el cromosoma 16. Las globinas no a se forman de 146 aminodcidos y los
genes que las codifican se localizan de manera lineal en orden de activacién en el cromosoma
11. La combinacién por pares de estas globinas da como resultado distintos tipos de
hemoglobina:

(2vy2 Hb Portland

(2€2 Hb Gowerl Hemoglobinas Embrionarias
a2¢2 Hb Gowerll

a2y2 Hb F

0262 Hb A2 Hemoglobinas Adultas

a2Bf2 Hb A

ogakrwnE

7. v4 Hbde Bart
Hemoglobinas Talasémicas
8. BaHbH

Los métodos empleados en hemoglobinometria pueden agruparse en cuatro clases
principales seguin su técnica basica y sus variantes respectivas: a) colorimétricos, b)
gasomeétricos, c) densitométricos y d) quimicos.

Hay dos métodos de uso habitual:

a) El método de cianuro de hemoglobina o cianometahemoglobina (HiCN)
b) El método de la oxihemoglobina (HbO5).

Meétodo de Cianometahemoglobina

En 1967, el ICSH recomendd emplear el método colorimétrico de Ila
Cianometahemoglobina basado en el calculo de la absorbancia luminica de una solucién de
hemoglobina, previa transformaciéon en alguno de sus derivados coloreados. Este método,
también fue adoptado de manera oficial por el National Committee for Clinical Laboratory
Standards (NCCLS) en la actualidad CLSI, se caracteriza por su elevada fiabilidad debida en gran
parte a que el patrén primario de HiCN es una solucion muy estable de HiCN cuyas
especificaciones han sido reconocidas por la Organizacién Mundial de la Salud (OMS).
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Este método es el resultado de una necesidad sentida, desde hace mucho, de mejorar la
estandarizacién de las alteraciones de hemoglobina: es actualmente el método de eleccion.
Todas las formas de hemoglobina que pueden encontrarse en la sangre (oxihemoglobina,
hemoglobina reducida, carboxihemoglobina y metahemoglobina, pero no Ia
sulfometahemoglobina) se convierten integramente en Cianometahemoglobina son las mas
estables de los diversos pigmentos hemoglobinicos. Puede afirmarse que las soluciones de
cianometahemoglobina se mantienen estables no menos de 6 meses en congelacién. La
banda de absorcién de la cianometahemoglobina en la regiéon de 540 nm es mas bien
ancha que estrecha.

Los colorimetros fotoeléctricos permiten determinar la hemoglobina con exactitud de 1
al 2% en sistemas automatizados y +2 a 5% en técnicas manuales estandar

Estructura de la hemoglobina
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Fundamento

La sangre se hemoliza por agregado de un agente tensoactivo. Se emplea una solucion
con ferricianuro y cianuro de potasio. El ferricianuro convierte el hierro ferroso de la
hemoglobina en férrico para formar metahemoglobina, que se combina con el cianuro potdsico
para formar Cianometahemoglobina estable. Esta determinacién involucra la dilucién de la
Cianometahemoglobina 1:251. La solucidn clara y estable de la Cianometahemoglobina tiene
un espectro de absorcién con un pico maximo relativamente plano alrededor de 540nm. Las
mediciones en absorbancia obtenidas en esta solucién, con los espectrofotémetros, sigue
tipicamente la Ley de Lambert y Beer a través de un amplio rango de concentracion.

(Fe*?) Hb + K3 Fe(CN)s — (Fe*®) Metahemoglobina + K CN — Cianometahemoglobina

La absorbancia de la Cianometahemoglobina a 540nm es directamente proporcional a
la concentracion de Hb

Materialeinstrumentos

e Sangre venosa con anticoagulante

e Pipeta de Sahli de 0.02mL (20uL)

e Boquilla

e Pipetas volumétricas del,2,3,4 y 5mL
e Celdas espectrofotométricas

e Espectrofotometro

Reactivos

e Solucién diluyente de Drabkin
e Estandar de cianometahemoglobina

Procedimiento
Preparacion de la curva estdndar de Hb

1. Realizar las diluciones en 6 tubos de ensayo de 13 x 100 mm como se muestra en la

tabla No. 4.
Tabla No. 4. Curva de calibracion para la determinacién de Hemoglobina
Vol.Drabkin( Vol.estandar( . Concentracion
No.detubo il il Absorbancia deHb(g/dL)
Blanco 5.0 0.0
1 4.0 1.0
2 3.0 2.0
3 2.0 3.0
4 1.0 4.0
5 0.0 5.0

2. Colocar las diferentes diluciones de los tubos en celdas espectrofotométricas.
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3. Medir la absorbancia de los tubos 1, 2, 3, 4 y 5 respectivamente, usando el tubo

indicado como blanco y leyendo a 540 nm.

La siguiente féormula se emplea para calcular la concentracion de hemoglobina en
g/100 mL. Para completar los espacios correspondientes en la Tabla No. 4.

masa
'r:-'oiumen] x 251

Volumen Total

g Estandar (vol) x Estindar [
Hb( ) =

251=dilucién de la sangre

Estandar [—n:mm ] 2
PO IUTREeT
Muestraproblema

1. Recolectar 5 mL de sangre venosa en un tubo con tapdn lila y mezclar por inversion.

2. Colocar 5 mL de reactivo diluyente de Drabkin en un tubo de ensayo de 13 x 100 nm
con una pipeta volumétrica.

3. Llenar la pipeta de Sahli con la muestra de sangre venosa hasta la marca de 0.02 mL
(20 pL). En caso de utilizar el método de puncidén capilar, tomar la muestra
directamente de la herida.

4. Limpiar la sangre adherida al exterior de la pipeta de Sahli.

5. Descargar el contenido de la pipeta de Sahli en los 5 mL de la solucion diluyente de
Drabkin, enjuagando ahi mismo tres veces la pipeta, aspirando y expeliendo
cuidadosamente, a fin de arrastrar toda la sangre de las paredes internas de la pipeta
de Sahli. La dilucién es de 1:251.

6. Mezclar la sangre con la solucidn reactiva por burbujeo brusco con la misma pipeta de
Sahli, con la ayuda de un agitador mecdnico tipo vortex o mediante rotacién brusca
del tubo.

7. Dejar reposar la mezcla durante 10 minutos para que la conversién de la hemoglobina
en cianometahemoglobina sea total.

8. Colocar la solucidn de cianometahemoglobina en las celdas espectrofotométricas.

9. Medir la absorbancia de la solucién de cianometahemoglobina, usando la solucién

diluyente de Drabkin como blanco y leyendo a 540 nm.

2 La concentracion del Estandar comercial dependera de la concentracion que esté indicada en la etiqueta.
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Valores de Referencia

Hb(g/dL)
Edad Hombres Mujeres
Primera semana de vida 17-21 17-21
1 semana a dos meses 11-17 11-17
2312 meses 11-15 11-15
1 a3 ados 10-15 10-15
3 a8 afios 11-15 11-15
8 a 15 afios 11-16 11-16
15 afios en adelante” 14-17 13-16

Actividades

e Determinar la concentracidon de hemoglobina en g/dL a cada una de las diluciones de
la tabla No. 4 (tubo 1, 2, 3, 4 y 5), utilizando la férmula indicada.

e Con los datos de concentracién de hemoglobina (g/dL) de cada dilucion y su
correspondiente lectura de absorbancia, trazar grafica de A = f(C) en papel milimétrico
y ajustar los puntos.

e Interpolar la lectura de absorbancia de la muestra problema con la grafica obtenida
de la curva estandar para obtener el resultado de Hemoglobina en g/dL.

* Agrupacion Mexicana para el estudio de la Hematologia (AMEH).
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Recuento de Eritrocitos

Los recuentos celulares anteriormente se realizaban con métodos manuales siendo el
corazén de esta prueba los hemocitdmetros o camaras contadoras, hoy en dia se emplean
equipos electrénicos que pueden ser semiautomatizados o automatizados.

El principio del recuento celular manual es sencillo y similar para eritrocitos, leucocitos y
plaquetas, solo varian la dilucidn, el diluyente y el area contada. Hasta hace poco el recuento
se expresaba en cantidad por mm?, por el volumen obtenido en el hemocitémetro, el cual se
determina mediante medidas lineales y actualmente se expresan en litros (L), pues los equipos
automatizados cuentan una mayor cantidad de células suspendidas en una solucidn diluyente
isotdnica.

Los principios generales de estas mediciones son:

1. Escoger un liquido de dilucién que no solamente diluya los eritrocitos hasta cifras
legibles, sino también permita identificarlos de una u otra manera o destruya
otros elementos celulares.

2. Emplear una cdmara de recuento de glébulos o un contador electrénico, que
presentan al observador o al aparato de lectura los glébulos en forma tal que se
pueda establecer el nimero de ellos por unidad de volumen de liquido. El
contador electréonico de glébulos evita el error humano y al contar un mayor
numero de gldbulos, resulta estadisticamente mas preciso.

Recuento manual
Hemocitometro o cadmara de conteo

La cdmara de conteo es un instrumento de vidrio dptico especial de precisidn, se emplea
para contar células o particulas en suspension. Es una placa rectangular gruesa del tamafio de
un portaobjetos, con dos superficies elevadas separadas por una hendidura en forma de H
(Figura No. 10).

Las prominencias transversales estan localizadas a cada lado de la zona cuadriculada.
Sobre las prominencias transversales se coloca un cubreobjetos plano estandarizado y
Opticamente corregido. Entre la superficie inferior del cubreobjetos y la superficie de la zona
rayada existe una profundidad de 0.1mm. Suelen utilizarse los hemocitémetros con rayado de
Neubauer modificado.

Esta cdmara consta de un cuadro primario que mide 3x3mm (9mm?), subdividido en
nueve cuadros secundarios, cada uno de 1x1mm (1mm?2). Los cuatro cuadrados secundarios de
las esquinas llamados A, B, Cy D que muestra la Figura No. 11, se emplean para el recuento de
leucocitos y se subdividen en 16 cuadros terciarios respectivamente.

El cuadro milimétrico secundario central E, esta subdividido en 25 cuadros cuaternarios,
y cada uno de los cuales mide 0.2x0.2mm. Cada uno de estos cuadros esta subdividido
ulteriormente en 16 cuadros mas pequefios (quinarios). El nimero total de cuadros quinarios
suman 400 (25x16). Como regla, cinco de los cuadros cuaternarios equivalen a 80 de los
cuadros quinarios (5x16) que se emplean para el recuento de eritrocitos y se marcan como 1,
2,3,4vy5 (Figura No. 11).
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cubreobjetos

Fig. No. 10. Cdmara de Neubauer y un primer plano de las areas de conteo como se ven en el
microscopio. Los cuadros marcados con una W se emplean para contar leucocitos y los que
estan marcados con una R para eritrocitos.

Pipeta para diluir los eritrocitos

La dilucion de la muestra se puede hacer con una pipeta de Thoma o por el sistema de
dilucién en tubo.

Las pipetas de cristal de Thoma constan de un tubo capilar graduado, dividido en 10
partes y marcado con un 0,5 en la quinta sefial y con 1 en la décima, y por encima un
ensanchamiento o bulbo opera para mezcla, con una perla de cristal en su interior de color
rojo indicando su uso para eritrocitos y blanca para el uso de leucocitos, y por encima del
bulbo el tubo capilar corto con una marca de 101 grabada en la pipeta para recuento de
eritrocitos y de 11 en la de recuento de leucocitos. El volumen para la pipeta de eritrocitos
esta constituido por una parte a nivel de la marca 1 y 100 partes en el bulbo o una parte a
nivel de la marca 0,5 y 200 partes en el bulbo.

Cuando la sangre es aspirada hasta la marca de 0,5 y el liquido de dilucion hasta la marca
de 101, todas las células sanguineas se lavan en la ampolla y la dilucién resultante en el mismo
es de 1 a 200. La parte capilar de la pipeta no contiene sangre, sino sélo liquido diluyente; por
consiguiente, no estd incluido en el volumen y su contenido debe ser expulsado antes que la
suspensidn de eritrocitos se introduzca en la cdmara de recuento.
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Liquido diluyente

El liquido debe ser isotdnico para evitar crenar y lisar los eritrocitos. Debe contener un
fijador para preservar la forma de las células y prevenir la aglutinacidn y autolisis, y solo si el
recuento no puede ser llevado a cabo dentro de la primera hora después de la toma de
muestra.

Existen diversos tipos de liquidos de dilucidn utilizados en el Laboratorio. Dentro de los
mds comunes se encuentra la solucion de Gower y la de Hayem, otros también utilizados con
cierta frecuencia son la solucién de Toisén y la solucidn de Daice. Utilizando estas soluciones
se evita la formacién de conglomerados y apilamientos de eritrocitos. Los leucocitos no llegan
a destruirse y aun que se cuenten a la vez que los hematies, no se originard demasiada
variacién en el niUmero total de eritrocitos contados.

El recuento manual de eritrocitos tiene un error del 10%, el cual puede deberse a
multiples causas, algunas de estas pueden ser:

e Errores de extraccién: dilucién o hemoconcentracion de la muestra. Hemodlisis o
coagulacién parcial.

e Mala homogenizacién de la muestra.

e Utilizacion de material mal calibrado, sucio o himedo.

e Errores de dilucién de la muestra.

e (Camara de Neubauer no calibrada, sucia o mojada.

e Llenado incorrecto de la cdmara de Neubauer.

e Empleo de cubrehematimetro descalibrado.

e Errores del analista durante el recuento y calculos realizados.

Debido a esto y al empleo de equipos automatizados, el recuento de eritrocitos manual
se realiza en raras ocasiones y ademas este puede ser substituido por pardmetros eritrociticos
manuales mas exactos, como el Microhematocrito y la Hb, pues estos parametros guardan una
estrecha relacion.

La regla del tres
Esta regla sélo es valida para muestras con eritrocitos de morfologia normal. El valor de
la Hb debe ser tres veces el del recuento de eritrocitos.
e Recuento de eritrocitos x 3 = Hb
NOTA: esto solamente en personas clinicamente sanas.
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Fig. No. 11 Cuadricula microscopica de la Camara de Neubauer.

Todo el cuadro (3 mm x 3 mm) = Primario

Los cuadros A, B, C, Dy E (1 mm x 1 mm) = Secundarios

Los cuadros internos de A, B, Cy D (0,25 mm x 0,25 mm) = Terciarios

Los cuadros internos de E: 1, 2, 3, 4, 5, etc. (0,20 mm x 0,20 mm) = Cuaternarios

Los cuadros internos de 1, 2, 3, 4, 5, etc. (0,05 mm x 0,05 mm) = Quinarios
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Fundamento

El recuento manual de eritrocitos incluye la aspiracién de una cantidad muy exacta de
sangre anticoagulada en una pipeta de Thoma escrupulosamente limpia, posteriormente se
diluye la sangre hasta la sefial de la marca de 101 de la misma pipeta con un liquido que es
isotdnico respecto a los eritrocitos. Después de efectuar una adecuada mezcla, la solucién
resultante se coloca en una cdmara de recuento muy limpia (hemocitémetro) y se cubre con
cubreobjetos estandarizado, dpticamente plano y limpio. La cantidad de eritrocitos en un
volumen dado se cuenta sobre la platina de un microscopio de luz.

El recuento eritrocitario total sélo se calcula exactamente cuando se tienen en cuenta las
dimensiones hemocitémetro — cubreobjetos y las diluciones de la pipeta. Es decir, que se
calcula mejor el numero de eritrocitos por milimetro cubico de sangre cuando se tiene en
cuenta el drea contada, la profundidad de la cdmara y la dilucién segun la férmula siguiente:

Dilucion
Eritrocitos fmm® = Nx ————
Volumen

N = Numero de células contadas
Volumen = lado por lado x profundidad = mm?3
Dilucién =1:200 6 1:100

Material e instrumentos

e  Sangre con EDTA

e Boquilla

e  Pipeta de Thoma para eritrocitos
e  Agitador para pipetas de Thoma
e  (Cdmara de Neubauer

e  Cubrehemocitémetro

e  Microscopio

Reactivos
e Liquido de Hayem
Procedimiento

1. Recolectar 5 mL de sangre venosa en un tubo con EDTA y mezclar por inversion.

2. Con la pipeta en posicidn horizontal aspirar sangre hasta la marca de 0,5. El exceso de
sangre se elimina tocando la punta de la pipeta con una gasa.

3. Limpiar la sangre adherida a las paredes externas de la pipeta con una gasa
procurando no tocar la punta de la pipeta.

4. Introducir la pipeta en forma vertical en el liquido de Hayem y aspirar diluyente hasta
la marca de 101. Si se aspira mas diluyente se desecha todo el contenido de la pipeta
en un recipiente con cloro y se inicia nuevamente con el paso 2.

5. Retirar el adaptador de la boquilla obturando con Parafilm la punta de la pipeta para
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10.

11.

12.

13.

14.

15.

N =
5=

evitar la pérdida de liquido, colocar Parafilm en el extremo opuesto a la punta y
manteniendo la pipeta siempre en posicion horizontal se coloca en el agitador
mecanico durante 3 6 4 minutos.

Colocar el cubreobjetos sobre las dos superficies elevadas de la cdmara para cubrir las
dos cuadriculas.

Desechar las primeras 4 6 6 gotas de la pipeta para eliminar el diluyente que queda en
el capilar y que no diluye la muestra.

Cargar ambos lados de la cdmara manteniendo la pipeta en un angulo de 45°, tocar
con la punta el borde del cubreobjetos donde se junta con la superficie elevada de la
camara. El hemocitémetro se llena por capilaridad, el flujo de llenado debe ser
constante y sin que este llene la hendidura en forma de H de la cdmara.

Colocar el hemocitometro en la platina del microscopio y dejar reposar de 3 a 5
minutos, para dar tiempo a que las células se distribuyan y se asienten en el fondo de
las cuadriculas.

Con el objetivo de 10X, se localiza el cuadro central E y se comprueba que las células
estén distribuidas uniformemente.

Una vez enfocado el cuadro central con el objetivo 40X, se cuentan los cuadros
marcados del 1-5 mostrados en la Figura No. 11.

Se comienza a contar las células contenidas en el cuadro cuaternario superior
izquierdo marcado como No. 1 y se sigue el orden establecido de los numeros
marcados en la Figura No. 11.

El conteo se lleva a cabo de la siguiente manera: se cuentan las células rojas dentro
del recuadro y las que tocan las lineas triples superiores e izquierdas; discriminando
las células moradas que se encuentran fuera y tocando las lineas triples inferiores y
derechas marcadas con una (X), como lo muestra la figura No. 12.

Se anotan separadamente el numero de eritrocitos de cada cuadro cuaternario

contado y se suma el resultado de los 5 cuadros.

Calcular la cuenta total de
200

Eritrocitos fmm® = N x —
/ © 7 5(0.2mm)?(0.1mm)

eritrocitos/mm?3, empleando la férmula siguiente:

Eritrocitos contados
Cuadros cuaternarios contados

(0.2)%= &rea de cuadro cuaternario

0.1=
200 =

altura de la cdmara
dilucidn de la muestra
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Eritrocitos /fmm?® = N x 10 000

Factor = 10 000 (depende de la dilucién empleada)

16. Lavar las pipetas de Thoma una vez con agua corriente y tres veces con agua
destilada.

17. El hemocitémetro y los cubreobjetos deben limpiarse sumergiendo en agua tibia y
nunca secados con gasa o pafuelos para evitar que se rayen. Una vez limpios deben
dejarse al aire antes de guardarse.

L Qg % @ _° o &

XFWo *
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u X  CELULAS NO CONTADAS
J

Fig. No. 12 Cuadro cuaternario con
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PO e ) W S | [
—_— —_—l=

X X

Valores de Referencia

Recuento de eritrocitos X 10%/uL

Edad Hombres Mujeres
Primera semana de vida 4,50-6,50
2 meses 3,60-5,00
1 ano 3,50-5,50
1-3 anos 4,00-5,50

3-8 afios 4,10-5,50
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8-15 afos 4,10-5,70
15 afios en adelante” 5,0-5,5 4,5-5,0
Actividades

e  Realizarlas pruebas de Microhematocrito y hemoglobina ademas del recuento de
eritrocitos.

* Agrupacion Mexicana para el Estudio de la Hematologia (AMEH).
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indices Eritrocitarios

Los indices Eritrocitarios han adquirido fiabilidad con el empleo del recuento electrénico
de los eritrocitos, la hemoglobinometria estandarizada y la técnica del microhematocrito. En
consecuencia, estos indices habrian de calcularse en todo paciente anémico, afin de confirmar
la impresidon que en el frotis se ha obtenido acerca del tamafio celular y el contenido de
hemoglobina.

Wintrobe calculd tres indices relacionados con la serie roja y que hacen referencia al
volumen de los eritrocitos y a su contenido hemoglobinico. Debido a que se ha tenido un gran
interés hematoldgico, se han seguido utilizando desde entonces. Su cdlculo se realiza a partir
del valor de hematocrito, de la concentracién de hemoglobina y del nimero de eritrocitos por
unidad de volumen.

Los indices de Wintrobe son tres: el volumen corpuscular (o globular) medio (VCM), la
hemoglobina corpuscular media (HCM) y la concentraciéon de hemoglobina corpuscular media
(CHCM).

Volumen corpuscular medio (VCM)

En las épocas en que los recuentos hematoldgicos se practicaban manualmente, el
volumen corpuscular medio (VCM) era un valor calculando al dividir el hematocrito (%) por la
cifra de eritrocitos. Con el método utilizado mas frecuentemente en la actualidad, el recuento
instrumental, el VCM se mide directamente con gran precisidn; dicho método se basa en las
variaciones de intensidad de la senal seglin el volumen de cada eritrocito, variaciones que
registra el aparato de medicién. El valor medio de referencia del VCM es de 90 fL (femtolitro o
10L), siendo los limites de referencia de 80 a 100 fL. Un VCM bajo equivale a microcitosis y
uno elevado a macrocitosis. Debido a que la valoraciéon del tamafo de los hematies es
fundamental para el diagndstico de una anemia, el VCM es el mds importante de todos los
indices eritrocitarios (aun en los casos en los que la cifra de eritrocitos sea normal, debe
anotarse la cifra de VCM en el informe hematoldgico, ya que la anemia declarada puede ir
precedida de una anomalia en el tamafio de los eritrocitos). Su determinacién se efectua
mediante la siguiente férmula:

Hto(%) x 10

Recuento de eritrocitos (billones /L)

VeM(fL) =

Hemoglobina
corpuscular media (HCM)

La hemoglobina corpuscular media (HCM) es el peso medio de la hemoglobina que contiene
cada eritrocito, se calcula dividiendo la cifra de hemoglobina (g/dL) con la cifra de eritrocitos.
Los limites de referencia oscilan entre 27 y 34 pg (picogramos o 107%g). Aunque el peso de
hemoglobina que existe en un eritrocito depende al mismo tiempo de la concentracion de
aquella en el interior de éste y del volumen del eritrocito, las graficas en las que se relacionan
los valores instrumentales del HCM y VCM ofrecen una relacion lineal dentro de una amplia
gama. Al parecer, la concentracién de hemoglobina no varia mas que en aquellos trastornos en
los que exista una gran alteracidn de la sintesis de Hb. Es por ello que, con el recuento
electrdnico, la HCM se ha convertido en un dato superfluo para el clinico, que sirve solamente



SISTEMA DE GESTION DE LA CALIDAD DE LOS
LABORATORIOS DE DOCENCIA

MANUAL DE LABORATORIO DE HEMATOLOGIA

Cadigo Fecha de elaboracion o revision Version Péagina

SGC-FESZ-QFB-ML25 20/05/2016 2 52 /237

para confirmar el VCM medido directamente. No obstante, es un pardmetro util para el
personal de laboratorio, como comprobacién de la precisién alcanzada por el aparato de
medicién. La HCM se calcula mediante la siguiente férmula:

Hb(g/dL) x 10

HCM =
M(pg) Recuento de eritrocitos (billones /L)

Concentracion de hemoglobina corpuscular media (CHCM)

Aunque la hemoglobina estd presente sélo en el interior de los eritrocitos, éstos se lisan
para medir la concentracion de hemoglobina, y los resultados se expresan en relacion a
decilitros (dL) de sangre total. Para convertir este valor en concentracion de hemoglobina
dentro del eritrocito — concentracién de hemoglobina corpuscular media (CHCM)-se divide la
cifra de hemoglobina (g/dL) por la de hematocrito (%), es decir por el volumen de sangre total
que ocupan los eritrocitos. Los limites de referencia de la CHCM oscilan entre 32a36 g/dL de
eritrocitos (expresado habitualmente de forma simple, como de 32 a36%).

Antes del advenimiento de los recuentos electrdnicos, se hallaba generalmente una
CHCM baja cuando los eritrocitos observados en una extensién sanguinea presentaban palidez
central de mayor tamafio que el habitual, es decir, que aparecian hipocromicos. La hipocromia
se acepta, por consiguiente, como prueba visual de una concentracion reducida de
hemoglobina en los eritrocitos. Sin embargo, el hematocrito obtenido manualmente mediante
centrifugado de la sangre puede dar resultados falsamente elevados en un paciente anémico,
por atrapamiento del plasma dentro de la columna de eritrocitos. Cuando el hematocrito
instrumental (calculado a partir de los valores, medido con gran precision, VCM y de la cifra de
eritrocitos) reemplazo al obtenido manualmente, se hallaron resultados dentro de los Valores
de Referencia de CHCM en pacientes cuyos eritrocitos eran moderada pero claramente
hipocrémicos en el frotis sanguineo. Al parecer, por consiguiente, la hipocromia moderada no
se debe a una baja concentracién de hemoglobina en los eritrocitos, sino a la presencia de
unos eritrocitos mas pequefios y delgados de lo normal.

Paraddjicamente, la correccion del error del hematocrito mediante la utilizacion de los
datos instrumentales para el calculo de la CHCM, ha disminuido la utilidad clinica de ésta, ya
gue sus valores han dejado de estar fuera de los Valores de Referencia en la fase precoz de la
anemia ferropénica. Asi, las cifras bajas de CHCM por recuento instrumental se encuentran
solamente en los pacientes con una gran alteracién de la sintesis de hemoglobina, por
ejemplo, anemia ferropénica grave o trastorno talasemico mayor. No obstante, dado que estos
pacientes se identifican facilmente por la acusada disminucidn del VCM vy la intensa hipocromia
gue presentan en el frotis sanguineo, la determinacién de la CHCM se ha convertido también
en superflua en estos casos. La CHCM corresponde a la media de la concentracidon de
hemoglobina en cada eritrocito y se determina mediante la siguiente formula:

Hb (g/dL) x 100
Hto (%)

CHCM(g/dL) =




SISTEMA DE GESTION DE LA CALIDAD DE LOS
LABORATORIOS DE DOCENCIA

MANUAL DE LABORATORIO DE HEMATOLOGIA

Cadigo Fecha de elaboracion o revision Version Péagina
SGC-FESZ-QFB-ML25 20/05/2016 2 53 /237
Fundamento

El calculo de estos tres indices eritrocitarios (VCM, HCM y CHCM), siguen siendo una
herramienta en la clasificacién de las Anemias y esto con base al tamafio del eritrocito y a la

concentracion de hemoglobina.

Actividades

e Con base a las tres pruebas realizadas en el laboratorio de Hematocrito, Hemoglobina
y cuenta de eritrocitos, calcular los /ndices Eritrocitarios (VCM, HCM Y CHCM).

e Deducir correctamente las unidades de cada uno de los indices Eritrocitarios.
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Cuenta Total de Leucocitos

En el recuento total de leucocitos no existe distincién entre los cinco tipos de células
(neutrdfilos, linfocitos, monocitos, eosinéfilos y basdfilos, en orden decreciente de cantidad).
Cada tipo de célula tiene su funcién particular en la defensa del organismo contra las amenazas
exogenas.

Los métodos para el recuento leucocitario y los principios generales de estas mediciones
son los mismos que para los ya mencionados en el recuento eritrocitario.

Recuento celular manual
Hemocitometro

En este método suelen utilizarse los hemocitémetros con rallado de Neubauer
modificado (Ver figura No. 11). La zona rallada de la cdmara es un cuadrado de 3mm por lado.
Este cuadrado esta dividido en 9 cuadros de 1 mm x1mm llamados cuadros secundarios. Los
leucocitos se cuentan en los cuatro cuadrados secundarios de las esquinas: A, B, C y D. Cada
cuadro secundario de las esquinas de la zona rallada esta dividido en 16 cuadros, cada uno de
los cuales miden de 0,25 mm x 0,25mm, y se llaman cuadros terciarios. Entre la superficie
inferior del cubrehematimetro y la superficie de la zona rallada de la camara existe una
profundidad de 0,1mm.

Pipetas para diluir los leucocitos

La pipeta automadtica de Trenner tiene una pequefia perla blanca y la sefial 21 sobre la
ampolla. Se fabrica uniendo una ampolla con el extremo de un tubo capilar alargado cuyo
extremo superior termina bruscamente en una superficie pulida perpendicular al eje
longitudinal. Tiene la ventaja de que el tubo capilar puede llenarse por capilaridad y la sangre
se detiene exactamente en el extremo del tubo, con lo que se obtiene un control exacto de la
columna sanguinea. Sin embargo, estas pipetas son mas caras y fragiles que las demas.

El sistema Unopette se ha establecido para evitar las principales fuentes de error: la
introduccién exacta de la sangre hasta la sefial y el hacer una dilucidon exacta. Este sistema
utiliza una micropipeta de vidrio con autollenado que es desechable, combinada con un
recipiente de plastico y previamente llenado con un diluyente adecuado.

La pipeta de Thoma tiene un tubo y un bulbo para mezclar. El tubo esta dividido en 10
partes que miden el volumen de muestra de sangre. La graduacién quinta y décima estdn
marcadas como 0,5 y 1 respectivamente. El bulbo de la mezcla se extiende desde la marca de
1 a la de 11. Contiene una perla blanca que ayuda a mezclar. El volumen del bulbo es de 20
veces el tubo en la marca de 0,5 y 10 veces el del tubo en la marca de 1. Si se aspira sangre
hasta la marca de 1y liquido diluyente hasta 11, dicho factor sera de 10.

Liquido diluyente

El liquido diluyente debe lisar los eritrocitos para que no se obscurezcan los leucocitos. El
mas sencillo es una soluciéon de acido acético al 2 6 3%, con una cantidad de violeta de
genciana suficiente para dar un color azul violeta palido. La solucidn hipotdnica de &acido
acético destruye los eritrocitos. Puede utilizarse el liquido de Tirk. El violeta de genciana
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permite reconocer facilmente el liquido y observar mejor los leucocitos a los que tifie
ligeramente.
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Fundamento

El método general hemocitométrico comprende el empleo de una solucién hipotdnica
acida que hemoliza los eritrocitos, pero que no altera los leucocitos o células nucleadas (con o
sin tincidén nuclear). La solucidn acida se utiliza para diluir la sangre en una pipeta especial para
leucocitos. Los leucocitos se tifien ligeramente para observarse mejor. La mezcla de liquido y
sangre anticoagulada se coloca en el hemocitdmetro (cdmara de recuento), se cubre con un
cubreobjetos especial (cubrehemocitémetro) y se deja en reposo para que se estabilicen los
leucocitos. A continuacidn, se efectla el recuento leucocitario en el microscopio.

El recuento de los leucocitos totales solo se calcula exactamente cuando se tienen en
cuenta las dimensiones del espacio de la cdmara-cubrehemocitémetro y las diluciones de la
pipeta. Se calcula mejor el nimero de leucocitos por milimetro cubico de sangre cuando se
toma en cuenta el drea contada, la profundidad de la cdmara y la dilucién segin la formula
siguiente:

Dilucion
Leucocitos/mm3 = N x ———
Volumen

N = Numero de células contadas
Volumen = lado x lado x profundidad = mm?
Dilucién =1:2061:10

Material e instrumentos

° Sangre con EDTA

° Boquilla
° Pipeta de Thoma para leucocitos
. Agitador para pipetas de Thoma
. Camara de Neubauer
° Cubrehemocitémetro
. Microscopio

Reactivos

e Lliquido de Tirk
Procedimiento

1. Recolectar 5 mL de sangre venosa en un tubo con EDTA y mezclar por inversion.

2. Con la pipeta en posicion horizontal aspirar sangre hasta la marca de 0,5. El exceso de
sangre se elimina tocando la punta de la pipeta con una gasa.

3. Limpiar la sangre adherida a las paredes externas de la pipeta con una gasa procurando
no tocar la punta de la pipeta.

4. Introducir la pipeta en forma vertical en el liquido de Tirk y aspirar diluyente hasta la
marca 11. Si se aspira mas diluyente se desecha todo el contenido de la pipeta en un
recipiente con cloro y se inicia nuevamente con el paso 2.
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5. Retirar el adaptador de la boquilla obturando con Parafilm la punta de la pipeta para

10.

11.

12.

evitar la pérdida de liquido, colocar Parafilm en el extremo opuesto a la punta y
manteniendo la pipeta siempre en posicion horizontal se coloca en el agitador
mecanico durante 3 6 4 minutos.

Colocar el cubreobjetos sobre las dos superficies elevadas de la camara para cubrir las
dos cuadriculas.

Desechar las primeras 4 6 6 gotas de la pipeta para eliminar el diluyente que queda en
el capilar y que no diluye la muestra.

Cargar ambos lados de la cdmara manteniendo la pipeta en un angulo de 45°, tocar con
la punta el borde del cubreobjetos donde se junta con la superficie elevada de la
camara. El hemocitémetro se llena por capilaridad, el flujo de llenado debe ser
constante y sin que este llene la hendidura en forma de H de la cdmara.

Colocar el hemocitémetro en la platina del microscopio y dejar reposar de 3 a 5
minutos, para dar tiempo a que las células se distribuyan y se asienten en el fondo de
las cuadriculas.

Con el objetivo de 10X, se localizan los cuatro cuadros secundarios y se comprueba que
las células estén distribuidas uniformemente. En caso contrario se carga otra cdmara.
Se cuentan los leucocitos en cada uno de los cuadros marcados como A, B, Cy D
mostrados en la Figura No. 11.

El conteo de las células en los 16 cuadros que forman cada cuadro secundario se realiza
como se muestra en la Figura No. 13.

1@ > |||@

H (xy x

Fig. No. 13 Las células que no estan marcadas con (X), serdn aquellas que
se cuenten. Cuadro secundario con 16 cuadros terciarios.
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13. Se cuentan separadamente el nimero de leucocitos en cada cuadro secundario y se
suman los resultados. El recuento de cada cuadro no debe variar en mas de 10
células.

14. Calcular el nimero de leucocitos/mm?3 con la siguiente férmula:

20
X 3
4(1mm)* (0,1 mm)

Leucocitos/mm® = N

N = Numero de leucocitos contados
4 = Cuadros secundarios

Volumen  =lado x lado x profundidad = mm?
Dilucion =1:2061:10

No.de leucocitos/mm® = N x 50

Factor =50

15. Los eritroblastos no se lisan por lo cual se cuentan junto con los leucocitos vy
posteriormente debe corregirse la cuenta total de leucocitos mediante la siguiente

formula:
Leucocitos 100
. f mm?® =N x
Corregidos 100 + % de eritroblastos en cuenta
dif erencial

N = Recuento de Leucocitos (incluyendo eritroblastos)

16. Si la cuenta de leucocitos es menor de 4 000/mm?, es preferible hacer nuevamente la
cuenta de leucocitos, pero con una dilucién 1:10, si por lo contrario la cuenta en muy
elevada, se debe emplear una diluciéon 1:100 6 1:200 con la pipeta de eritrocitos.

17. Lavar el material empleado como se indicd en la practica para el recuento de
eritrocitos.
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Valores de Referencia
Edad Leucocitos/uL
Neonatos 10 000-30 000
Lactantes 7 000-17 000
Pre escolares 6 000-15 000
Escolares 5000-12 000
Adultos™ 4 000-12 000

* Agrupacion Mexicana para el Estudio de la Hematologia (AMEH).
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Recuento Plaquetario

Las plaguetas son los elementos formes mds pequenos de la sangre. Actian en la
hemostasia y en el mantenimiento de la integridad vascular, ademas de participar en el
proceso de la coagulacién sanguinea.

Las plaquetas son dificiles de contar debido a que son pequenas y deben distinguirse de
los restos y desperdicios celulares. Otra fuente de dificultad reside en su tendencia de
adherirse al cristal, a cualquier cuerpo extrafio y en particular unas a otras. Ademas, las
plaquetas no estdn uniformemente repartidas por la sangre. El error es mucho mayor que en
el recuento de leucocitos y eritrocitos, pero es despreciable en la practica porque solamente se
valoran las grandes variaciones en el nimero de plaquetas.

Existen dos métodos para su cuantificacion: el Método directo y el Método indirecto.

Método directo

A este método pertenecen las siguientes técnicas: La de Rees-Echer utilizando
microscopio de luz; el hemocitométrico; el método Unopette; el método de microscopio de
contraste de fases y el método de recuento electrénico, especialmente el del Contador Coulter.

El pequefio tamafio de las plaquetas hace que el recuento directo en un hemocitémetro
sea mas dificil que cuando se trata de otras células. En este método directo con camara de
recuento, se mezcla la sangre venosa o capilar en una pipeta de Thoma para eritrocitos con un
liguido diluyente (oxalato de amonio). De los otros métodos ya se han indicado con
anterioridad algunos de ellos y sus principios fundamentales. Hoy en dia este método también
puede realizarse mediante citometria de flujo, por emplear marcadores de membrana
especificos de las plaquetas (CD42b=Gplb, CD41=Gpllb/Illa y CD61=Gpllla) lo hace un método
muy especifico, pero también muy caro por el empleo de anticuerpos monoclonales unidos a
fluorocromos.

Método indirecto

El nimero de plaquetas se calcula durante la cuenta diferencial leucocitaria. Con sangre
capilar se realizan extensiones sanguineas, las cuales deben ser uniformes y llevarse a cabo con
gran rapidez después de obtener la sangre, con objeto de evitar la aglomeracidon de las
plaquetas y minimizar la disminucidn debida a la adherencia de estas a los bordes de los vasos
lesionados. Es posible un mejor calculo examinando las extensiones tefiidas procedentes de
sangre venosa anticoagulada con EDTA, en la cual las plaquetas se distribuyen uniformemente
y la aglomeracién y pérdida debidas al proceso hemostatico no tiene lugar. A la extension
sanguinea se le practica la tincién de Wright al igual que en un recuento diferencial rutinario. A
la vez que se cuentan los eritrocitos se efectia el recuento de plaquetas hasta que sean
contados por lo menos 1000 eritrocitos. EIl numero de plaquetas se calcula a partir de la
relacion entre el nimero de eritrocitos total y el de plaquetas; el nimero de eritrocitos se
calcula con un hemocitémetro.

Recuento total de eritrocitos/mm?®
1000

Plaquetas/mm?® = x Recuento de plaguetas en el frotis
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Por consiguiente, cuando se informa acerca de un recuento diferencial, debe hacerse
referencia especial a las anormalidades plaquetarias o alteraciones en su nimero, si existen.
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Fundamento

En el método directo con cdmara de recuento, se mezcla la sangre capilar o venosa
anticoagulada en una pipeta de Thoma para eritrocitos. Es preciso actuar con rapidez para
evitar la aglutinaciéon de las plaquetas; las demas células pueden o no destruirse segun el
liquido de dilucidn utilizado. Con frecuencia, suelen persistir los eritrocitos, y las plaguetas se
cuentan en un hemocitémetro.

Para el célculo del recuento de plaquetas/mm?3, y bajo las condiciones especificas del
area contada, profundidad de la cdmara y la dilucidn, se realiza segun la férmula siguiente:

Dilucion
Plagquetas/mm® =Nx ———
Volumen

N = NUumero de células contadas
Volumen =lado x lado x profundidad = mm?
Dilucién =1:200 6 1:100

Material e instrumentos

Sangre con EDTA

Boquilla

Pipeta de Thoma para eritrocitos
Agitador para pipetas de Thoma
Céamara de Neubauer
Cubrehemocitometro
Microscopio

Reactivos
e  Oxalato de amonio al 1%
Procedimiento

1. Recolectar 5 mL de sangre venosa en un tubo con EDTA y mezclar por inversion
(Figura No. 8).

2. Con la pipeta en posicion horizontal aspirar sangre hasta la marca de 1,0. El exceso de
sangre se elimina tocando la punta de la pipeta con una gasa.

3. Limpiar la sangre adherida a las paredes externas de la pipeta con una gasa,
procurando no tocar la punta de la pipeta.

4. Introducir la pipeta en forma vertical en la soluciéon de oxalato de amonio al 1% vy
aspirar diluyente hasta la marca de 101. Si se aspira mas diluyente se desecha todo el
contenido de la pipeta en un recipiente con cloro y se inicia nuevamente con el paso
2.

5. Retirar el adaptador de la boquilla obturando con Parafilm la punta de la pipeta para
evitar la pérdida de liquido, colocar Parafilm en el extremo opuesto a la punta y
manteniendo la pipeta siempre en posicién horizontal, se coloca en el agitador
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mecanico 15 minutos.

6. Colocar el cubreobjetos sobre las dos superficies elevadas de la cdmara para cubrir las
dos cuadriculas.

7. Desechar las primeras 4 6 5 gotas de la pipeta para eliminar el diluyente que queda en
el capilar y que no diluye la muestra.

8. Cargar ambos lados de la cdmara manteniendo la pipeta en un angulo de 45°, tocar
con la punta el borde del cubreobjetos donde se junta con la superficie elevada de la
camara. El hemocitémetro se llena por capilaridad, el flujo de llenado debe ser
constante y sin que este llene la hendidura en forma de H de la cdmara.

9. La cdmara cargada se coloca dentro de una caja de petri, cuyo fondo contiene un
disco de papel filtro o algodén humedo para prevenir la evaporacion. Se deja
sedimentar durante 15.20 minutos.

10. Después de este tiempo, se deja reposar 10 minutos mds fuera de la caja de petriy se
coloca en la platina del microscopio para localizar el cuadro E.

11. Las plaguetas se cuentan en 10 cuadros terciarios mostrados en la Figura No. 14.

=
B

[

:
I

Fig. No. 14. 5e cuenta las plaguetas contenidas en los 10 cuadros marcados en gris en la
misma forma como se explico para eritrocitos. Si el numero de plaguetas contadas es
menor a 100, se cuentan mas cuadros terciarios hasta registrar por lo menos 100 plaguetas.
(Cuadro secundario donde se marcan en gris 10 cuadros cuaternarios que contienen 16
cuadros quinarios).

12. El conteo se realiza con el objetivo de 40X. Las plaquetas tienen un aspecto redondo u
oval y algunas presentan prolongaciones citoplasmaticas y presentan movimiento
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Browniano, lo que puede ser util para distinguirlas de los restos celulares.
13. Calcular el nimero de plaguetas mediante la siguiente formula:

100
X
10 (0.2 mm)*(0.1 mm)

Plaquetas /mm® = N

N = Plaguetas contadas

10 = Numero de cuadros cuaternarios contados
(0.2)%= Area de cada cuadro cuaternario

01 = Altura de la cdamara

100= Dilucién de la muestra

Plaguetas/mm?® = N x 2500

Factor = 2500
Este factor variara si cambia el nimero de cuadros contados.

14. Lavar el material empleado como se indicd en la préctica para el recuento de los
eritrocitos.

Valores de Referencia

Con este método directo de conteo, los limites de valores en un 95% de poblacién
clinicamente sana son:

Método Directo™
150 000 a 500 000/mm?3

Método Indirecto
140 000 a 350 000/mm? utilizando la tincidn de Wright.
500 000 a 1 000 000/mm? utilizando el Azul de cresil brillante.

Actividades

e Ajustando el nimero de cuadrados considerados para contar por lo menos 100
plaquetas, definir el volumen cuantificado y su dilucién para corregir el Factor en caso
necesario.

* Agrupacion Mexicana para el Estudio de la Hematologia (AMEH).
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MODULOIII

HEMATOPOYESIS. EL
ORIGEN DE LAS
CELULAS SANGUINEAS




SISTEMA DE GESTION DE LA CALIDAD DE LOS
LABORATORIOS DE DOCENCIA

MANUAL DE LABORATORIO DE HEMATOLOGIA

Cadigo Fecha de elaboracion o revision Version Péagina
SGC-FESZ-QFB-ML25 20/05/2016 2 66 / 237
Hematopoyesis

La hematopoyesis se refiere al proceso de formacién, maduracién y especializacion de todas
las células sanguineas. A lo largo de la vida los sitios de hematopoyesis cambian varias veces,
desde el embridn hasta que se inicia la vida fetal y aun durante la vida adulta. En general se
reconocen tres fases: Mesoblastica, hepdtica y medular o mieloide (Figura No. 14).

Celularidad (%)

100 i — oo
. \ | | [mecuiacses ﬁ\&
L 1N

\
| \\.
/ é é \ \ \\ Esternon

Vértebras

Saco vitelino |

40 = , \ Fémur
; \ | Tibia \ Costilla
20 I ! x —
Bazo ] | Ganglios linfaticos
o l I i i . l l l
1 2 3 45 67 8 9 10 20 30 40 50 60
Meses fetales Nacimiento Edad en afos
Lugares de hematopoyesis| 3 :
© Vo Fig. No. 14 Sitios de hematopoyesis a lo
© Hopética largo de la vida.
© Mieloide

Periodo Mesobldstico

Por varios afios se afirmd que toda la hematopoyesis en el embrién se efectuaba en los
islotes sanguineos del saco vitelino, sin embargo, estudios recientes probaron que en realidad
sélo los eritroblastos se forman en este sitio y que las células troncales hematopoyéticas (stem
cell) surgen de una fuente intraembrionaria cerca de la aorta. Las células troncales siembran el
higado fetal a las cinco semanas de gestacion, con lo que se termina esta fase y se inicia el
periodo hepatico. Durante este periodo es posible medir las Hb Portland, Gower | y Gower II.

Periodo Hepdtico

Las células troncales que se implantan en el higado cerca de la cuarta a la quinta semanas
de gestacidn dan origen a los eritroblastos, granulocitos y monocitos; con esto inicia la actividad
hepatica, la cual puede perdurar hasta dos semanas después del nacimiento. En este periodo se
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observa el comienzo del desarrollo megacariocitico, la actividad esplénica eritropoyética, la
granulopoyesis y la linfopoyesis, asi como una ligera actividad hematopoyética en los ganglios
linfaticos y el timo, debido a que su principal funcién es la especializacion de los linfocitos. La
hematopoyesis en el bazo es transitoria y esta concluye con la granulopoyesis. Durante esta fase
son medibles los eritrocitos en todas sus etapas de maduracién, los leucocitos y los
megacariocitos, asi como las hemoglobinas F, A; y A,.

Periodo Medular (mieloide)

Entre el cuarto y quinto mes de gestacion, la médula ésea comienza a tener actividad al
iniciar la osificacién y la formacién de la médula ésea en el centro de los huesos. Rdpidamente la
actividad hematopoyética cerca del sexto mes de gestacidn se incrementa en los huesos,
generando una médula roja hiperplasica, siendo la fuente primaria de produccion de células
sanguineas y conservandose asi durante toda la vida. En esta fase, ya son medibles todas las
estirpes celulares de la sangre, Hb F y Hb adultas, asi como la eritropoyetina.

Médula Osea

Las células del mesénquima que dan origen a la médula dsea se diferencian en tres tipos de
tejido:

a) Reticular
b) Adiposo
c¢) Hematopoyético

Dependiendo de la proporcién de estos tejidos, podemos clasificar a la médula ésea en dos tipos:

1. Médula roja: alto contenido de tejido hematopoyético esta restringida a huesos planos en
los adultos.

2. Meédula amarilla: Mezcla de tejido adiposo y reticular y comienza a ocupar los huesos
largos a partir de los 5y 7 afios. La médula amarilla en realidad no es tejido inservible. Ya
gue esta sirve como reserva de grasa y tejido hematopoyético, ademas de que esta puede
revertirse a médula roja en situaciones extremas como: hemorragias severas o
destruccidon de médula dsea roja por agentes quimicos o radiacidn.

Asi la médula dsea juega un papel muy importante en el suministro constante de células
sanguineas de cualquier tipo, ya que no solo tiene el rol de fabricar células, sino también es de
almacenarlas y asi de esta manera mantener un equilibrio dentro del microambiente medular
para evitar en la medida de lo posible que esta se vuelva hiperplasica.

Microambiente medular

Al medio intercelular que esta principalmente condicionado por el estroma, se le denomina
microambiente medular. El estroma de la médula ésea forma un microambiente favorable a la
continua proliferacién de las células hematopoyéticas. Esta constituido por el sistema reticular
(macroéfagos y células reticulares) y el sistema vascular. Las células del estroma producen una
matriz extracelular de colageno, glucoproteinas, proteoglicanos y otras proteinas.
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Los macrdéfagos funcionan como una barrera sanguineo-medular (macréfagos
perisinusoidales) en los senos medulares y fagocitan células envejecidas y restos celulares y como
centro (macréfagos centrales) para la formacion de las islas eritroblasticas.

Las células reticulares funcionan como soporte para la vascularizacién de la médula ésea,
mediante la formacién de fibras que se entrelazan entre si para formar una red.

Este microambiente medular se encuentra regulado por una serie de sustancias quimicas
como citosinas o factores de crecimiento, hormonas y diversos tipos celulares.

Las principales propiedades de las citosinas que actian sobre la hematopoyesis se
muestran en la Tabla No.5.

Como el nivel de todas las estirpes celulares esta controlado por multiples factores
humorales y celulares y que ademas se ajustan rapidamente segun las necesidades, el organismo
responde rapidamente ante cualquier situacién que atente contra la integridad del organismo,
por esta situacion las células hematopoyéticas pueden clasificarse en dos compartimientos:

a) Compartimiento de células madre.
b) Compartimiento de diferenciacién y maduracion celular.

En el compartimiento de células madre, se encuentran células con capacidad de auto
renovacién y potencial de proliferacién que las llevan a la capacidad de diferenciarse en los
progenitores de todas las lineas celulares sanguineas que forman parte del compartimiento de
diferenciaciéon y maduracién celular. Las células del primer compartimiento son indistinguibles
morfoldégicamente al microscopio, pero en la actualidad pueden diferenciarse por sus marcadores
de membrana mediante la citometria de flujo, en comparacidn con las del segundo
compartimiento, las cuales son distinguibles morfolégicamente al microscopio desde su precursor
mas temprano.

En las Figuras No. 15 y No. 16 se muestra el desarrollo de la diferenciacion celular a partir
de la célula madre pluripotencial para la estirpe mieloide y linfoide respectivamente.



SISTEMA DE GESTION DE LA CALIDAD DE LOS

LABORATORIOS DE DOCENCIA

4
ISR

MANUAL DE LABORATORIO DE HEMATOLOGIA JRES
Caodigo Fecha de elaboracion o revision Version Péagina
SGC-FESZ-QFB-ML25 20/05/2016 2 69 /237

TablaNo.5 Citocinas que intervienen en la regulacién de la hematopoyesis.

Citocina Célula final Caracteristicas
IL-1 Linfocitos T Modula la accién de los leucocitos sobre la hematopoyesis
IL-2 Linfocitos T Segregada por linfocitos T
IL-3 Neutréfilos y eosindfilos Segregada por linfocitos T, células endoteliales, mastocitos y
Monocitos- macrofagos células NK
Basotfilos- mastocitos
Eritrocitos
IL-4 Linfocitos T Segregada por linfocitos T
Baso6filos-mastocitos
IL-5 LinfocitosB Segregada por linfocitos T y mastocitos
Eosinofilos
IL-6 Basofilos-mastocitos Segregada por linfocitos T y B, monocitos, células del estroma
Neutrdfilos y osteoblastos
Megacariocitos
IL-7 LinfocitosBy T Segregada por linfocitos T
IL-9 Linfocitos T Segregada por linfocitos T
Megacariocitos
Eritrocitos
IL-10 Linfocitos T
IL-11 Linfocitos B
Megacariocitos
Baso6filos-mastocitos
IL-12 CélulasNK
Eritropoyetina Eritrocitos Sintetizada en el rifién, induce la proliferacion de CFU-E
Trombopoyetina | Plaquetas Sintetizada por el riién y el higado, induce Ila

megacariopoyesis

FEC-GM Neutrdfilos y eosindfilos Estimula la produccién de granulocitos y monocitos Segregada
Monocitos-macréfagos por linfocitos T, células endoteliales, fibroblastos, macréfagos
Megacariocitos y osteoblastos
Eritrocitos

FEC-G Neutréfilos Estimula la produccién y la funcién de los granulocitos

FEC-M Monocitos-macréfagos Estimula la produccién y la funcidn de los monocitos

C-kit- Neutrdfilos y eosindfilos Estimula la célula madre pluripotencial

LIGANDO Basofilos-mastocitos

Megacariocitos

IL, Interleucina; FEC-GM, Factor estimulante de colonias granulomonociticas; FEC-G, Factor estimulante de
colonias granulociticas; FEC-M, Factor estimulante de colonias monociticas; NK, Células natural killer.
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Fig.No.15 Diferenciacién mieloide, donde se muestran los marcadores de membrana
que se expresan en cada célula. CPP, célula pluripotente; UFC-GEMM, unidad formadora
de colonias eritrociticas, granulociticas, monociticas y megacariociticas; UFC-GM, unidad
formadora de colonias granulomonociticas; UFC-G, unidad formadora de colonias
granulociticas; UFC-M, unidad formadora de colonias monociticas; UFC-Me, unidad
formadora de colonias megacariociticas; UFB-E, unidad formadora de brotes eritroides;
UFC-E, unidad formadora de colonias eritroides; IL, interleucina FEC-GM, Factor
estimulante de colonias granulomonociticas; FEC-G, Factor estimulante de colonias
granulociticas; FEC-M, Factor estimulante de colonias monociticas; Epo, eritropoyetina;
TPO, trombopoyetina; CD, cumulo de diferenciacién o marcador de membrana.
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Fig. No 16 Diferenciacién linfoide. Se muestran los principales marcadores de membrana que
expresan los linfocitos en cada etapa de su maduracién. IL, interleucina; NK, célula natural killer;
CD, cumulo de diferenciacion o marcador de membrana.
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Linea Eritroide

Las células de la linea eritroide tienen una proporcién de cerca del 25% de todas las células
en la médula dsea, guardando una relacién granulo/eritroide de 3:1. Todas las células
hematopoyéticas se encuentran localizadas en forma de cordones cerca de los senos vasculares.
Para el caso de los precursores eritroblasticos estos se encuentran contra la superficie externa de
las capilares sinusoides, en grupos bien diferenciados llamados islas eritroblasticas (unidad
anatémica de la eritropoyesis), formadas por uno o dos macréfagos centrales rodeados de
eritroblastos; este macréfago proporciona los nutrientes requeridos para la maduracion de los
eritrocitos, los cuales van alejdndose del cuerpo principal hacia la periferia de los macréfagos,
conforme maduran. La maduracidn inicia a partir del proeritroblasto, el cual genera 2 eritroblastos
basdfilos, los cuales se dividen en 4 eritroblastos basdfilos de 12 generacién, estos generan 8
eritroblastos basdéfilos de 22 generacién, que después de una ultima division mitética se
transforman en 16 eritroblastos policromatdfilos, los cuales ya no se dividen y se transforman en
eritroblastos ortocrdmicos, que al expulsar su nucleo originan 16 reticulocitos, los cuales
permanecen 48 a 36 horas en la médula ésea antes de salir a torrente sanguineo y madurar hasta
eritrocitos en un periodo de 24 horas.

Debe sefnalarse que, aunque cada proeritroblasto puede generar 16 eritrocitos, esto no
sucede casi nunca en la realidad, debido a la existencia de un mecanismo de eritropoyesis
ineficaz fisiolégico, genera solo 8 eritrocitos.

Los cambios bioquimicos y morfolégicos que ocurren en el interior de los eritrocitos durante
su maduracién (Tabla No. 6) se basan principalmente en la pérdida progresiva de la intensa
basoéfila del citoplasma y la compactacion de la cromatina del ndcleo hasta generar un nucleo
picnédtico que es expulsado del eritrocito por la formacién de una especie de anillo constrictor, este
anillo es formado por intensas contracciones del citoplasma desde la parte media de la célula hasta
lograr arrancar el nucleo con un pequefio halo de citoplasma; o bien cuando la célula atraviesa un
sinusoide medular. El nucleo expulsado es fagocitado por los macréfagos de la médula ésea.

La basoéfila del citoplasma en las etapas mds jévenes del eritrocito se debe a la intensa
produccion de ribosomas para iniciar la sintesis de globinas, las cuales van ensamblando la
hemoglobina a medida que madura el eritrocito y por tanto al aumentar su cantidad en el
citoplasma disminuye la basdfila del mismo por la propiedad acidéfila de la hemoglobina. El color
grisaceo del citoplasma del eritroblasto policromatoéfilo se debe a que la cantidad de ribosomas y
hemoglobina se encuentra equilibrada dando ese aspecto sucio a la célula. Ocurre algo similar con
los reticulocitos, pues al perder el ndcleo permanecen restos de ribosomas y reticulo, que sélo son
visibles con una tincidn supravital de azul de metileno, sin embargo, con la tincion de Wright
obtienen un color grisaceo por contener material baséfilo y acidéfilo en su citoplasma.
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TablaNo.6. Caracteristicas morfoldgicas y bioquimicas de las células de la linea eritroide.

Nombre Morfologia Tamafio Nucleo Nucléolos Relacion Tincién
(um) nucleo/citoplasma citoplasmica
Proeritroblasto 20-25 Redondo, 1-2 Muy elevada Basofila
cromatina laxa (Azul)
Eritroblasto 16-18 Redondo, Ausentes Elevada Intensa basofila
basdfilo engrosamiento (Azul intenso)

de cromatina

12-15 Redondo, Ausentes Baja Basofila/Acidéfila
cromatina (Griséceo)
irregular y burda

Eritroblasto
policromatofilo

Eritroblasto 10-15 Picnético Ausentes Muybaja Acidofila
ortocrémico (Anaranjado)
Reticulocito 3 8-10 Ausente Ausentes Basofila/Acidofila

(' ' (Griséceo)

Eritrocito 7-75 Ausente Ausentes Acidofila
(Rojo-rosa)
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La observacion de la morfologia eritrocitaria en un extendido sanguineo tefiido con un
colorante de Romanowsky es de gran utilidad para diagnosticar diversas patologias que suelen
presentar alteraciones caracteristicas en los eritrocitos. Las alteraciones en la morfologia del
eritrocito pueden clasificarse en cuatro grupos:

Alteraciones de tamafio (Tabla No. 7)

Alteraciones de la forma (Tabla No. 8)

Alteraciones de color o contenido de hemoglobina (Tabla No.9)
Presencia de inclusiones (Tabla No. 10)

PO

Tabla No. 7. Alteraciones de tamano.

Estado patol6gico

Anomalia Descripcién Morfologia .
relacionado

Variacion en el

Anisocitosis | tamafio de los *Inespecifica
eritrocitos
Eritrocitos con un

T VCM<80fL y un *Estados ferropénicos

Microcitosis » oo i
didmetro inferior a Hipertiroidismo

6um

*Déficit de acido félico y/o
Vit.By,

*Aplasia medular
*Anemia diseritropoyetica
*Alcoholismo
*Hepatopatias cronicas
*Mielodisplasias

Eritrocitos con un
Macrocitosis o | VCM> 100fL y
macrovalocitos| Diametro superior a
9um

*Anemia  megaloblastica
por déficit de folatos y
vitamina By,

Maéxima expresion de

Megalocitosis o
la macrocitosis
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Tabla No. 8. Alteraciones de forma (Poiquilocitosis).

Anomalia Descripcion Morfologia Estado patologlco
relacionado
*Esferocitosis
hereditaria
(Alteracion
o estructural de la
Eritrocitos espectrina
Esferocitos esféricos sin L
aparente palidez central anquirina, b anda 3 o
de la proteina 4.2)
: *Anemia hemolitica
autoinmune
*Postransfusional
*Hepatopatia
obstructiva
Eritrocitos con exceso de *Talasemias
... | superficie, por lo que *Déficit de hierro
;Zﬂggliigzg tiene una zona <_:entra| *Posgsplen_ectoml’a
) con mayor contenido de *Deficiencia de
Leptocitos . . .
hemoglobina, dandole un lecitina-colesterol
aspecto de diana de tiro aciltransferasa
(LCAT)
*HemoglobinaC
Eritrocitos en forma de F o
hoz o media luna, por la *Anemia falciforme
Drepanocitos | polimerizacion de la ./ por presencia de
hemoglobina S en : HbS
medios hipoxicos
*Hepatopatias,
uremia
*Carcinoma de
estomago
Eritrocitos *Ulcera péptica
con proyecciones cortas sangrante
Lo de punta roma vy *Déficit de piruvato
Equinocitos NP . .
distribucion uniforme en cinasa
la membrana del *Muestras
eritrocito conservadas por el
descenso del
adenosin trifosfato
(ATP)
Intraeritrocitario
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Tabla No. 8. Alteraciones de forma (continuacion).

Anomalia

Descripcion

Morfologia

Estado patoldgico
relacionado

Acantocitos

Eritrocitos con
proyecciones largas
e irregulares de
distribucion
heterogénea en la
superficie de la
célula

*Abetalipoproteinemia
*Hepatopatia alcohdlica
*Sindrome de Malabsorcion
*Posesplenectomia

Eritrocitos con
forma de lagrima o
espejo por una

*Anemia megaloblastica
*Talasemia

Dacriocitos proyeccién *Anemia ferropénica

citoplasmatica en *Anemia mieloptisica

uno de sus *Muielofibrosis

extremos
*Anemia hemolitica
microangiopatica
*Coagulacion intravascular

Fragmentos de diseminada (CID)

Esquistocitos

eritrocitos, tienen
formas  diversas,
pero prevalecen
Las formas
triangulares

*Vasculitis
*Glomerulonefritis
*Carcinomas
*Quemaduras graves
*Hemoglobinuria
manifiesta
*Protesisvalvulares
*PTT

Estomatocitos

Eritrocitos con su
zona

central alargada en
forma de boca

*Estomatocitosiscon
génita
*Alcoholismo
*Enzimopatias
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Tabla No. 8. Alteraciones de forma (continuacion).

. N . Estado patologico
Anomalia Descripcion Morfologia b 9
relacionado

Eritrocito con dos *Anemia hemolitica

Keratocitos

proyecciones en forma de
cuernos, generados por la

microangiopatica
*Coagulacion

ruptura  de  vacuolas intravascular
citoplasmaticas diseminada (CID)
*Protesis vasculares
*Anemias
_ hemoliticas por
Excentrocitos o | Eritrocitos con Quimicos o
células en distribucion irregular de la medicamentos
blister Hb en wuno de los *Déficit de glucosa-
extremos de la célula 6-fosfato-
deshidrogenasa
*eliptocitosis hereditaria
*anemia ferropénica
*talasemia
o Eritrocitos alargados con “mieloptisis
Eliptocitos *anemia megaloblastica

extremos redondeados

*anemiasideroblastica
*anemia diseritropoyetica
congeénita

TablaNo.9 Alteracionesdecolorocontenidodehemoglobina(Anisocromia)

Estado patoldgico

Anomalia Descripcién Morfologia .
relacionado
Eritrocitos que presentan
un aumento del ared « .
central de  palidez Ferropenias
Hipocromia o ' *Talasemias
Disminucién  de 14 XD vt
Porfirias

concentracion de Hb en
el eritrocito.
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Termino erréneo ya
gue el eritrocito no *Sin relevancia
contiene mas alguna salvo en la
Hipercromia hemoglobina, pero que v esferocitosis 0 en
por su tamafio y forma ) algunas anemias
pierde el area central de . hemoliticas
palidez y se tifie autoinmunes.
densamente

Basofila difusa o
policromasia
(reticulocitos)

Eritrocitos jovenes que
contienen
RNA, el cual le da una
tonalidad rosa grisacea
0 azulosa.

8]

restos de

*Anemias
hemoliticas
*Eritropoyesis
acelerada

Tabla No. 10. Inclusiones eritrocitarias.

Anomalia Descripcion Morfologia Estado patologlco
relacionado
*Anemia por
Cuerpos Inclusiones redondas, . Deficiencia de
de Howell- pequefias constituidas de vitamina By, y folatos
Jolly ADN. * *Asplenia funcional
*Postesplenectomia
*Intoxicacion con
Restos de microtdbulos | plomo
Anillos del huso mitdtico que | | *Anemia
De Cabot adquieren forma de ocho | 4 megaloblastica
o anular. *Anemia perniciosa
*Anemia hemolitica
*Déficit de
Granulos de  forma 2';‘2;'1(:(21 dasa
redonda o irregular *Intoxicacion
Punteado formados por agregados : lomo
basdfilo de ARN que se Eorp .
distribuyen en todo el Ta_lasemlas_
eritrocito. fErl_tropoye3|s
ineficaz
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*Deficiencia de
N glucosa 6  fosfato
Cuerpos redondos o . :,.'. deshidrogenasa
Cuerpos irregulares constltgldos » - (GGPI;)) o
X por Hb desnaturalizada # | *Estrés oxidativo
De Heinz s . .
visibles solo con A *Sindrome de
tinciones supravitales. Hb inestable
*Déficit de hexosa
monofosfato

Cuerpos pequefios que se
aglomeran en la periferia

Cuerpos qel _ e_rjtrocito i *Anemig _

De (siderocito), se tlnen_de - 5|derobla§t|ca

Pappenheimer azul negruzco con Wright % *Talasemia _
y de verde con azul de S *Hemocromatosis

Prusia (tincion supravital).
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Tabla No. 10. Inclusiones eritrocitarias (continuacién).

, ., . Estado patolégico
Anomalia Descripcion Morfologia P g
relacionado
Plasmodium:
- e /
P.vivax v *Malaria o
P.falciparum . N, ludi
P.malariae ) | paludismo
P.ovale :/ .
Parésitos :
-
. <
:: ) ‘r 7’
Babesia -f *Babesiosis
(L6




SISTEMA DE GESTION DE LA CALIDAD DE LOS
LABORATORIOS DE DOCENCIA

MANUAL DE LABORATORIO DE HEMATOLOGIA

Cadigo Fecha de elaboracion o revision Version
SGC-FESZ-QFB-ML25 20/05/2016 2 81/ 237
Fundamento

La observacion microscépica de la morfologia de los eritrocitos en un extendido de sangre
tefiido con un color ante tipo Romanowsky es indispensable para corroborar la patologia sugerida
por los resultados de la biometria hematica (BH), pues las anormalidades en los eritrocitos
disminuyen la deformacién de su membrana para el caso de las anemias hemoliticas, evidencian la
baja produccién de Hb para el caso de las anemias ferropénicas o la alteracion de su sintesis para
el caso de las talasemias, sugieren la deficiencia de enzimas indispensables para el metabolismo
eritrocitario, esclarecen algunos casos de fiebre de origen desconocido, afirman la deficiencia de la
hematopoyesis o simplemente indican que la muestra es vieja.

El estudio morfolégico de los eritrocitos requiere de gran experiencia del analista para
identificar el tipo de alteracidén eritrocitaria presente y asi poder relacionar el resultado de la BH
con la anormalidad y establecer un diagndstico, pues la misma alteracion sugerira el tipo de
tratamiento.

Materialeinstrumentos

e Microscopio
e Preparaciones fijas de frotis sanguineos tefiidos con colorantes tipo Romanowsky

Reactivos
e Aceite de inmersion
Procedimiento

1. El profesor hara entrega de una preparacion fija por equipo de trabajo.

2. Realizar la iluminacion de Koehler para asegurarse de enfocar adecuadamente el
microscopio.

3. Con el objetivo 100X observar la laminilla en busca de la alteracion morfolégica indicada en
la etiqueta de la preparacion.

4. Una vez localizada la anomalia, se dejara fija en el microscopio para que todo el resto del
grupo observe las caracteristicas morfoldgicas encontradas.

5. Observar y dibujar o fotografiar las células con alguna anormalidad identificada
(caracteristicas de la célula y sus cambios en estructura, forma, etc.).

6. Finalizada la sesién limpiar las laminillas y entregar las libres de aceite al asesor.

7. Limpiar el microscopio.

Actividades

e Elreporte que se entregara consistird en los dibujos o fotos de las células, la descripcién y
el nombre de los que se observd.
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Linea Mieloide (Granulocitos, Monocitos y Megacariocitos)
Linea granulocitica

Las células de la granulopoiesis constituyen un 60-65% de los componentes citoldgicos
medulares. Los cambios morfoldgicos evolutivos se resumen en:

° Reduccién de la relacién nucleo-citoplasma.

° Desaparicién de los nucléolos.

° Maduracién de la cromatina nuclear.

° Desaparicién de la basdfila citoplasmatica.

° Aparicion de la granulacién primaria azurdfila a partir del promielocito. En esta etapa

es imposible distinguir con tinciones de Romanowsky si la célula dard origen a un
neutrdéfilo, un eosindfilo o un baséfilo; sin embargo, cada promielocito ya esta
comprometido hacia alguna de estas lineas celulares.

° Aparicién de la granulacién secundaria o especifica (neutroéfilo, eosindfilo y baséfilo) a
partir del mielocito. Reconocibles morfolégicamente por tinciones de Romanowsky.

La primera célula de la serie granulopoyética identificable morfolégicamente es el
mieloblasto, el cual da origen al promielocito, y éste al mielocito, metamielocito, banda vy
finalmente al segmentado (Tabla No.11). Existen 4 etapas mitdticas entre el mieloblasto vy el
metamielocito, a partir de esta etapa y a no hay divisiones celulares. Por ultimo, tiene lugar la
indentaciéon y segmentaciéon nuclear al llegar a la etapa de metamielocito y segmentado,
respectivamente. Todo el proceso de granulopoiesis ocurre entre 4 y 7dias.

Las principales alteraciones morfolégicas que ocurren en la serie neutrofilica se engloban en
3 grupos:

1. Alteraciones nucleares (Tabla No. 12).
2. Alteraciones de la granulacion (Tabla No. 13).
3. Inclusiones citoplasmaticas (Tabla No. 14)

Eosindfilos: Tienen un tamafio semejante a los neutrdfilos y se caracterizan
morfolégicamente por contener en su citoplasma granulos aciddfilos. Tienen una forma
redondeada, su tamafio oscila entre 0,5 y 1,5um, ocupan todo el citoplasma de la célula, pero no
se sobreponen en el nucleo y se tifien de color anaranjado-pardo brillante con las tinciones
pandpticas, siendo muy fragiles. El nucleo en la etapa final de segmentado solamente alcanza la
bilobulacidn simétrica y en una proporcién muy escasa el eosinéfilo puede llegar a formar tres
I6bulos perfectamente simétricos unidos por finos puentes de cromatina.

Basdfilos: La maduracidon de estas células aun no estd muy bien esclarecida como en el caso
de las otras células sanguineas, sin embargo, se sabe que derivan de una célula germinal
comprometida hacia la granulopoiesis baséfila. A diferencia de los baséfilos tisulares o mastocitos,
son células redondeadas cuyo tamafio oscila entre 10 y 13um. El nicleo de cromatina densa
posee generalmente dos o tres I6bulos unidos por puentes cromatinicos, en ocasiones dificiles de
visualizar dada la presencia de las numerosas granulaciones baséfilas propias de la célula. Su
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distribuciéon en la célula es tan irregular que tapan el ndcleo. La granulacién baséfila, cuyo tamafio
varia entre 0,2 y 1um, adquieren un color purplreo a negro con las tinciones pandpticas por el
cardcter acido del contenido de sus granulos (heparina, condroitin sulfato, histamina y mediadores
vasoactivos e inmunomoduladores). La caracteristica principal de los granulos basoéfilos es su
metacromasia con los colorantes azules (azul de metileno, azul de toluidina), con los que adquiere
una tonalidad rojiza, mientras que el resto de las estructuras celulares se tifien de color azul.
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Tabla No. 11. Caracteristicas morfolégicas y bioquimicas de las células de la linea granulocitica.

Célula Morfologia Tamafio Ndcleo Nucléolos . Tm9|on_ Grar)u_lauon
celular(um) citoplasmica visible
Mieloblasto 15-20 Eitiondo, cromatina 2-3 Azuloscura Ausente
Promielocito 16-25 Redonqlo u ovalado, 1-3 Azuloscura Azurdfila
cromatina menos laxa (purpura)
Redondo, achatado en Rosaclaro Escasa azurofila
Mielocito 12-18 uno de sus extremos, | Ausentes conhalosa y abundante
cromatina condensada zules especifica(rosa)
Arrifionado o forma de Primordialmente
Metamielocito 10-15 frijol, cromatina | Ausentes Rosado -
especifica
condensada
En forma de herradura,
Banda 9-15 cromatina picnética en | Ausentes Rosado Rojo-rosado
los extremos
Segmentado: ; Segmentado, 2 a 4
g e ’g 9-15 I6bulos, cromatina | Ausentes Rosado Rojo-rosado
Neutrofilo <
muy condensada
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Tabla No. 11. Caracteristicas morfoldgicas y bioquimicas de las células de la linea granulocitica (continuacidn).

Célula Morfologia Tamarioce Nucleo Nucléolos T,mu_oncn Grar_1u_IaC|on
lular(um) oplasmica visible
o
Bi otrilobul

Segmentado: com agtto Ogléoa?/?s’ible Incolora, en
gme : 10-13 pacto, p Ausentes ocasiones Azuloscuro

Basofilo Por la abundante arouraclaro

granulacion purp
Bilobulado, en Rojo-naranja
Eosindfilo 12-14 ocasiones 3 l6bulos Ausentes Rosado

refringente
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Tabla No. 12. Alteraciones nucleares de los neutréfilos.

. N . Estado patologico
Anomalia Descripcion Morfologia P 9
relacionado

Pelger-Huet Leucocito con nucleo *Alteracion benigna.

Pseudo Pelger-Huet

bilobulado,
denominadas células
Quevedo, por el
aspecto de lentes que
adquiere el nucleo.

Neutrofilo con
nucleo redondo u
ovalado.

*Infecciones
bacterianas.
*Trastornos
mieloproliferativos.
*Estados
mielodisplasicos.

Ncleo en anillo

Neutrofilos con
nucleo en forma de
dona

*Trastornos
mieloproliferativos
cronicos y
Mielodisplasicos.
*Leucemiasagudas.

Hipersegmentacion
nuclear

Nucleo con méas de 5
segmentos en
neutréfilos y mas de
2 en eosindfilos

*Anemia
megalobléstica por
deficiencia de vitamina
B,y folatos.
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Tabla No. 13. Alteraciones en la granulacién de los neutréfilos.

Anomalia

Descripcion

Morfologia

Estado patologico
relacionado

Granulacion téxica

Neutréfilos con
abundante
granulacion primaria

*|nfecciones
bacterianas.
*Quemaduras.
*Cancer.
*Anemia aplasica.
*|ntoxicaciones.

Neutrofilos
agranulares

Neutrofilos sin o con
escasos granulos y
citoplasma rosa
azuloso

*Trastornos
mielodisplasicos y
mieloproliferativos.
*Leucemias
mieloides agudas.
*Deficiencia de
mieloperoxidasa.

Leucocitos con

. granulos gigantes, *Trastorno
Anomalia de - iy L
: - . debido a la fusion de autosomico
Chediak Higashi . L .
granulos primarios y recesivo.
secundarios
Estructuras largas en
forma de aguja debido « .
alafusiony miell_oeiltjj((:ezmtlj?ja'
cristalizacion de M1 guaa:
BastonesdeAuer granulos azurofilos, se M2
tifien de color azul M3
rojizo. Presentes en
. M4
mieloblastos y
promielocitos
Promielocito
CéluladeFagot conabundantesbastone M3

sdeAuer
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Tabla No. 13. Alteraciones en la granulacion de los neutroéfilos (continuacion).

Anomalia

Descripcién

Morfologia

Estado patol6gico
relacionado

Anomaliade Alder-
Reilly

Gréanulos gruesos
rojo violaceo en los
leucocitos, trastorno

hereditario. Su
aspecto en los
neutrdfilos es
semejante al de las
“granulaciones
toxicas” observadas
habitualmente en las
leucocitosis producto
de infecciones, pero
la presencia de
granulos en los
linfocitos, a veces
dentro de vacuolas,
gue en ocasiones
adquieren forma de
coma es sugestivo de
esta anormalidad

*Asociada a
Mucopolisacaridosis.

Tabla No. 14. Inclusiones citoplasmaticas en los neutrdfilos.

Estado patol6gico

Anomalia Descripcién Morfologia .
relacionado

Inclusiones de color *Sepsis por

gris-azuloso palido infecciones
cerca de la periferia, bacterianas. *
; compuestas de uemaduras.

Cuerpos de Dohle P S .
agregados de Sindromes

reticulo
endoplasmico
rugoso

mielodisplasicos y
mieloproliferativos
cronicos.

Vacuolizacion
toxica

Areas circulares o
irregulares, claras y
no tefiidas

*Sepsis por
infecciones
bacterianas.
*Quemaduras.
*Estados toxicos.
*Cancer.
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Tabla No. 14. Inclusiones citoplasmaticas en los neutréfilos (continuacion).

Estado patologico

Anomalia Descripcion Morfologia .
relacionado

3

*Anaplasmosis 0

Inclusiones N
. - Erlichiosis
Moérula granulares, basofilas P
. granulocitica
y de forma irregular
humana.

Linea Monocitica

La teoria actual enmarca que los monocitos sanguineos y macréfagos libres vy fijos provien
en del monoblasto y promonocito. La maduracién de esta linea celular se inicia a partir de la UFC-
GM que pasa a monoblasto por accién de interleucinas y factores de crecimiento
correspondientes a la maduracién de los monocitos, los monoblastos son en aspecto similares a
los mieloblastos. Los monoblastos son células grandes con nuicleo excéntrico que contienen uno o
dos nucléolos visibles. Luego del proceso mitético y maduracion, el monoblasto se transforma en
un promonocito, teniendo tamafio similar al blasto. El promonocito presenta poca granulacidn, la
cromatina ya no es tan laxa como para mostrar nucléolos, pero si lo suficiente para evidenciar
una serie de pliegues y muescas que se generan en el nlcleo (caracteristica principal), el
citoplasma suele ser irregular y de gran tamafio. Con forme avanza su maduracién alcanza la
etapa de monocito en sangre periférica. Al monocito se le describe como la célula mas grande del
torrente sanguineo, pero no siempre es asi. Tiene citoplasma abundante que puede o no
contener vacuolas, el nucleo tiene forma arrifionada con cromatina reticular y pequefios grumos;
el contenido y tamafio granular varian de manera considerable con la maduracién de la célula. A
esta etapa se le considera transicional ya que cuando el monocito abandona la sangre y se
interna en los tejidos se transforma en macréfago, que dependiendo del tejido en que se
encuentre este adquiere un nombre y caracteristicas especificas. Los macréfagos son células de
gran tamafio, pleomérficos y muy moviles (Tabla No. 15).

Tabla No. 15. Caracteristicas morfoldgicas y bioquimicas de las células de la linea monocitica.

Tamarno
Célula Morfologia celular Nucleo Nucléolos | Citoplasma
(pm)
Grande y *Abundante
Monoblasto 15-25 redond_o, 1-2 de C,afaCter
cromatina basofilo.
laxa *Agranular.
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Tabla No. 15. Caracteristicas morfoldgicas y bioquimicas de las células de la linea monocitica
(continuacion).

Tamario
Célula Morfologia celular Nucleo Nucléolos | Citoplasma
(Lm)
Irregular,
con *Abundante,
. liegues o azul grisaceo.
Promonocito 12-20 | P1€S 0-1 x grisace
muescas, Granulacion
cromatina azurdfila fina.
fina
*Abundante,
irregular y
Reniforme grisaceo.
o irregular, *Fina
. de gran ranulacion
Monocito 15-30 9 Ausentes g e
tamafio vy azurdfila.
cromatina *Aspecto de
grumosa vidrio
esmerilado o
arenoso.
3 Bt
o *Abundante,
, A . Redondo u ) ranuloso,
Macrofago - ’3,' gy 15-85 Variable | 9
AT ) ovalado vacuolado e
. irregular.

Linea Megacariocitica

La produccidn de plaquetas presenta caracteristicas Unicas que no presentan las demas
células hematopoyéticas, pues mientras que las demds estirpes se dividen por mitosis hasta
obtener aproximadamente 16 células maduras a partir de un precursor, los megacariocitos sufren
una mitosis incompleta, es decir, tienen divisién nuclear, pero carecen de telofase creando asi un
nucleo multilobulado, a este proceso se le llama endomitosis. Cada Iébulo del nicleo que se
forma es diploide (2N), por lo tanto, los megacariocitos siempre son poliploides.

La célula inicial en la secuencia de maduracién es el megacarioblasto (MK1), el cual posee
similitud con los demas blastos o de morfologia linfoide, tienen escaso citoplasma y de caracter
basofilo, pose en un solo nucleo que evidencia de 2 a 6 nucléolos.

Al aumentar el volumen del citoplasma y al alcanzar un didmetro de 80um el
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megacarioblasto se transforma en un promegacariocito (MK2). En esta etapa se pueden observar
tres tipos de granulos (densos, alfa y lisosémicos) dispersos en todo el citoplasma y el nicleo ya
es lobulado. Las lineas citopldsmicas de demarcacién se hacen notorias hasta la tercera etapa,
denominada megacariocito basdfilo (MK3) por la coloracién azulosa que adquiere el citoplasma.
La etapa final es el megacariocito maduro (MK4), el cual se encarga de liberar segmentos
citoplasmaticos denominados proplaquetas (plaquetas gigantes), las cuales se van fragmentando
conforme avanzan hacia el torrente sanguineo dando paso a fragmentos pequeios llamados
plaquetas, que intervienen en los procesos hemostaticos del organismo (Tabla No. 16).

Tabla No. 16. Caracteristicas morfolégicas y bioquimicas de las células pertenecientes a la linea
megacariocitica.

Célula Morfologia Tamano Morfologia Citoplasma
celular(um) nuclear
Redondo,
similar al de un | *Escasoy de
Megacarioblasto 10-15 linfocito, caracter
presencia de basofilo.
nucléolos
*Basofiloy
. Lobulado,2- Presencia de
Promegacariocito 50-80 4(4N-8N) granulacion
azurofila.
- -
Megacariocito Lobulado, 4- hﬁ%ﬁr?;;r?{élo
basofilo 50-80 16 lobulos granulacion
(8N-32N) e
azurdfila.
*Rosaceo y con
demarcacion
Megacariocito Lobullado, 4- | citoplasmica
maduro 20-60 16 I6bulos (campos _
(8N-32N) plaquetarios).
*Abundante
granulacion.

Tabla No. 16. Caracteristicas morfoldgicas y bioquimicas de las células pertenecientes a la linea
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megacariocitica (continuacion).

Célula Morfologia Tamanoce Morfologia Citoplasma
lular(um) nuclear
. *Grisaceo y con
Proplaquetas : v 2-4yhasta7o0 abundante
(1) y plaquetas » mas en las Nucleo ausente granulacion
@) 2 . proplaquetas azurofila en el
centro.
ANOMALIA DESCRIPCION MORFOLOGIA ESTADQ
PATOLOGICO
Plaquetas gigantes Plaquetas gigantes Condiciones

Mayora 8 pyen
algunos casos
deformes

T
'\3

L

o8

hereditarias como el
sindrome de Bernard-
Soulier o adquiridos
como la parpura
Trombocitopénica
autoinmune,
desordenes
mieloproliferativos

Agregados
plaquetarios

Cumulos de plaquetas

PTT, PTI, trastornos
proliferativos,
Trombocitopenia
primaria, en la
insuficiencia renal y en
algunos pacientes es
causado por el EDTA

Plaqueta gris

Plaquetas carentes de
granulos alfa

Trastorno hereditario
raro de la coagulacion,
caracterizado por
macrotrombocitopenia,
mielofibrosis,
esplenomegalia

Sindrome de Wiskott-
Aldrich

Plaquetas pequefias
Menores a 3

La enfermedad se
caracteriza por
trombocitopenia, con
plaguetas pequefias e
inmunodeficiencia
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Satelitismo
plaquetario

Adhesion de las
plaquetas a los
neutroéfilos

Cuando se usa EDTA
como anticoagulante,
puede verse una
adherencia de
plaquetas alrededor de
los polimorfonucleares
Solo se produce una
pseudotrombocitopenia

16 a Tabla de anormalidades plaquetarias pag 95

ANOMALIA

DESCRIPCION

MORFOLOGIA

ESTADO PATOLOGICO

Monocitos de
BEQUEZ-CHEDIAK-
HIGASHI

Grénulos gigantes
en el citoplasma

Acumulacién deproteinas
lisosomales

en lisosomas. Enfermedad
metabolica

hereditaria

Mucopolisacaridos

Presencia de
abundantes
granulos
azurofilos
heterogéneos en
tamafio y
vacuolizacién

Enfermedades de sobrecarga
lisosomal. Suelen causar
retraso en el desarrollo con
malformaciones oseas y
deterioro neuroldgico.
Afecta también a los
macréfagos

Macréfagos de la
Enfermedad de
Gaucher

Macréfagos con
cumulos de
glucocerebrosidos

Enfermedades de sobrecarga
lisosomal. Suelen causar
retraso en el desarrollo con
malformaciones oseas y
deterioro neuroldgico.
Afecta también a los
macrdfagos
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Macréfagos de la
Enfermedad de
Niemann Pick

Macrdéfagos con
cumulos de
Esfingomielina

Enfermedades de sobrecarga
lisosomal. Suelen causar
retraso en el desarrollo con
malformaciones oseas y
deterioro neuroldgico.
Afecta también a los
macrofagos

Macréfagos con
inclusiones
parasitarias,
bacterianas o con
hongos

Macrdéfagos con
cuerpos de
inclusion

Suelen observarse parasitos
como la Leishmanias.
Hongos como los
histoplasmas o bacterias
como las micobacterias en el
citoplasma de los
macrofagos

Tabla 15 a alteraciones morfoldgicas de los monocitos-macrofagos

pag 93

ANOMALIA | DESCRIPCION | MORFOLOGIA ESTADO PATOLOGICO

Linfocitos Linfocitos Lascausasdeunalinfocitosisreactivason: -
irritativos o grandes que Streptococcus, citomegalovirus,
activados parece que se farmacos, virusEpstein-Barr

recargan en los
eritrocitos. Se
activan por
estimulacion
antigénica

(mononucleosisinfecciosa), sifilis,
toxoplasmosis,
vacunaciényhepatitisvirica



http://www.esacademic.com/dic.nsf/es_mediclopedia/12799/linfocitosis
http://www.esacademic.com/dic.nsf/es_mediclopedia/21960/virus
http://www.esacademic.com/dic.nsf/es_mediclopedia/21673/vacunaci
http://www.esacademic.com/dic.nsf/es_mediclopedia/11407/hepatitis
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Linfocitos Linfocitos que Presentes en mucopolisacéridosis,
vacuolados presentan gangliosidosis sindromes proliferativos
vacuolas vacias (LLAL3)
o con
inclusiones o
solamente
inclusiones
azurofilas
Células Células Se presentan en la mucopolisacaridosis
plasmaéticas plasmaéticas con tipo 111
con abundante
inclusiones citoplasmay
citopldsmicas | cuerpos de
inclusién
Células Presentan Presentes en infecciones virales y
plasmaéticas abundante gammapatias monoclonales
multinucleadas | citoplasma

azurofilo y mas
de 2 nlcleos o
muy bizarras

Tabla 17 a alteraciones morfolégicas de los linfocitos pag. 96
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Linea Linfoide

Los linfocitos son las células sanguineas con la linea de maduracion mdas compleja, pues
dependiendo la estirpe a la que pertenezcan seguirdn su maduracién en el bazo, en el timooen la
misma médula ésea, por lo cual para comprender mejor su maduracion, los drganos en los que
maduran se clasifican en érganos linfaticos primarios (médula ésea y timo) y secundarios (bazo,
placas de Peyer, anillo de Waldeyer y ganglios linfaticos), pues cada estirpe linfoide se clasifica a su
vez en diversas subpoblaciones. La proporcidn que ocupan dentro de la médula ésea junto con los
monocitos y macréfagos es de aproximadamente 15%.

Todos los linfocitos provienen de una célula madre comprometida hacia la linea linfoide
(UFC-L), de esta se desprenden los precursores condicionados a linfocitos T, que maduran en el
timo y los precursores condicionados a linfocitos B, que maduran en médula dsea. Los distintos
tipos de linfocitos no se pueden diferenciar morfoldgicamente, para ello se emplea la
citofluorometria y anticuerpos monoclonales dirigidos a marcadores de membrana especificos en
cada subpoblacion de linfocitos, sin embargo, por métodos de tincién convencionales pueden
observarse tres estadios morfoldgicos de maduracion: linfoblasto, prolinfocito y linfocito maduro.

El linfoblasto es una célula pequefia o mediana (10-18um) con nucleo redondo u ovalado
gue abarca casi todo el citoplasma, tiene cromatina laxa que puede mostrar uno o mas nucléolos.
El citoplasma es escaso y presenta Basoéfila proporcional a la cantidad de ARN presente. En el
cambio de linfoblasto a prolinfocito ocurren cambios sutiles, como una cromatina levemente mas
condensada sin ocultar el nucléolo, una disminucion del nucleo y un cambio en el grosor de la
membrana nuclear. El cambio a linfocito sanguineo es mas evidente, pues disminuye el nucleo, el
cual posee cromatina condensada, el citoplasma es mds abundante y levemente basdfilo, en
algunos casos con pequefios granulos azurdéfilos y por lo general adoptan una forma redondeada.
En sangre periférica podemos identificar morfolégicamente tres tipos de linfocitos: pequefio,
mediano y grande (Tabla No. 17).
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Tabla No. 17. Variaciones morfoldgicas de los linfocitos.

Tamario
Célula Morfologia celular Nucleo Cromatina | Citoplasma
(Lm)
Redondo, *Escaso a
) . Condensada,
Linfocito ‘ 6-10 oval, con irregular moderado, de
f ' muesca . incoloro a
pequeno - . nodefinida
oestirado azul claro.
*Moderado,
de incoloro a
Linfocito maticesde
: 11-14 Redondo Variable azul claro,
mediano
poCcos
granulos
azurofilos.
*Moderado a
Redondo,

. . oval, con . ab_undante,
Linfocito mue:sca Variable, de incoloro a
grande 15-20 . ’ condensada, basdfilo en

estirado, por . .
granular reticular ocasiones
lo general no .
con granulos
plegado
grandes.
Linfocito *Moderado
basofilo Redondo Condensada muy
(activado) basofilo.
*Muy
Muy vasta, abundante,
, condensada, con intensa
Célula Redondo L, -
" L definicion Basofilia vy
plasmatica excéntrico
clarade la una zona
paracromatina | clara cerca
del nucleo.

Los linfocitos también pueden clasificarse por su funcién inmunitaria en: linfocitos By T
diferenciables Unicamente por citofluorometria, pero en algunos casos es posible establecer
ciertas relaciones con la morfologia. Esta diferenciacion inmunitaria se hace evidente en la etapa
de prolinfocito.

Los linfocitos B adquieren su competencia inmunolégica en la médula dsea, donde se
desencadena la reorganizacion de los genes de inmunoglobulinas (Ig) citoplasmaticas y de
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superficie (IgD e IgM). A medida que avanza el proceso madurativo se van desarrollando nuevas
subpoblaciones con nuevos antigenos. Cuando el linfocito B recibe un estimulo antigénico
aparecen las IgG, IgA e IgE, transformandolo en una célula plasmatica completando asi su total
diferenciacién. La funcidn principal de esta clase de linfocitos es la respuesta inmunitaria
humoral.

Los linfocitos T adquieren su competencia inmunoldgica en el timo, sin embargo su
descripcion es mas compleja, ya que los marcadores de membrana aparecen, desaparecen y
reaparecen durante el desarrollo de la célula y al contrario de los linfocitos B que adquieren su
maduracion total al exponerse a un estimulo antigénico, los linfocitos T sufren una regresion a la
etapa de linfoblasto para producir linfocinas y adquirir memoria inmunoldgica cuando sufren un
segundo estimulo, por este mismo antigeno se genera entonces su diferenciacién total
transformandose en linfocitos activados productores de perforinas. Los linfocitos T al igual que
los B desarrollan subpoblaciones dependiendo de los marcadores expresados en su membrana,
siendo los mas comunes los linfocitos T CD4 o cooperadores/supresores y los linfocitos T CD8 o
citotoxicos.

Existe otra poblacion de linfocitos denominada NK o células asesinas naturales, que se
encargan de la destrucciéon de otras células del organismo, contribuyendo al recambio celular
normal y al control de la proliferacion. Estos linfocitos son los de menor porcentaje y pueden llegar
a distinguirse morfolégicamente por su tamafio y cierta granulacion azurdéfila en el citoplasma
(linfocito grande granular).
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Fundamento

La evaluacion morfoldgica de los leucocitos en los extendidos sanguineos tefiidos con un
colorante de tipo Romanowsky es indispensable para diferenciar una gran cantidad de
padecimientos relacionados con la maduracion celular, infecciones bacterianas y viricas o inclusive
parasitarias, anormalidades congénitas o de proliferacién celular en sindromes mieloproliferativos
o mielodisplasicos, gracias a que los organelos de cada célula poseen distintos compuestos que les
confieren una gama de colores especificos para su diferenciacion morfolégicamente en la mayoria
de los casos.

La informacién que se obtiene al examinar una extension de sangre periférica adquiere gran
importancia ya que del analisis visual de las células blancas se puede valorar:

a) Hallazgo de anomalias de maduracién nuclear y citoplasmatica.

b) Caracteristicas generales de tamafio y color.

C) Hallazgos de trastornos leucocitarios y su delimitacion.

d) Presencia de cuerpos de inclusidn y su asociacion a causas viables.

La evaluacion cualitativa de las caracteristicas morfoldgicas de los eritrocitos, leucocitos y
plaquetas, por medio del examen de extendidos de sangre puede contribuir en mucho al diagnéstico
de afecciones de la sangre.

Material e instrumentos

e Preparaciones fijas de leucocitos
e Microscopio

Reactivos
e Aceite de inmersion
Procedimiento

1. El profesor hara entrega de una preparacion fija por equipo de trabajo.

2. Realizar la iluminacién de Koehler para asegurarse de enfocar adecuadamente el microscopio.

3. Con el objetivo 100X observar la laminilla en busca de la alteraciéon morfoldgica indicada en la
etiqueta de la preparacion.

4. Una vez localizada la anomalia, se dejara fija en el microscopio para que todos los integrantes
de los equipos observen la morfologia de las células.

5. Dibujar o fotografiar las células con alguna anormalidad.

6. Finalizada la sesidn limpiar las laminillas hasta retirar todo el aceite de inmersién y dejarlas
secar al aire, limpiar con una gasa o algodon el exceso de aceite. Entregarlas limpias al asesor.
Finalizada la sesién, regresar las laminillas limpias y libres de aceite al asesor.

7. Limpiar el microscopio.

Actividades

e El reporte que se entregarda consistird en los dibujos o las fotos de las células, la
descripcién y nombre de lo que se observé.
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MODULOIV

FORMULA BLANCA'Y
PRUEBAS ESPECIALES

G Eosinofilo
e Neutrofilo

0 Célula en banda

@ Glébulo rojo

@ Linfocito

@ Monocito
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Frotis de Sangre Periférica y Cuenta Diferencial

La morfologia de las células sanguineas es el complemento de la biometria hematica. Sélo a
través del examen cuidadoso de un frotis sanguineo se pueden obtener indicios adicionales de la
naturaleza de la anemia, leucemia, etc., como cambios en la forma y caracteristicas de tincion de
los eritrocitos y leucocitos, y aparicién de células inmaduras o anormales.

El recuento diferencial puede definirse como estudio cualitativo de los eritrocitos, plaguetas
y leucocitos de cada tipo: polimorfonucleares, linfocitos y monocitos, junto a un estudio de la edad
y anomalias morfolégicas de los mismos. Otra definicion para el concepto de diferenciales que
representa el porcentaje de distribucién de los diferentes tipos de leucocitos y el estudio
cualitativo de los mismos sobre una extension tefida.

Exploracidn clinica de la Hematologia

En la practica clinica, el estudio de la médula dsea reviste una importancia de primer orden
en multiples enfermedades hematoldgicas y no hematoldgicas. En efecto, en algunos procesos
como la leucemia aguda, el diagndstico reside precisamente en la identificacion de los blastos, los
cuales pueden estar o no en sangre periférica, por lo cual la informacion citoldgica es
imprescindible. Disponemos fundamentalmente de las siguientes exploraciones:

a) Aspirado de médula 6sea (citologia medular o mielograma).
b) Biopsia medular (histopatologia).

C) Gammagrafia medular.

d) Ferrocinética.

e) Cultivo de progenitores hematopoyéticos.

Examen de las extensiones de sangre teiiidas

Se ha dicho, y con mucha razén, que un estudio inteligente de la extensidn tefiida, junto con
el calculo de la concentracion hemoglobinica, proporcionara el 90% de toda la informacion
diagndstica que pueda obtenerse de un examen hematoldgico.

Un frotis (como vulgarmente se le conoce) no es otra cosa mas que una pelicula de sangre
o cualquier otro liquido biolégico extendido sobre la superficie de una laminilla de vidrio, el cual se
seca, se fija y se tifie ulteriormente con un colorante que nos permita observar y diferenciar la
morfologia de todas las células presentes en ese extendido. El frotis sanguineo debe realizarse
dentro de las 3 primeras horas de haber obtenido la sangre para evitar anormalidades por efecto
de almacenamiento de la muestra.

Preparacion de los frotis sanguineos

Para su preparacion puede utilizarse el método de los cubreobjetos o el de los portaobjetos
(Figura No. 17).

El método de los cubreobjetos ofrece la ventaja de obtener una distribucién mas
homogénea de la sangre, sin embargo, son fragiles y dificiles de tefir, por lo cual hoy es un
método poco utilizado por no poderse emplear métodos automatizados para su preparacion. El
método de los portaobjetos es el de mayor aceptacion en todos los laboratorios, pues estos por su



SISTEMA DE GESTION DE LA CALIDAD DE LOS
LABORATORIOS DE DOCENCIA

MANUAL DE LABORATORIO DE HEMATOLOGIA

Caodigo Fecha de elaboracion o revision Version Péagina

SGC-FESZ-QFB-ML25 20/05/2016 2 102 /237

mayor resistencia pueden rotularse y almacenarse por un tiempo indefinido. Hoy en dia existen
equipos automatizados que preparan extendidos sanguineos de buena calidad que permiten al
analista ahorrar tiempo y optimizar su trabajo dentro del laboratorio, ejemplos de estos aparatos
son el Miniprep® y el Ne-Alfa® de Sysmex. También hay aparatos para tincion de laminillas un
ejemplo de estos es el Hema-tek®deSIEMENS.
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Fig.No.17. Es quema de las técnicas para preparar frotis de sangre. a) Técnica de los portaobjetos;
b) Técnica de los cubreobjetos.

Fijacion

La extensién sanguinea, una vez seca, debe someterse a un proceso de fijacién para poder
ser teflida mediante el colorante de eleccién. Este paso es omitido cuando se emplea la tincion de
Wright, pues el colorante ya contiene un fijador a diferencia de otros colorantes. La fijacion tiene

lugar en el primer minuto cuando se aplica un colorante sin diluir. Con los colorantes acuosos hay
gue emplear agentes quimicos o calor antes de la aplicacion del colorante.

Colorantes

La mayoria de los colorantes son compuestos organicos que tienen alguna afinidad
especifica por los materiales celulares. Muchos colorantes utilizados con frecuencia son moléculas
cargadas positivamente (cationes) o negativamente (aniones).

e Colorantes acidos: Son moléculas cargadas negativamente (aniones) y se combinan con
los constituyentes celulares cargados positivamente, tales como las proteinas. También
son llamados baséfilos, el ejemplo mas comun es la eosina.

e Colorantes bdsicos: Son compuestos catidnicos con afinidad por los constituyentes
celulares cargados negativamente, tales como los 4cidos nucleicos y los
polisacaridosacidos; a estos colorantes también se les conoce como acidéfilos. Ejemplo de
colorantes aciddéfilos son el azul de metileno.

e Colorantes policromaticos: Tradicionalmente, las tinciones se han logrado mediante el uso
de colorantes que con frecuencia derivan de la anilina (tinciones tradicionales o clasicas).
Los colorantes policromaticos son el resultado de la combinacién de un colorante basico
(azul de metileno) y un colorante acido (eosina), que, al reaccionar entre si, generan un
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compuesto de propiedades distintas a los compuestos iniciales. También se le conoce
como colorante de tipo Romanowsky. Ejemplos de este tipo de colorantes son: el
denominado Wright, Giemsa, Leishman, May-Grinwald, y que son una mezcla de dos
colorantes primarios, azul de metileno y eosina.

Tinciones especiales

Tinciones fluorescentes: emplean colorantes (fluorocromos) que se fijan a las células y
que cuando son estimulados por una luz ultravioleta, emiten una radiacién visible de un
color caracteristico. Los fluorocromos mas utilizados en esta clase de tinciones son: el
naranja de acridina y el rojo neutro.

Tinciones citoquimicas: demuestran la presencia mas o menos abundante o la ausencia
de determinadas enzimas, localizadas en el interior de los granulos citoplasmaticos de los
leucocitos.

@)

Fosfatasa alcalaina: Se hace reaccionar la fosfatasa alcalina leucocitaria con
alguna solucidn de fosfato de naftol, de dicha reaccién se libera naftol y por
accién de una sal de diazonio (depende de la casa comercial) se produce un
pigmento insoluble y visible en el interior de los leucocitos con actividad de
fosfatasa alcalina.

Fosfato de naftol + fosfatasa alcalina leucocitaria  —— » naftol
Naftol + sal de diazonio ———— pigmento insoluble colorido

Peroxidasa leucocitaria: Las peroxidasas son catalasas lisosomales que
transfieren el hidrégeno desde un donador adecuado (anteriormente bencidina)
a un peroéxido (peroxido de hidrégeno). Empleando 4-cloro-2-naftol, se oxida y
se transforma en un colorante insoluble color pardo negruzco, que se emplea
como indicador de la correspondiente actividad de peroxidasas.

Acido Peryédico de Schiff: El cido peryddico oxida los glicoles hasta aldehidos,
los cuales se hacen reaccionar con el reactivo de Schiff (mezcla de
pararrosanilina y metabisulfuro de sodio) para generar un compuesto rojizo, por
la liberacién de una pararrosanilina adicional, que tifie los elementos celulares
que contienen glicol.

o-Naftil esterasa: Las esterasas son un grupo de enzimas que actuan sobre
sustratos de manera muy selectiva. En este procedimiento se hace reaccionar la
esterasa leucocitaria con acetato de naftilo o en presencia de una sal de
diazonio estable para formar depdsitos de color intenso en los sitios de
actividad enzimatica.

Acetato de naftilo a + esterasa leucocitaria— Naftol
Naftol + sal de diazonio ————» depdsito colorido intenso

Cloroacetato esterasa: Mismo principio que en la a-Naftil esterasa, pero en
este caso se hace reaccionar la esterasa con un cloroacetato de naftol.

Cloroacetato de naftol + esterasa leucocitaria ——» naftol
R
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Naftol + sal de diazonio depdsito colorido intenso

e Tinciones supravitales: son tinciones de células vivas, pues se requiere que el colorante
entre en las estructuras para poder hacerlas visibles (Tabla No. 18).

Tabla No. 18. Colorantes supravitales mas comunes en Hematologia para evidenciar inclusiones
no tefiidas o poco visibles con el colorante de Wright.

Colorante Inclusién
Azul de cresil brillante, nuevo azul de
metileno, verde brillante
Azul de cresil brillante, nuevo azul de
metileno
Azul de Prusia Cuerpos de Pappenheimer

Cuerpos de Heinz

Mallas de reticulo(reticulocitos)

Tincion del frotis (tincion de Wright)

Durante el proceso de maduracién de los colorantes de Romanowsky, el azul de metileno
se oxida (desmetilacién) dando lugar a colorantes secundarios. Los mds importantes son los azures
de metileno (principalmente azur A, azur B y azur C), de color azul brillante, que son también
colorantes metacromaticos. Cuando las moléculas de un colorante metacromatico estan
desordenadas en una solucion, el color observado es el natural (azul), sin embargo, cuando dichas
moléculas se ordenan en el espacio muy juntas unas de otras, forman un color distinto (Rojo).
Durante la tincion, si el azur de metileno tifie una sustancia cuyos sitios de un ién con el color ante
estan ordenados en el espacio y muy cercanos unos a otros (sustancias metacromaticas), las
moléculas quedan también ordenadas y se produce el fendmeno de metacromasia, es decir, la
sustancia se tife de color violeta a rojo, dependiendo del grado de orden de las moléculas.

La tincion de Wright es la mas empleada en los laboratorios clinicos para la diferenciacién
morfoldgica de todas las células hematopoyéticas normales y anormales.

Caracteristicas de observacion celular

Las tinciones de tipo Romanowsky nos permite distinguir los siguientes aspectos
morfoldgicos de las células:

1. Formay dimensiones de las células sanguineas.
Forma del nucleo y de la cromatina (color purpura).
Citoplasma de los linfocitos (distintas tonalidades de azul).
Citoplasma de los monocitos (color gris).
Granulacién de los PMN:

a. Granulacion primaria (color purpura).

b. Neutréfilos: de pardo a rosa.

c. Eosindfilos: de rojo a naranja.

d. Basdfilos: azul oscuro.
6. Formay color de los eritrocitos (rosa palido a naranja).

vk wnN
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7. Basofilia difusa (color gris-azuloso).

8. Inclusiones de eritrocitos y leucocitos.

9. Variacién en la concentracién de Hb en los eritrocitos.
10. Morfologia plaquetaria.

11. Células inmaduras.

Examen critico del frotis

Cuando se revisa un frotis hay que tener en cuenta la confirmacién de algunas anomalias
eritrocitarias que los equipos automatizados no siempre pueden detectar, tales anomalias pueden
ser:

1. Anisocitosis: Puede valorarse tras la observacion de los eritrocitos en varios campos del
frotis, con lo cual puede estimarse el promedio de eritrocitos normociticos, microciticos o
macrociticos. El grado de anisocitosis se valora en cruces (1-3).

2. Poiquilocitosis: Valoracion de la forma del eritrocito (discoidal, ovalado, esférico, espinoso,
etc.). Esta observacién es de gran valor diagndstico y por ende debe especificarse. El grado
de valoracién es similar al de la anisocitosis(1a3cruces).

3. Concentracion de hemoglobina: Valoracion de la intensidad del color en el eritrocito para
determinar si estos son normocrdmicos, hipocrdmicos o hipercrémicos (relevante sélo en
esferocitosis). Se valora en cruces (1 a 3).

4. Policromasia o anisocromia: Valoracion de la uniformidad en la coloracién de los eritrocitos.
El grado de anisocromia debe valorarse a la par de la concentracion de hemoglobina y se
reporta en cruces (1 a 3).

5. Inclusiones: Se valora la presencia de restos nucleares (Howell-Jolly o anillos de Cabot) o
intracelulares (punteado baséfilo, Pappenheimer), asi como la presencia de eritrocitos
parasitados (Plasmodium o Babesia). Cada una de estas inclusiones suelen indicar una gama
de procesos patoldgicos especificos de cada una.

6. Eritroblastos: En condiciones normales no deben observarse en un frotis sanguineo, sin
embargo, pueden presentarse en algunos casos. Cuando se observan eritroblastos debe
valorarse la cantidad de estos mediante una cuenta diferencial y de esta forma evaluar si
existe una interferencia significativa en la cuenta total de leucocitos.

Ademds de detectar estas posibles anomalias en un frotis, también se puede hacer una
cuenta de plaquetas por el método indirecto, asegurandose de que las plaguetas estén
uniformemente distribuidas. Se observa también si las plaguetas son de tamafio normal o si
carecen de granulacion.

Cuenta diferencial

Una definicidn sencilla de lo que es una cuenta diferencial es: expresar en porcentajes las
cantidades de cada estirpe de leucocitos que hay presentes en la sangre; por lo tanto, se puede
considerar como un analisis cuantitativo y cualitativo simultaneamente.

Cuando se realiza una cuenta diferencial manual se debe tomar en cuenta lo siguiente:
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a. Contar como minimo 100 células, lo ideal seria realizar una cuenta de 200 células,

sin embargo, por la optimizacién de tiempo 100 células es un nimero aceptable. La
cantidad de células a contar puede variar dependiendo de la cantidad absoluta de
leucocitos, del criterio y habilidad del analista, tomando en cuenta que entre
menos células se cuenten, el error aumenta y entre mds células sean contadas, el
error disminuye. Por ejemplo, si se tiene una cuenta absoluta de <3000
leucocitos/pL seria preferible hacer una cuenta diferencial en 50 leucocitos, pero si
por el contrario, se tiene una cuenta absoluta de mas de 100 x 10° leucocitos/pL, la
cuenta diferencial podria aplicar hasta en 500 leucocitos.

Los distintos tipos de leucocitos (monocitos, linfocitos o PMN) deben reportarse en
porcentajes relativos. Las células inmaduras también deben reportarse.

La presencia de eritroblastos puede generar interferencia en la cuenta total de
leucocitos, por lo cual su cuantificacion debe ser independiente de la cuenta
diferencial y se debe mencionar el porcentaje de eritroblastos en el reporte de la
cuenta diferencial.

Observar la morfologia de los leucocitos para identificar cualquier anomalia.
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Fundamento

Debido a que la eosina y el azul de metileno reaccionan a los cambios de pH de los distintos
componentes celulares, los que poseen cardcter basico fijan en mayor medida la eosina (colorante
acido), mientras que los que poseen caracter acido fijan mejor el azul de metileno (colorante
basico) y nos dan una gama de colores en las células hematicas que permiten clasificar a los
leucocitos polimorfonucleares con base a sus propiedades tintoriales en neutréfilos, eosindfilos y
basofilos; diferenciar a los mononucleares (monocitos y linfocitos) por la coloracion de su
citoplasma y ademas permiten observar con mayor facilidad las anormalidades morfoldgicas en los
mismos.

Material e instrumentos

e  Sangre venosa con EDTA.

e  Portaobjetos limpios y desengrasados.
e  Microscopio

e Aceite de inmersion

Reactivos

e  Colorante de Wright
e  Amortiguador para colorante de Wright(pHde6.867.2).
e Agua

Procedimiento

1. Recolectar 2 mL de sangre venosa con anticoagulante en un tubo con tapdn lila.

2. Homogeneizar perfectamente bien la sangre por inversion del tubo (5-10 veces).

3. Los portaobjetos se limpian y se preparan de la siguiente manera:
Los portaobjetos pueden lavarse con extran o con agua y jabdn, luego con mucha agua caliente y
limpia (que no se dejara enfriar hasta que se haya quitado todo el jabdn) y por dltimo con agua
destilada. Posteriormente se secan y se pulen con un trapo limpio sin pelusa. A partir de entonces
se manejaran tocando sdlo los bordes. Los portaobjetos secos también pueden guardarse en una
caja de Petri limpia y seca. Nota: Cuando los portaobjetos son nuevos, estos solamente deben
limpiarse con una gasa o un pafio limpio.

4, Depositar una pequeiia
Gota de sangre gota de sangre procedente de una
puncién cutdnea de una jeringa o del
/// . tubo colector, aproximadamente a un
\. - ; cuarto de distancia de uno de los
. extremos del portaobjetos, como se

muestra en la Figura No. 18.




SISTEMA DE GESTION DE LA CALIDAD DE LOS

LABORATORIOS DE DOCENCIA ‘ﬂ
MANUAL DE LABORATORIO DE HEMATOLOGIA sz:%:ch
Caodigo Fecha de elaboracion o revision Version Péagina
SGC-FESZ-QFB-ML25 20/05/2016 2 108/ 237

5. Para extender la sangre se utiliza el borde fino de otro portaobjetos o bien se emplean
Fig. No. 18. Posicion de la gota de sangre portaobjetos especiales. El portaobjetos
que extiende la sangre debe

mantenerse en un angulo de 30-40° con respecto al portaobjetos horizontal. El borde del

-_| I ’

A= _

3 4

Fig. No. 19. Desplazamiento del portaobjetos guia o extensor durante la elaboracion de
un frotis.

portaobjetos que efectla la extension se desplaza hacia la gota de sangre hasta que entre
en contacto con la misma como se muestra en la Figura No. 19 (1y 2).

6. La gota de sangre se extiende rdpidamente por capilaridad a lo largo del borde del
portaobjetos extensor. Desplazando éste lentamente en direccidon contraria, se realiza
una fina extensidn porque la sangre sigue por detrds del borde del portaobjetos extensor
como se muestra en la Figura No. 19 (3 y 4)

Las variaciones del grosor de la extension se consiguen cambiando el tamaiio de la gota de
sangre, el angulo del portaobjetos extensor y la velocidad de la extension.

Cuando el frotis se realiza por este procedimiento debe tener entre 3 y 4 cm y presenta
tres zonas diferenciadas, en las que la morfologia eritrocitaria puede variar y la distribucion de
leucocitos es diferente (Figura No. 20).
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Cabeza Cuerpo Cola

demonocitosy
neutrofilos

NELE [infocitos

Fig. No. 20. Esquema de un frotis sanguineo con indicacion de las diferentes areas que
La componen y la distribucion celular de la misma.

7. Después de que el frotis esta seco, se escribe el nombre del paciente y la fecha en la
parte mas gruesa de la extension.

8. Se coloca el frotis sanguineo seco en una rejilla o en un puente de tincion.

9. En caso de que el colorante no tenga un fijador, el frotis debe cubrirse totalmente con
alcohol etilico o metilico absoluto durante 1 6 2 minutos, para fijar la muestra.

10. El portaobjetos seco se cubre totalmente con el colorante de Wright y se deja un minuto.
Este tiempo varia segun el lote del colorante de Wright utilizado y se determina mediante
diversos ensayos.

11. Sobre la extensidn se vierte una cantidad igual de solucién amortiguadora (pH 6.8 6 7.2).
Hay que procurar que la mezcla del colorante y amortiguador no se derrame. Soplar
ligeramente con una piseta o un bulbo sobre la preparacién para mezclar el buffer y el
colorante. La aparicidn de un brillo verde metalico indica que la tincion es correcta.

12. Después de que la mezcla del colorante y el amortiguador ha actuado durante 3 a 6
minutos (es preciso probar el tiempo ideal para cada lote de colorante) se elimina de la
superficie del portaobjetos, colocando éste horizontalmente bajo un chorro fino de agua
destilada. Con esto se evita que la preparacion se deteriore por el precipitado.

13. A continuacién, se lava el portaobjetos con agua corriente (o solucidn salina fisiolégica)
durante un breve periodo de tiempo, si se aprecia un exceso de coloracion azulada, se
efectia un lavado posterior. Procurar que el lavado no sea muy extenso para no
decolorar la preparacién y evitar que los granulos de los basodfilos se disuelvan.

14. Dejar que se seque al aire, manteniéndola inclinada o verticalmente sobre un papel
absorbente o una gasa.

15. Eliminar el exceso de colorante que existe en el otro lado del portaobjetos, frotando con
una gasa empapada en alcohol.

16. Colocar el portaobjetos en la platina del microscopio y se hace la observacion con lente
de inmersion en aceite directamente.

17. Al efectuar el recuento, se sigue el método cruzado que se indica en la Figura No. 21.
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Fig. No. 21. Patron a seguir para realizar la cuenta diferencial en un frotis. La cuenta diferencial
se hace de este modo con el objeto de incluir las &reas central y periférica del frotis.

18. El término “cuenta diferencial” se refiere a la distribucion porcentual de los distintos
tipos de leucocitos. El procedimiento usual consiste en contar 100 leucocitos,
clasificandolos como leucocitos PMN neutrofilos, eosindéfilos, baséfilos, monocitos vy
linfocitos. Los leucocitos jovenes o inmaduros se deberan contar con todo cuidado.

Como la cuenta diferencial tiene un valor relativo es necesario también reportar la cuenta
diferencial en valores absolutos, para poder apreciar una patologia real en la cantidad de cada tipo
leucocitario. Para obtener los valores absolutos se emplea la siguiente férmula:

Cuenta total de leucocitos
100

Valor Absoluto de la Estirpe en mm3 = x % de estirpe leucocitaria

Valores de Referencia™:

Tabla No. 19 Valores de Referencia porcentuales y absolutos para la cuenta diferencial
leucocitaria.

Tipo de leucocito % Valores Absolutos
Neutroéfilos 40 - 85 1500 -7 000
Bandas 0-11 0-800
Linfocitos 12 -46 1000 -4 200
Monocitos 1-13 100 - 800
Eosindfilos 0-7 0-200
Basdfilos 0-3 0-20
Actividades

e Realizar la cuenta diferencial.
e Con base a los resultados obtenidos de su cuenta diferencial (porcentual), calcular los valores
absolutos de leucocitos, considerando que el conteo de leucocitos hubiese resultado de:
a) 7500 leucocitos/mm?3
b) 30000 leucocitos/mm?
c) 100 000 leucocitos/mm?3

* Agrupacion Mexicana para el Estudio de la Hematologia (AMEH).
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Cuenta de Reticulocitos

Hay cuatro mediciones estdndares de laboratorio Utiles para el recambio eritrocitico: la
cuenta de reticulocitos, la proporcion granulo/eritroide medular, la bilirrubina sérica y la
concentracion de deshidrogenasa lactica sérica (DHL). De éstas, la cuenta de reticulocitos es la mas
cuantitativa y también la mds practica para la evaluacidn clinica del recambio eritrocitico.

El reticulocito es un eritrocito inmaduro que contiene RNA ribosomal. Su nombre deriva del
aspecto reticulado que muestra en las coloraciones supravitales debido a la persistencia en el
citoplasma de restos de organelos. Son células de volumen algo mayor que los eritrocitos
maduros, presentes en sangre periférica en una proporcion entre 0,5y 1,5% de los eritrocitos (45-
75x 10°/L) y constituyen un excelente indicador de la capacidad regenerativa de la médula désea
eritroide, de forma que en las anemias arregenerativas son escasos o nulos, y en las regenerativas
son abundantes.

Para usar la cuenta de reticulocitos como indice en la produccion de eritrocitos es necesario
hacer dos correcciones. La primera es la conversién del porcentaje a cifras absolutas circulantes:

% Reticulocitos x Cuenta de Eritrocitos/mm®
100 24

Reticulocitos Absolutos =

En condiciones normales, la cifra es de 50000 reticulocitos/mm? en promedio. De otra
manera, el porcentaje relativo de reticulocitos se corrige por el cambio en el hematocrito o la
hemoglobina del paciente con base a las dos siguientes formulas (porcentajes absolutos):

Hto del paciente

Indice de Reticulocitos Corregidos(%) = % de Reticulocitos x
g (%) 0 Hto de Referencia

Hb del paciente
Hb de Referencia

indice de Reticulocitos Corregidos(%) = % de Reticulocitos x

Por ejemplo, un individuo que tiene 3 % de reticulocitos y una hemoglobina de 7.5 g/dL
(Hto 23 %). Resulta tener un porcentaje absoluto de reticulocitos de 1,5, como se
muestra a continuacion:

¥

5=1,5%

Porcentaje absoluto de Reticulocitos = 3 % x

23
Porcentaje absoluto de Reticulocitos = 3 % x = = 1,5 04
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La segunda correccion se relaciona con la maduracion del reticulocito y su conducta ante la
estimulacion de eritropoyetina. Después de que el eritroblasto en desarrollo pierde su nucleo para
formar un reticulocito medular, pasan cuatro dias para que desaparezca el RNA ribosémico de la
célula en desarrollo. Por lo general, tres de estos dias la célula permanece en la médula y el cuarto
dia en la circulacién. En el individuo normal, el porcentaje de reticulocitos encontrados en la
circulacién refleja la produccion de un dia. No obstante, con el aumento en la estimulacién con
eritropoyetina, se acorta la maduracién medular y el tiempo de maduracién de los reticulocitos en
la sangre se alarga (Figura No.22). El reticulocito circula por dos o tres dias antes de perder su
caracteristica de tefiirse de azul. Para obtener una medicién real de la produccidn de eritrocitos, es
necesario reconocer si los reticulocitos han sido desplazados de la médula y corregir por el tiempo
mas prolongado que han permanecido en la circulacion.

Como regla general, la correccidon por el desplazamiento reticulocitario se basa en la
gravedad de la anemia. A esta correccién se le denomina indice de Produccién de Reticulocitos
(IPR), ya que existe una relacion inversa, aproximadamente lineal, entre el hematocrito y el
periodo de maduracion periférica de los reticulocitos:

1PR = Reticulocitos del paciente x Hto del paciente

Periodo de maduracion en dias x Hto normal

Un IPR>3 indica aumento de actividad eritropoyética medular (anemia regenerativa),
mientras que un IPR<2 indica escasa actividad eritropoyética (anemia arregenerativa).

Por ejemplo, para una cuenta de 9% de reticulocitos en un individuo con una hemoglobina
de 7,5g/dL (Hto23%) se tiene un IPR de 2,25:

9% x 7,5
= 2,25

IPR = p p =
2(correccion por tiempo de maduracion)x 15

El uso del segundo factor de correccidn supone un aumento predecible de la eritropoyetina
en respuesta a la anemia. Este incremento sera menor de lo esperado si hay un defecto en la
estimulacion de la eritropoyetina, como se observa en pacientes con insuficiencia renal o un
estado inflamatorio. Sera mayor de lo esperado si el paciente esta hipdxico por otras razones.
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Tiempo de maduracion del reticulocito en dias

Fig. No. 22. Correlacién de hematocrito con el tiempo de maduracidn del reticulocito. Al aumentar
el grado de anemia el tiempo de maduracién del reticulocito se desplaza hacia la derecha y pasa
mas tiempo madurando en sangre periférica.

En caso de anemia intensa, el nimero de reticulocitos circulantes suele ser superior al que
corresponde al grado de regeneracién eritroblastica. Ello obedece a que la anemia se acompafia
siempre de un estimulo eritropoyético compensador, que facilita una salida precoz de reticulocitos
desde la médula a la sangre periférica y un acortamiento de su periodo de maduracion
intramedular, lo que supone un aumento del periodo de maduracion periférica (Tabla No. 20).
Este fendmeno se caracteriza por la aparicién en el examen morfoldgico de la extension de sangre
de eritrocitos grandes (macrocitos) y tonalidad azulada (policromasia). Los reticulocitos se
determinan anotando la cifra observada al contar 1000 eritrocitos en un frotis sanguineo. Con
frecuencia, los resultados se expresan en porcentaje (cifra por 100 eritrocitos), esto provoca a
veces una falsa impresion del nimero de nuevos eritrocitos que son producidos por el paciente
anémico. Por ejemplo, un paciente con un recuento eritrocitario de 2 millones y una cifra de
reticulocitos no corregida de 15% no estd formando nuevos eritrocitos a una velocidad de cinco
veces mayor que lo normal, de esta manera un recuento (%) elevado de reticulocitos puede dar
una impresion errénea de la produccidn real de eritrocitos, en estos casos se emplea el IPR y por
consiguiente si se efectla un recuento eritrocitario, lo mas apropiado es que los reticulocitos se
expresen en cifras absolutas.

Tabla No. 20. Relacién entre la respuesta reticulocitaria y el grado de anemia.

Hematocrito(L/L) 0,45 | 0,40 | 0,35 | 0,30 | 0,25 | 0,20 | 0,15
Niveles de Hemoglobina (g/L) 150 | 133 | 117 | 110 | 83 66 50
Recuento de reticulocitos (%) 1 2 5 10 15 20 30
Recuento de reticulocitos corregido (%) 1 1,8 4 7 8,3 9 10
Tiempo de maduracion estimado + 1dia + 2dias 3dias
indice de reticulocitos 1 | 2 |5 5 |75 ] 10 | 10
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El mejor colorante para el recuento manual de reticulocitos es el nuevo azul de metileno,
pues tifie mas intensamente el material reticular que el azul de cresil brillante, que varia su
intensidad de tincion entre muestras. Un buen sustituto del nuevo azul de metileno es el azur B,
el cual es facil de conseguir y con un alto grado de pureza. Otro tipo de tincién que puede
emplearse para visualizar los reticulocitos son los métodos de fluorescencia con naranja de
acridina, sin embargo, es poco util para la rutina pues la fluorescencia comienza a degradarse en
cuanto la preparacién se expone a la luz. Hoy en dia la combinacidn de la fluorescencia con la
citometria de flujo permite automatizar el recuento de reticulocitos para la rutina.
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Fundamento

Cuando se tifien con azul de cresil brillante, azul de metileno u otros colorantes supravitales
qgue penetran en la célula viva antes de la fijacién, se precipita el acido ribonucleico y aparece
como una red azul que da el nombre de reticulocito a la célula.

Con respecto a la policromatofila, la solucidén de tincidn puede ser azul de cresil brillante en
solucién salina o en alcohol con o sin tincién de Wright como contraste. También puede utilizarse
la tincidn con nuevo azul de metileno. El material baséfilo de los eritrocitos jovenes toma el
colorante supravital y adquiere el aspecto de reticulo azulado. En los reticulocitos jévenes
aparecen multiples granos y lineas; en los reticulocitos viejos solamente hay algunos granulos
azulados.

Material e instrumentos

e Sangre venosa anticoagulada.
e Portaobjetos desengrasados.
e Cubreobjetos desengrasados.
e Microscopio.

e Aceite de inmersion.

Reactivos
e Azul de cresil brillante (hidrosoluble) 1% o nuevo azul de metileno al 1%.
Procedimiento

a) Recolectar sangre venosa en un tubo con EDTA.

b) Homogeneizar perfectamente bien la sangre con el anticoagulante por inversion del tubo
(minimo 10 veces).

c) En un tubo de 12 x 75 mm, colocar 2 6 3 gotas de colorante, afiadir de 6 a 8 gotas de
sangre anticoagulada. Si se emplea sangre capilar, es aconsejable aumentar la cantidad de
colorante para evitar la coagulaciéon. Mezclar perfectamente.

d) Seincubaa 37°C durante 10 a 20 minutos. No se debe sobrepasar de este tiempo.

e) Mezclar bien la suspensién. Se preparan dos frotis en la forma habitual ya descrita, quiza
un poco mas delgada. No se aconseja una contratincién con Romanowsky.

f) Colocar el portaobjetos en la platina del microscopio. Se hace la observacién con el
objetivo de 100X.

g) Se escoge una zona del frotis en donde no haya superposicion de eritrocitos. Los
reticulocitos se observan como eritrocitos con material granulofilamentoso de color azul
oscuro y los eritrocitos maduros se observan de color azul verdoso.

h) Como base del cdlculo, por lo menos deben examinarse 1000 eritrocitos. Estos deben
examinarse en varias partes de la extensidon. Contar el numero de reticulocitos que se
encuentran en 1000 eritrocitos.

i) Informar el % de reticulocitos de acuerdo con el célculo siguiente:

. . No.de reticulocitos contados
U de Reticulocitos = . . X 100
No.total de eritrocitos
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j) Sise requiere informar el nimero de reticulocitos en mm?3 se hace un cuidadoso recuento
de eritrocitos y se multiplica su nimero por el total de los reticulocitos encontrados en

1000 eritrocitos, dividiendo el resultado entre 1000:

Nao.Reticulocitos encontrados 2

Reticulocitos /mm? = N x 1000 x No.eritrocitos / mm

Valores de Referencia

Valorrelativo( Valorabsoluto(
%) x 10%/L)
Reciénnacido 3,2-6,0 110-330
Nifosy
adultosjovenesde4al9arios 0,2-2,2 25-89

Adultos(20-50afios) 0,5-1,5 24-84
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Biometria Hematica o Citometria Hematica

El resultado del andlisis hematoldgico que forma lo que llamamos Biometria Hemadtica (BH),
Hemograma o Citometria Hemdtica, es una parte esencial de la descripcidn clinica de casi todas las
enfermedades. Un numero, una distribucién normal de las células y una concentracién de
hemoglobina normal en la sangre tienen tanta importancia como constantes fisioldgicas para
poder diagnosticar una posible enfermedad. Para un diagndstico diferencial, a menudo es util
saber que ciertas enfermedades no producen notables cambios en la sangre. Respecto a las
enfermedades de la sangre y los érganos hematopoyéticos, cabe sefialar que muchas veces el
hallazgo de anomalias en los parametros hematoldgicos mds usuales (descenso de la cifra de
hemoglobina, leucocitosis, VSG acelerada) no traduce la existencia de una enfermedad de la
sangre, sino de otro érgano o sistema que, de forma secundaria, produce tales alteraciones.

Las enfermedades de la sangre pueden afectar basicamente, elementos celulares
(eritrocitos, leucocitos, plaquetas), plasmaticos (inmunoglobulinas, factores de la coagulacién),
drganos hematopoyéticos (médula dsea) y érganos linfoides (ganglios linfaticos, bazo). Debido a
las diversas funciones que tales elementos llevan a cabo (transporte de oxigeno, defensa frente a
infecciones, coagulacion), sus trastornos daran lugar a una serie de manifestaciones que pueden
englobarse en diversos sindromes. En la actualidad, una forma frecuente de presentacion de las
enfermedades hematoldgicas es la practica por motivos diversos de andlisis que—de forma
totalmente inesperada—ponen de manifiesto una anomalia que conduce al diagndstico de una
enfermedad todavia asintomatica.

Los resultados de la BH se utilizan en el diagndstico, prondstico y vigilancia de la terapéutica
clinica. Por tanto, es evidente, que la Hematologia Clinica abarca un campo casi tan amplio como
el del diagndstico médico.

En la actualidad con el empleo de equipos automatizados la BH se integra de cerca de 15
parametros, medidos todos en tiempos récord (30-40 segundos) y con eliminacidn de las fuentes
de error, estos pardmetros se clasifican en 2 grupos:

a) Férmula roja: Recuento de eritrocitos y plaquetas, determinacién de Hb, Hto, indices
Eritrocitarios y Amplitud de Distribucidn Eritrocitaria (ADE) en los equipos automatizados.

b) Foérmula blanca: Recuento total de leucocitos y cuenta diferencial.

Para algunos laboratorios una BH sélo incluye 6 parametros (recuento de eritrocitos, Hb,
Hto, indices eritrocitarios, recuento de leucocitos y cuenta diferencial) y para otros, estos mismos
6 parametros mas la cuenta de plaquetas. Por lo cual cada laboratorio siempre debe especificar las
pruebas incluidas en la BH, pues con esto se ha generado dos términos ambiguos: BH de rutina y
BH completa, que en la practica no deberian tener diferencia alguna, pues los equipos
automatizados obtienen todos los parametros en una sola determinacion.

Hoy en dia la BH se hace acompafiar de otras pruebas para diagnosticar patologias
hematicas es pecificas. Algunas de estas pruebas son la VSG, para dar seguimiento a infecciones;
tinciones citoquimicas, inmunofenotipo, métodos moleculares o métodos citogenéticos, para
diagnosticar hemopatias malignas; electroforesis de Hb, para establecer talasemias o
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hemoglobinopatias; crioaglutininas, para identificar anemias hemoliticas autoinmunes; sélo por
mencionar algunas.

La BH al tratarse de un estudio de la sangre no debe limitarse al diagnéstico de las patologias
hematicas, sino que puede ser indispensable en otros trastornos que convergen con alteraciones
de la sangre, tales como infecciones parasitarias, cancer, enfermedades gastrointestinales, entre
otras.

Si es evidente que el elemento primario o principal de la enfermedad considerada consiste
en cambios hematoldgicos o si interesa excluir la presencia de estos cambios, el médico ha de
procurar un examen hematoldgico completo. A fin de conseguir un estudio inmediato y efectivo
del enfermo, tal vez sea necesario solicitar la consulta del patélogo o del hematélogo clinico. En
todo caso, la finalidad de este examen es adquirir la maxima informacién respecto al sistema
sanguineo, con la menor incomodidad posible para el paciente y en un tiempo minimo. La
experiencia ensefia que la exactitud técnica y la utilidad diagndstica de los analisis de sangre son
mayores cuando se hacen a la vez varias observaciones, a ser posible con una sola muestra.

Naturalmente conviene seleccionar los procedimientos de acuerdo con los hallazgos clinicos,
pero el riesgo de excederse en el numero de observaciones en este tipo de trabajo es mucho
menor que el que resulta de tratar de reunir informacion fragmentada obtenida en momentos
diferentes y con muestras distintas del mismo paciente.

En las Figuras No.23 y No.24 se muestran los reportes de BH generados por un equipo
CELL-DYN 3700 (Abbott) y un ADVIA 120 (SIEMENS), respectivamente. Estos citogramas generados
por cada equipo son para uso exclusivo del laboratorio, sin embargo, cada laboratorio puede y
debe realizar su formato para el reporte de resultados que se entrega al paciente.
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Fig. No. 23. Hoja de reporte del autoanalizador hematolégico CELL-DYN 3700.
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Fundamento

Aunque a veces la presencia de anemia, leucemia, defectos cuantitativos y/o cualitativos de
las plaquetas u otro tipo de trastornos, se pueden sospechar por interrogatorio y exploracion
fisica. La Biometria Hemdtica es una medicion mucho mas definitiva del estado de los tejidos
formadores de sangre.

Material e instrumentos

e  Sangre venosa anticoagulada.
e Todo el equipo necesario utilizado en las practicas anteriores.

Reactivos
e Todos los necesarios utilizados en las practicas anteriores.
Procedimiento

1. Recolectar sangre venosa anticoagulada con EDTA.

Homogeneizar perfectamente bien la sangre, mediante repetida inversién del tubo.

Dividir la muestra de sangre anticoagulada en 2 tubos de 12 x 75 mm en partes iguales.

Etiquetar los tubos con el nimero de lista de la persona a la que se le extrajo la sangre.

Entregar al asesor los 2 tubos con la muestra de sangre anticoagulada, perfectamente

homogeneizados y etiquetados.

6. Con base a los conocimientos practicos adquiridos en las practicas anteriores, realizar a la
muestra problema proporcionada por el asesor una Biometria Hematica de rutina de
manera manual.

7. Realizar las siguientes pruebas:

e Foérmula Roja:
o Recuento eritrocitario
o Hb
o Hto
o Indices eritrocitarios

vk wnN

e Formula Blanca:
o Cuenta total de leucocitos
o Cuenta diferencial

Actividades
e Realizar una biometria hematica de manera manual.

e Entregar en una hoja de reporte hematoldgico los resultados obtenidos de la
biometria hematica el mismo dia de la practica.
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Los Autoanalizadores Hematolégicos

En la actualidad la importancia del laboratorio clinico para ayudar a esclarecer distintas
patologias se ha incrementado, por lo cual el laboratorio clinico se ha visto obligado a mejorar las
técnicas para entregar los resultados en un menor lapso. Esta mejora continua llevd a crear
equipos automatizados capaces de realizar exdmenes de laboratorio en un corto tiempo y con la
mayor calidad posible para garantizar la veracidad de los resultados.

El estudio de la Hematologia dio un gran giro cuando Paul Erlich en 1877 desarrollo una
tincién triacida, dando asi la base para la diferenciacion de todas las células sanguineas, pues hasta
ese tiempo solo se conocian dos componentes de la sangre, los corpusculos rojos y blancos.
Conforme fueron esclareciéndose los misterios de la sangre se desarrollaron técnicas manuales
para la cuantificacion de los diversos componentes sanguineos, estas técnicas han ido
perfeccionandose para reducir el tiempo analitico y obtener mejores resultados, sin embargo,
todas estas técnicas manuales tienen la desventaja de tener grandes fuentes de error. Estas
fuentes de error fueron borradas con el advenimiento de los equipos automatizados, pues estos
equipos no sdlo los eliminaron, sino que mejoraron los tiempos analiticos procesando un volumen
mucho mayor de muestras en un menor lapso; ademas proporcionan mejor exactitud y precision,
pero sobre todo reducen el riesgo de contagio por contacto con la muestra, pues basta con
presentarle la muestra al equipo para que esté la procese.

En la actualidad se emplea una gran variedad de instrumentos automatizados para procesar
biometria hemadtica. Los equipos semiautomatizados aun requieren cierta intervencion del
operador para preparar las muestras a analizar y sélo procesan pocos pardmetros a la vez. Los
instrumentos completamente automatizados requieren que se les presente la muestra y las
identifican mediante un sistema de cddigo de barras, estos equipos son multicanal pues pueden
determinar de 8 a 20 pardmetros al mismo tiempo, algunos de estos inclusive determinan
variables que no existen equivalentes en las técnicas manuales.

La tecnologia en los Autoanalizadores hematoldgicos mejora y se renueva constantemente
aplicdndose a las tres series del hemograma. Desde que Wallace Coulter describié la técnica de
impedancia para el recuento celular en 1956 hasta nuestros dias, ésta ha sido mejorada a la vez
gue se han introducido otras metodologias mas sofisticadas como la citometria de flujo (dispersion
de luz y fluorescencia con la aplicacién de anticuerpos monoclonales).

Los sistemas mas sofisticados y complejos de cada casa comercial son:

1. Abbott: Cell-Dyn 4000 y Cell-Dyn Sapphire
2. Beckmann-Coulter: Gen’s, LH-750

3. Sysmex: XE-2100, XE-5000

4. Siemens: ADVIA 120, 2120, 2120i

5. Horiba-ABX: Pentra 120 DX

Recuento por impedancia. Principio Coulter

En 1956, Wallace Coulter patentd el llamado principio Coulter referido al recuento de
particulas. Segun este autor: “el principio Coulter es un método electrénico para el recuento y
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medicion de particulas. Esta basado en que las células, las cuales son malas conductoras de
electricidad, van a interrumpir el flujo de corriente

El electrodo interno esta encerrado en una cubierta de cristal no conductivo, el cual tiene una
pequeiia apertura (Figura No. 25).

Corriente de apertura

— Vacio (6mmHg)

— Hlectrodo interno

Electrodo mterno ,y.

Apertura ~—
e o ® & Tubo de apertura
]
Contenedor d ¢
ontenedor de o ® - ,
muestra T .. ° T Suspension de céhlas
— e

Fig. No. 25. Esquema del recuento celular en los equipos basados en el principio Coulter
(impedancia eléctrica)
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No.

de

Cada impulso es amplificado y comparado con los canales de voltaje de referencia internos.
Estos canales se hallan delimitados por discriminadores de tamafo calibrados, que aceptan
Unicamente impulsos con una determinada amplitud. Asi pues, los impulsos son clasificados en los
distintos canales medidores del tamano, seglin su amplitud. Dichos impulsos pueden mostrarse en
la pantalla de un oscilégrafo. Por ejemplo, si planteamos que tenemos 4 canales distribuidos entre
los umbrales T1 a T5 (Figura No. 26), en
donde el canal 2 estd determinado por
T1vy T2, el canal 2 descrito por T2y T3 y
asi sucesivamente hasta obtener los
cuatro canales. Las particulas que se
contaran seran las que caigan dentro de
estos cuatro canales, las que caigan por
debajo o por encima de estos no se
tomaran en cuenta por discriminacién de
tamafio. Observando las 18 lineas
(pulsos) en la Figura No. 26, se nota que

solo 17 caen en los cuatro canales y
Fig. No. 26. Ejemplo de un osciloscopio en un por lo tanto solo éstas seran

* equipo con principio Coulter. contadas. Si

ponemosunvaloracadaumbralentoncest

enemosqueT1=20fLyquecadaumbralaum
entaen5fL,entoncesT2=25fL,T3=30fL,etc.E
ntoncessepuedegenerarunagraficadedistri
bucidnportamano,endondeelejedelasXcorrespondealtamanode
lacélulayelejedelasYalnimerodelasmismas.Continuandoconelejemploentoncestenemosquetrespuls
oscaenentre20-25fL,seisentre25-30fL,cincoentre30-35fLytresentre35—
40fLseobtienelagraficamostradaenlaFigura No. 27.Lafinalidadde establecer estos umbrales es la
de excluir las particulas no deseadas, tales como restos celulares o basura de algun otro tipo,
clasificar a las células por su tamafio y distinguir a los eritrocitos de las plaquetas. Cada equipo
tiene especificados sus umbrales de contaje, los cuales deben disponer de un umbral inferior capaz
de distinguir eritrocitos microciticos de las plaquetas grandes y uno superior para evitar que los
leucocitos sean incluidos en el contaje de eritrocitos.

Fig. No. 27. Construccién de un histograma de
distribucidn de frecuencia.

Variaciones en los volumenes eritrocitarios: Amplitud de la distribucion eritrocitaria (ADE o RDW)

Los histogramas generados por los equipos con base en la distribucién del volumen celular
permiten distinguir la presencia de mas de una poblacién celular, esto con la finalidad de poder
evaluar el porcentaje de células situadas por encima y por debajo de unos umbrales determinados
para el VCM vy asi poder sefialar la existencia de eritrocitos con microcitosis o con macrocitos
(Figura No.28). La mayoria de los equipos también edicion cuantitativa de la variacion en el
volumen celular, una equivalencia del analisis microscépico del grado de anisocitosis. A este nuevo
parametro se le denomind amplitud de distribucién eritrocitaria (ADE), la cual es obtenida del
andlisis de la altura del impulso y se puede expresar como la desviacién estandar (en fL) o como el
coeficiente de variacion (en %) de las mediciones del volumen eritrocitario:
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Desviacion del VCM

ADE (%) = T
d

La ADE puede verse afectada por mdultiples factores, desde los generados por la forma del
eritrocito hasta los creados por el flujo de paso y el tamafio de abertura de paso. Sin embargo, la
misma direccién del flujo formado puede reducir el error por la forma del eritrocito. También
puede ocurrir que durante el conteo dos o

mas células penetren simultdneamente la REC YOLUM ‘
zona sensible de la abertura, generando
entonces un Unico impulso de gran amplitud
y una mayor area del impulso, pareciendo
entonces que una gran célula atravesara la
abertura. En consecuencia, el recuento
celular experimenta una falsa disminucion y < L >

un aumento en la ADE. A esta reduccion se le

conoce como pérdida por coincidencia de  Fig. No. 28 Grafico que representa

paso y puede predecirse estadisticamente, la amplitud de distribucion eritrocitaria
porque se relaciona directamente con el (ADE).

volumen efectivo de la abertura y el grado de

la dilucion, por lo tanto, los equipos generan una correccidon automatica segun la perdida por
coincidencia de paso.

Dispersion luminica (citometria de flujo)

La interaccion de la luz con una célula modifica su direccidn, pero no su longitud de onda,
produciendo una dispersidn de esta en todas las direcciones del espacio. Como método de andlisis
celular, la dispersidn de la luz es mas complejo que la impedancia ya que, ademas del tamafno y la
concentracion de las células, permite analizar la complejidad de la estructura celular (granularidad
y caracteristicas del nucleo) y de esta forma diferenciarlas entre si como si se tratara de un
examen morfolégico.

El método de la dispersién luminica consiste en analizar el efecto que sobre un haz de luz
monocromatica de alta intensidad (laser) ejercen las células sanguineas al cruzarse una a una en su
trayectoria. El lugar donde se produce el encuentro entre las células y el haz de luz laser es la
cdmara de flujo. Cada vez que una célula se interpone en el haz de luz se produce una interrupcién
del paso de fotones o sombra que es proyectada sobre un detector de campo oscuro y una
dispersion del propio haz que se difracta (cambia de sentido por efecto de la superficie celular),
refracta (cambia de velocidad por efecto de las estructuras celulares) y refleja (invierte el sentido
por efecto de las estructuras opacas). La suma de todos los efectos es la dispersidon luminica que
normalmente es detectada por sensores situados a dos angulos diferentes: angulo recto (90°) o
fotomultiplicador y un dngulo cénico pequefio (0,5-10°) o fotodetector (Figura No. 29).
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Fig. No. 29. Principio de dispersiéon luminica o Citometria de flujo.

Sistema CELL-DYN 3700

El CELL-DYN 3700 es un equipo fabricado por Abott Laboratories y puede procesar muestras por
dos vias:
e Modo abierto: aspira 130uL + 5% de sangre
e Modo cerrado: aspira 240puL + 5% de sangre

Posee tres canales de medicién independientes para determinar el hemograma y la cuenta
diferencial: 1) un canal de hemoglobina; 2) un canal de impedancia para los pardmetros
eritrocitarios y plaquetarios, y 3) un canal dptico para el recuento leucocitario y cuenta diferencial
(WIC [canal de impedancia] y WOC [canal 6ptico]).

1. Canal de hemoglobina

El canal de Hb se utiliza para la determinacién colorimétrica de la hemoglobina. La dilucion
1:301 de la muestra con el diluyente y el reactivo hemolizante WIC/HGB en la cdmara de mezcla
del transductor del canal WIC. Esta dilucién se utiliza para el recuento WIC y la medicién del valor
de Hb. Se emplea un reactivo sin cianuro para convertir a la Hb en un complejo hemoglobina-
hidroxilamina, el cual es medido a 540nm por un diodo emisor.

2. Canal de impedancia (Determinacion de eritrocitos y plaquetas)
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Para determinar los datos eritrocitarios y plaquetarios se utiliza un canal de impedancia. La
dilucién 1:10812 de la muestra se prepara con el diluyente. Las células se cuentan y miden en un
sistema de impedancia que posee una abertura de paso de 60x70um a medida que pasan por el
orificio del transductor del canal RBC/PLT de von Behrens. La separacion de las plaquetas y los
eritrocitos se logra mediante un umbral dindmico. Se analizan 100uL de la dilucién para el
recuento de eritrocitos y plaguetas, los datos se recogen en 256 canales (cada uno equivalente a
1fL), para construir el histograma de tamafio. Los umbrales comprendidos entre 1-35fL recogen
los datos para las plaquetas y los umbrales de 36fL en ascenso recaban los datos para los
eritrocitos.

e Hto: El hematocrito se calcula a partir del recuento de eritrocitos y del VCM mediante la
siguiente ecuacion:
Hto=(RBCXVCM)/10
e VCM: Se obtiene a partir de los datos de distribucion por tamano de los eritrocitos y se
expresa en fL.
e HCM: Se calcula a partir de RBC y de la Hb mediante la ecuacion:
HCM=(Hb/RBC)X10
1. CHCM: Se calcula a partir de la Hb y el Hto:
CHCM=(Hb/Ht0)X100
2. ADE: Este pardmetro se obtiene a partir del histograma de los eritrocitos y es
equivalente al porcentaje de CV (coeficiente de variacion):

Desviacion del VCM

ADE (%) = T,
|

3.Canal dptico (recuento leucocitario y cuenta diferencial)

Utiliza las técnicas de citometria de flujo, basada en el rayo laser, para analizar
subpoblaciones leucocitarias. La citometria de flujo se puede definir como un proceso, en el cual
las células u otras particulas son obligadas a pasar, de una en una, por una corriente de liquido
envolvente a través de un sensor o sensores que miden sus caracteristicas fisicas o quimicas por el
angulo de dispersion de la luz.

El sistema CELL-DYN3700 emplea dos canales para determinar los parametros leucocitarios;
la citometria de flujo para realizar el recuento leucocitario y analizar las subpoblaciones
leucocitarias (WOC) y la impedancia para realizar el recuento leucocitario y cuenta diferencial por
la forma de los nucleos (WIC). El canal dptico se usa para determinar los datos WOC. Con el
reactivo envolvente se prepara una diluciéon 1:51 de la muestra, de la cual la jeringa volumétrica
WOC inyecta un volumen exacto en la corriente de flujo laminar generado por el reactivo
envolvente para alinear las células y que estas se vean forzadas a pasar una por una por la cdmara
de cuarzo, donde se encuentra un laser de helio-nedn con polarizacién vertical.

El analizador mide los parametros de dispersion de luz en los siguientes angulos (Figura No.
30):

1. Angulo tradicional de avance=1-3°0°, que sirve para medir el tamafio celular
2. Dispersién ortogonal de la luz = 70-110°~90°, que sirve para medir la superficie celular
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y la estructura interna (lobularidad).

3. Angulo estrecho = 7-11°~10°, se emplea para medir la complejidad celular.

4. Dispersion ortogonal de la luz despolarizada = 70-110°=90°D, que se emplea para
medir la granularidad celular.

BE7 \}.E::f""
j_ _______

Dispersion a 90° Dispersion a 90°D

Fig. No. 30. Angulos de dispersion de luz para las determinaciones por citometria de flujo en el
equipo CELL-DYN3700.

El canal WIC emplea una diluciéon de 1:301 de la muestra con el reactivo hemolizante
WIC/HGB. Este reactivo liza los eritrocitos y desprende el citoplasma de los leucocitos dejand o
intactos los nucleos. Los nucleos (leucocitos y eritroblastos) son contados por impedancia en el
transductor de von Behrens WIC con una abertura de paso de 100x77um. Se analiza un volumen
de 200uL de la dilucién y los datos son recogidos en 256 canales, con los cuales se forma un
histograma de lobularidad.

Sistema ADVIA120

Inicialmente introducido por Bayer Corporation y hoy en dia fabricado por SIEMENS, es un
equipo que emplea citometria de flujo para los parametros de formula roja y blanca, ademas de
citoquimica para efectuar la cuenta diferencial leucocitaria. Este aparato utiliza gran parte de la
tecnologia de los sistemas Technicon H-1, H-2 y H-3 mas antiguos, sin embargo, Bayer simplifico la
hidrdulica y las operaciones del analizador. El ADVIA120 emplea cuatro canales de medicidon
independientes para determinar el hemograma y el recuento diferencial: 1) canal para eritrocitos y
plaguetas; 2) canal para Hb;3) canal para Peroxidasa (PEROX), y 4) canal para lobularidad de
basdfilos (BASO) para recuento leucocitario y datos diferenciales.

1. Canal para eritrocitos y plaquetas

Las reacciones para el recuento de eritrocitos y plaquetas ocurren basicamente en dos pasos:
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1) Los eritrocitos y las plaquetas se esférican isovolumétricamente por accion del reactivo
ADVIA120 HEM/PLQ;2) fijacién de los eritrocitos y plaquetas. Una vez terminada la reaccién se
hace pasar un volumen constante de la suspensién por la cubeta de lectura, en ella se miden las
sefiales de la difraccidn de luz de angulo bajo (2° a 3°) y de angulo alto (5° a 15°) de cada célula.
Esta suspensidn es envuelta por el reactivo ADVIA120 ENVOLVENTE/ACLARANTE cuando pasa por
la cubeta de lectura. Se detectan las dos sefiales de difraccion de luz, se amplifican
electrénicamente y se dividen en cuatro senales.

e Se emplea una sefial de difraccién de luz de angulo bajo y una de angulo alto para
analizar los eritrocitos.

e la sefial de difraccion de luz de angulo bajo (2° a 3°) se amplifica 30 veces y la sefial
de difraccion de luz de angulo alto (5° a 15°) se amplifica 12 veces. Estas seiales se
emplean para analizar plaquetas.

Utilizando la teoria de Mie de la difraccidn de la luz en esferas homogéneas, la medicién de
la difraccion de la luz de dngulo bajo se convierte en volumen celular y la medicién de difraccion
de luz de dngulo alto se convierte en concentracidon de hemoglobina.

Los indices eritrocitarios se calculan a partir de los pardmetros medidos directamente
(eritrocitos, Hb y VCM):

e VCM: Se obtiene a partir de la media del volumen eritrocitario y se expresa en fL.

Hto: El hematocrito se calcula a partir del recuento de eritrocitos y del VCM
mediante la siguiente ecuacion:
Hto = (HEM x VCM)/10

e HCM: Se calcula a partir de RBC y de la Hb mediante la ecuacion:
HCM = (Hb/HEM) x 10
e CHCM: Se calcula a partir de la Hb y el Hto:
CHCM = (Hb/[HEMxVCM]) x 1000

e RDW: Se calcula como el CV del histograma de volumen eritrocitario.

Desviacion del VCM
ADE (%) = X 100
VeM

2. Canal para hemoglobina

Se emplea un reactivo que contiene un agente tensoactivo y cianuro de potasio que se
disuelve en una solucién alcalina de borato a pH 11.3 (ADVIA120 HGB). Este reactivo hemoliza los
eritrocitos y desnaturaliza las proteinas sanguineas con una solubilizacion del g r u p o hemo
por las micelas tensoactivas. Los grupos hemo solubilizados experimentan una oxidacién del hierro
ferroso a férrico y se combina con dos moléculas de cianuro para formar micelas de ferrihemo. Las
micelas pasan a través de una cubeta de flujo donde se mide la absorbancia a una emisién de
546nm. Una vez procesados, los datos dpticos se representan en una curva de la tasa de Hb a
razén de tiempo.
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La cantidad de Hb se calcula a partir de la siguiente ecuacién:
Log (media de muestra/media linea base) Factor cal. Hb x 50

3. Canal de Peroxidasa (PEROX)

Para las reacciones del canal PEROX se emplean 4 reactivos (ADVIA120 ENVOLVENTEPEROX,
PEROX1, PEROX2 y PEROX3), los cuales lisan y tifien los leucocitos por su actividad peroxidasa. La
reaccion siguiente es catalizada por la peroxidasa celular, que convierte el sustrato a un
precipitado oscuro en los neutréfilos, los eosindfilos y los monocitos, los cuales se tifien segln su
grado de actividad peroxidasa. Esta reaccion se expresa en la siguiente ecuacion:

i lul -
H,0,+4-cloro-2-naftolPereidasa celular e cipitado oscuro

Una porcion de la suspension se coloca en la corriente de un flujo laminar que atraviesa un
sistema O6ptico halégeno de campo oscuro, donde se mide la absorbancia (proporcional a la
cantidad de peroxidasa) y la dispersion frontal (tamafio de la célula).

4. Canal BASO

Las células son tratadas con un reactivo que contiene un surfactante no iénico en una
solucién 4cida, para lisar los eritrocitos y plaguetas, ademas de que desprende el citoplasma de los
leucocitos dejando intactos los baséfilos. El laser dptico, con el mismo sistema de dispersién
frontal en dos dngulos del canal de HEM, se emplea para analizar las células tratadas.

El angulo alto proporcional a complejidad nuclear y el dngulo bajo proporciona el tamaiio de
la célula. Los basdfilos son identificables por su gran dispersidon en angulo bajo, el analisis del
cumulo permite identificar y cuantificar cada poblacidn leucocitaria.

Fig. No. 31. Citogramas de PEROX y BASO en el equipo ADVIA120. 1)Ruido. 2)Eritroblastos.
3)Plaquetas agregadas. 4)Linfocitos y baséfilos. 5) LUC-células grandes no tefidas-. 6) Monocitos.
7) Neutrdfilos. 8) Eosindfilos. 9) Blastos. 10) Mononucleares. 11) Neutroéfilos y eosinoéfilos. 12)
Basofilos. 13) Posible anormalidad baso. 14) Saturacién.
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Fundamento

Un autoanalizador automdtico hematolégico es una maquina de un laboratorio clinico,
disefiado para medir diferentes parametros de la sangre y otras determinaciones en un gran
numero de muestras bioldgicas y en un minimo de tiempo, con una asistencia humana minima.

- El propésito de su disefio es la busqueda de mejora en el diagndstico y seguimiento de las
enfermedades.

- Incremento de la productividad en el laboratorio.

- Mejoramiento en cada una de las operaciones implicadas.

- Intento por resolver el problema de la carga de trabajo en continuo aumento de los
laboratorios.

Actividades

e Seminario con la informacién mas actualizada sobre los fundamentos, equipos y
determinaciones de los diversos equipos automatizados empleados en el area de
Hematologia.

e Leerel Anexol
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Fragilidad Osmatica

La membrana eritrocitaria (Figura No. 32) es la responsable de las propiedades mecénicas y
de la mayoria de las funciones fisioldgicas de la célula. Estd formada por una bicapa lipidica plana,
donde predominan los fosfolipidos y el colesterol (80%) y en menor medida los glucolipidos y
amino fosfolipidos, distribuidos asimétricamente. De igual forma, se encuentran embebidas parcial
o totalmente en ella las proteinas integrales de membrana, unidas fuertemente por enlaces no
polares. Su libre desplazamiento a través de esta bicapa contribuye a mantener su fluidez. Las
proteinas periféricas interactian entre si para formar una malla o enrejado que recubre la cara
interior de la doble capa de fosfolipidos y son las responsables de la estabilidad y las propiedades
viscoelasticas de la membrana.

Glicoforina C

100000000000000

0000000004 )09000000000000

Adducipz ﬁ
Tropomiosina

‘;&

Tropomodulina
Fig. No. 32. Representacion esquematica de la membrana eritrocitaria. Las proteinas
integrantes son la banda 3 y la glicoforina C (GPC). El citoesqueleto estd formado por
tetrameros de espectrina: bandas a y bandas B, actina y proteinas de unién: 4.1,4.2,49y 2.1
(anquirina).
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Defectos en algunas de estas proteinas pueden dar lugar a trastornos clinicos en los cuales
esta involucrada la estabilidad del eritrocito. Entre ellos los mas frecuentes y mejor estudiados son
la Esferocitosis Hereditaria (EH) y la eliptocitosis hereditaria.

Esferocitosis Hereditaria

La EH es una enfermedad caracterizada por anemia hemolitica de severidad variable y una
respuesta clinica favorable a la esplenectomia. Es la anemia hemolitica mas frecuente en la
poblacién muy heterogénea, de herencia autosémica dominante generalmente, caracterizada por
una disminucidn de la relacion superficie/volumen de los eritrocitos con hemodlisis, presencia de
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esferocitos en sangre periférica, elevacién de la concentracidn de hemoglobina corpuscular media
en la mitad de los casos y aumento de la fragilidad osmatica (Figura No. 33). Los eritrocitos de
pacientes con esferocitosis hereditaria presentan una disminucién de Na® intracelular y una
pérdida de lipidos de la membrana, lo cual explica la disminucidn del area superficial de la célula.

La esferocitosis se produce por un defecto intrinseco del eritrocito y se han demostrado
defectos moleculares de diferentes proteinas que conforman el esqueleto de la membrana
eritrocitaria. La presencia de alteraciones del metabolismo, del transporte catidnico, de la
fosforilacion de las proteinas y de la composicion de los lipidos de la membrana, son secundarias a
la causa primaria de esta enfermedad. La lesién en la membrana estd dada por una pérdida del
area de la célula, pero se desconoce si esto se debe a una pérdida fisica (fragmentacion) o a una
contraccidn de la superficie de la membrana y aunque la mayoria de las evidencias favorecen la
fragmentacidon, no parece ser el Unico mecanismo que explique este hallazgo. Ademas, los
eritrocitos esferociticos pierden membrana mas rapidamente que los eritrocitos normales cuando
se deprime su metabolismo. La concentracion de fosfolipidos y colesterol es del 15 al 20% menor
de lo normal debido posiblemente a la disminucidn de su superficie y se presume que también se
produce una pérdida de las proteinas integrales de la membrana.
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Fig. No. 33. Curva de fragilidad osmética, donde se compara una persona clinicamente sana
contra una persona con EH.

Anemias hemoliticas

Las anemias hemoliticas se clasifican por su etiologia en congénitas y adquiridas. En las
primeras, la anomalia reside en un componente del propio eritrocito: membrana, molécula de
hemoglobina o alteracién metabdlica. En las segundas, el causante de la hemodlisis es extrinseco al
eritrocito, bien a través de mecanismos inmunes, una alteracion ambiental o de una
microangiopatia. Las anemias hemoliticas congénitas y adquiridas mas frecuentes son:
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1. Congénitas

o Defectos de la membrana
e Esferocitosis
e Eliptocitosis
o Alteraciones metabdlicas por defectos enzimaticos
e Enlavia de Embden-Meyerhof
e Enlavia de pentosa-fosfato
o Alteraciones en la hemoglobina
e Talasemias
e Hemoglobinas anémalas

2. Adquiridas

o Inmunes
e Autoinmunes (por anticuerpos calientes o frios)
e |soinmunes (enfermedad hemolitica del recién nacido)
e Por medicamentos

o Mecanicas
e Anemia hemolitica microangiopatica (Sindrome hemolitico-urémico,

hemangioma gigante)

o Infecciosas
e Malaria

o Toxicas
e Agentes oxidantes
e Arsénico

o Agentes fisicos
e Quemaduras graves



SISTEMA DE GESTION DE LA CALIDAD DE LOS
LABORATORIOS DE DOCENCIA

MANUAL DE LABORATORIO DE HEMATOLOGIA

Cadigo Fecha de elaboracion o revision Version
SGC-FESZ-QFB-ML25 20/05/2016 2 136 /237
Fundamento

Los defectos en la composicién proteinica de la membrana producen una disminucion en el
cociente superficie/volumen del eritrocito lo que acarrea la pérdida de la forma bicdncava del
eritrocito. Asi mismo, se producen cambios en la viscosidad citopldsmica como consecuencia de la
entrada de agua y aumento del volumen. Debido a ello cuando los eritrocitos se incuban en
medios de hipotonicidad gradual, existe entrada de agua al eritrocito hasta sobrepasar el limite de
elasticidad del hematie y por consiguiente se revientan mas rdpido que un eritrocito normal.

Material e instrumentos

e  Sangre venosa anticoagulada

e Gradilla

e 13 tubosde 13 x 100mm

e  Pipeta de Sahli de 0.02mL (20pL)
e Boquilla

e  Pipetas graduadas de 5y 10mL
e  Centrifuga

e  Celdas espectrofotométricas

e  Espectrofotdmetro

Reactivos

e Heparina
e  Solucidn de depésito de NaCl al 10% (pH=7.4)
e  Solucidn al 1.0% de NaCl

Procedimiento
Método de Dacie
Método cuantitativo sin incubacion

1. Recolectar 3 mL de sangre venosa heparinizada en un tubo con tapon.

2. Empezando con una solucidn al 1% se hacen las siguientes diluciones en tubos de 13 x 100
nm de acuerdo a la Tabla No. 21.

3. Se mezcla el contenido de cada tubo antes de agregar la sangre.

Homogeneizar perfectamente bien la sangre haciendo girar el tubo circularmente.

Agregar a los trece tubos el volumen de 0,2 mL (medido con precisidon con la pipeta de

Sahli) de sangre del paciente.

6. Se mezcla correctamente cada tubo (NO agitar, porque se puede hemolizar la sangre).

7. Se dejan a temperatura ambiente por 30 minutos.

8. Vuelven a ser mezclados y se centrifuga a 2000 rpm durante 10 minutos.

9. Leer en un espectrofotometro a 540 nm el sobrante de cada tubo.

v ok

El tubo No. 13 se usa como blanco. El tubo No. 1 corresponde al patron de 100% de hemdlisis.
Para la lectura, el sobrenadante de cada tubo debe ser vertido en la celda cuidadosamente para
no incluir las células.
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Tabla No. 21. Curva de fragilidad osmética con soluciones hipotdnicas.

Aguadestilada(
No. de Tubo |NaCl al 1% ml) NaCl Hemdlisis Absorbancia
(ml) (%) (%)
1 0.00 5.00 0.00 100
2 0.50 4.50 0.10
3 1.00 4.00 0.20
4 1.50 3.50 0.30
5 1.75 3.25 0.35
6 2.00 3.00 0.40
7 2.25 2.75 0.45
8 2.50 2.50 0.50
9 2.75 2.25 0.55
10 3.00 2.00 0.60
11 3.25 1.75 0.65
12 3.75 1.25 0.75
13 4.25 0.75 0.85 0 0 (Blanco)

10. Calcular el % de hemélisis de cada tubo:

% Hemélisi Absorbancia del problema 100
emblisis = x
’ Absorbancia del 100% de hemdlisis

Valores de Referencia

NaCl (%) Hemolisis (%0)
0.30 97-100
0.35 90-99
0.40 50-90
0.45 5-45
0.50 0-5
0.55 0
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Actividades

e Expresar la prueba de fragilidad de eritrocitos como una curva sobre papel milimétrico (%
de hemdlisis = f[NaCl]).
e Indicar la concentracién de NaCl cuando:
a) Seinicid la hemdlisis.
b) Ocurrié el 50% de hemodlisis.
c) Fue completa al 100% de hemodlisis.
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Hemoglobinopatias

Las hemoglobinopatias son alteraciones en las cadenas globinicas, secundarias a
mutaciones genéticas, las cuales pueden ser de dos tipos:

a) Cualitativas o estructurales: modificacién de la secuencia de aminodacidos durante la
sintesis de una cadena de globina.

b) Cuantitativas o sindromes talasémicos: disminucidn variable de la sintesis de una
cadena de globina, sin alteracién estructural.

Alteraciones estructurales

Se tiene un registro de mas de 500 variantes de hemoglobina en todo el mundo (Tabla
N o . 22). Son el resultado de mutaciones genéticas que pueden alterar alguna de las cadenas de
globina (alfa, beta, gamma o delta). Las anomalias estructurales se pueden clasificar en cinco
grupos para facilitar su identificacién:

1. Sustitucidon de un aminoacido por otro:

a) HbS ( 6Glu—> Val)

b) HbC (Bselue Lys)

C) HbD (BlZlGIu% Gln)

d) HbG (afBanLx)

e) HbE (Bzeelue Lys)

f)  HbO-Arab (B12161 ¥s)

g) H bM (a58HiS$ Tyr 0 a87His% Tyr)

Sustitucion de mas de un aminoacido: HbC-Harlem.

Eliminacién de uno o mas aminoacidos: Hb Leidem (pérdida del acido glutamico).
Hemoglobinas fusionadas o hibridas: Hb Lepore (fusién de las cadenas d y ).

Elongacién de la cadena de aminodcidos: Hb Constant Spring que posee 31 residuos
adicionales.

Tabla No. 22. Numero de anomalias estructurales de las variantes de Hb.

vk wnN

NUmero de variantes
Cadena a Cadena | Cadena | Cadena | Total
p 0 Y

Sustitucién de un solo aminoéacido 199 337 28 70 634
Doble sustitucion de aminoacidos 1 18 0 0 19
Eliminacion, insercion o ambas 6 16 0 0 22
Cadenas extendidas 7 6 0 0 13
Fusiones 0 10 9 1 10
Totales* 213 387 37 71 698
*El nimero total de variantes de la Hb (698) es 10 menos que la suma de las primeras cuatro columnas porque
cada una de las 10 Hb de fusion se registra en dos columnas (9 entre las cadenas B y 8; lentre las cadenas By v).




SISTEMA DE GESTION DE LA CALIDAD DE LOS
LABORATORIOS DE DOCENCIA

MANUAL DE LABORATORIO DE HEMATOLOGIA ZEREZ%A
Caodigo Fecha de elaboracion o revision Version Péagina
SGC-FESZ-QFB-ML25 20/05/2016 2 140/ 237

Las hemoglobinopatias estructurales se transmiten hereditariamente y son de caracter
autosémico codominante. El estado homocigoto se caracteriza por la presencia exclusiva de la
hemoglobina mutada (No hay Hb A). En el estado heterocigoto, si la mutacidn afecta la cadena §,
se observa un 50% de Hb Ay un 50% de Hb mutada, mientras que si la mutacidén afecta la cadena
a se observa un 75% de Hb Ay sélo 25% de Hb mutada (la relacion entre los genes a y B son 2/1).
Las alteraciones de las cadenas & y y no son de importancia clinica ya que dificilmente se
detectan por la cantidad de Hb involucrada.

Variantes inestables de la Hb

Existen alrededor de 200 variantes inestables de Hb. La mayoria pertenecientes a la cadena
B; otras pocas pertenecientes a la cadena a y solo algunas pertenecientes a las cadenas y y 6. Solo
alrededor del 25% de las hemoglobinas inestables causan anemia hemolitica, la cual puede ir
desde una anemia leve hasta una crisis hemolitica muy severa con formacion de cuerpos de Heinz.
Se heredan de manera autosdmica dominante y de condicién heterocigota, la condicidon
homocigota al parecer es incompatible con la vida.

La inestabilidad de la molécula de hemoglobina se presenta por alguna de las iguientes
causas:

Sustitucion de un bolsillo polar por uno no polar en el interior de la molécula de Hb.
Sustitucion de aminodacidos alrededor del bolsillo del hemo.

Sustitucidén de las cadenas a y B en el punto de contacto.

El reemplazo con prolina.

La elongacién o eliminacién de la estructura primaria.

vk wNe

La enfermedad por hemoglobina inestable se presenta desde la infancia primaria, con
ictericia y esplenomegalia. La gravedad de la anemia se determina por el grado de inestabilidad de
la molécula de Hb, pues estd precipita in vivo e in vitro al exponerse a ciertos factores que no
afectan a las Hb normales.

Debido al caracter hereditario de estos padecimientos el tratamiento sélo consiste en
controlar y prevenir las crisis hemoliticas, y en los casos muy severos la esplenectomia ayuda a que
el secuestro y eliminacién de los eritrocitos dafiados disminuya. El prondstico de los individuos con
hemoglobinas inestables es incierto, ya que estos padecimientos son raros.

Sindromes talasémicos

Las talasemias son un grupo polifacético de trastornos hereditarios, causados por
mutaciones genéticas que disminuyen o anulan la sintesis de una o mds cadenas de globina,
inhibiendo la produccién adecuada de Hb por la alteracidon en la estructura tetramerica de la
misma. Segun la naturaleza de estas, se clasifican en:

1. a-talasemia (disminucion de cadenas a)
2. PB-talasemia (disminucion de cadenas B)
3. 6B-talasemia (disminucion simultdnea de cadenas & y B)

El mecanismo molecular de las talasemias es muy variable, aunque destacan la delecidon
genética en las a-talasemias y los defectos de transcripcidén en las B-talasemias. En ambos casos
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existe un exceso de las restantes cadenas de globina, de forma que en las B-talasemias se
observan precipitados de cadenas a en las células eritroides y en el caso de las a-talasemias,
precipitados de cadenas f.

Los dos tipos de talasemia presentan diversas formas clinicas segun el caracter homocigoto o
heterocigoto del defecto molecular (Tabla No. 23). La expresividad clinica de la B-talasemia
depende de la cantidad de sintesis de la cadena B; la forma mds grave de B-talasemia es el estado
homocigoto en el cual la sintesis de cadenas B es minima o inexistente (B-talasemia mayor). Al
estado doble heterocigoto se le llama B-talasemia intermedia. La forma mas leve de B-talasemia es
el estado heterocigoto y se conoce como [B-talasemia menor o rasgo talasémico.

La forma mds grave de a-talasemia es donde existe una ausencia total de cadenas a y se
la llama anasarca feto placentaria o hydrops fetalis. La forma mas leve de a-talasemia es
totalmente asintomatica y solo se puede diagnosticar mediante estudio de ADN. Las otras
formas de a-talasemias se caracterizan por presentar anemia de intensidad variable y la
presencia de mayor o menor cantidad de hemoglobina H.

Tabla No. 23. Designaciones genéticas en la talasemia.

CuadroClinico Genoma
Beta talasemia menor B/R%B/B*:BISB
Beta talasemia intermedia BY/B*;5p/3B
Beta talasemia mayor B%/BY; B/B" Medit; B Medit/B vedit; SPLepore/SPLepore
Alfa talasemia-1 o o’ Alfa talasemia con 100% de
hemoglobina Bart
Alfa talasemia-2 (a-talasemia menor) oo
Alfa talasemia minima o’ o
a o

Enfermedad por Hemoglobina H

+

o =2 genes normales

o'=1 gen normal y 1gen ausente

=0 genes normales

B=1 gen normal

B°=0 genes normales

B*=1 gen anormal (10-50%decadenasfnormales)

Algunas pruebas de laboratorio Utiles para determinar las Hb inestables y talasemias son:
e Andlisis de estabilidad molecular de la Hb (precipitacién con isopropanol o
desnaturalizacion por calor a 50°C).
e Induccidn de cuerpos de Heinz.
e Analisis secuencial de aminoacidos.
e Electroforesis de Hb.
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e Cuantificacidn de la fraccion hemoglobinica HbA,.

e Cuantificacion de HbF.

e Andlisis de las cadenas de globina por cromatografia liquida de alto rendimiento
(HPLC) por intercambio iénico.

e Biologia molecular de a, B y 6p-talasemia.
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Fundamento

La estabilidad de la hemoglobina depende fundamentalmente de las fuerzas de unién
existentes en dos areas de la molécula: la unién a1y la unién del hemo con la globina.

Las hemoglobinas normales dificilmente precipitan (o rompen sus fuerzas de unién) o lo
hacen en menor grado cuando se calientan a 60°C durante 30 minutos, mientras que varias
hemoglobinas inestables son desnaturalizadas completamente a esta temperatura y precipitan en
forma de fléculos.

Material e instrumento
e Sangre venosa con anticoagulante
e  Pipetas Pasteur con bulbo
e  Equipo para Bafio Maria
e Termodmetro
e  Centrifuga

Reactivos
e  Amortiguador de fosfatos pH=7.4
e  Solucidn salina isotdnica (0.85%)

Procedimiento

1. Recolectar 5mL de sangre venosa en un tubo con EDTA y homogenizar por inversién.
2. Enuntubo de ensayo de 13 x 100mm poner 0,5mL de sangre anticoagulada.
3. Lavar los eritrocitos 4 veces con solucién salina isotdnica centrifugando a 3000rpm
durante 5 minutos.
Lavado de eritrocitos: Colocar 0,5mL de sangre total anticoagulada en el tubo de 13 x 100mm,
adicionarle solucidn salina fisioldgica (0,85%) hasta las % partes del tubo, colocar un tapdn
adecuado al tubo y mezclar invirtiendo con cuidado hacia arriba y hacia abajo. Centrifugar a
3000rpm durante 5 minutos. Eliminar el sobrenadante, de preferencia con una pipeta Pasteur. La
indicacion de lavar 4 veces representa repetir el procedimiento 4 veces.
El residuo de eritrocitos final es lo que importa para cualquier procedimiento después de la
indicacion de lavar los eritrocitos.
4. Desechar el sobrenadante del ultimo lavado y agregar al tubo 2,5mL de agua destilada.
5. Al hemolizado se le agregan 2,5mL de amortiguador de fosfatos (pH=7,4). Mezclar y
centrifugar a 3000rpm durante 10minutos.
6. En un tubo de ensayo de 13x100mm poner 2mL del sobrenadante e incubarlo en Bafo
Maria a 60°C durante 30 minutos o a 50°C por una hora.
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Interpretacion

La sangre normal no precipita o lo hace en forma ligera. Un resultado positivo (hemoglobina
desnaturalizada presente) se caracteriza por una floculacién intensa.

Actividades

e Analizar cada 5 minutos la presencia del fléculo (o precipitado) hasta la culminacién de los
30 6 60 minutos, segln sea el caso.
e Reportar en cruces la presencia del precipitado.
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Induccion de Drepanocitos

La hemoglobinopatia estructural mejor conocida es la HbS, donde ocurre una mutacion de la
cadena B, por la sustitucion del acido glutdmico de la posicidon 6 con una valina. Esta mutacién en la
cadena B, altera la solubilidad de la Hb, cuando la célula se desoxigena adopta la forma falciforme
caracteristica, por la formacidon de tactomeros o cristales de HbS (Figura No. 34), el eritrocito
regresa a su forma discoidea cuando vuelve a un medio oxigenado. En el estado falciforme la célula
se vuelve rigida por la polimerizacién de las moléculas de Hb, provocando la hemdlisis de las
células normales. El constante cambio del estado discoideo al estado falciforme produce un
cambio irreversible en la membrana del eritrocito con una tendencia a permanecer en la forma
drepanocitica.

La anemia de células falciformes se observd

(] ?fooy‘;o ) o por primera vez en 1910 por James Herrick. Pero la
\ ap/| LJ°°02 o base patoldgica y su relacién con la molécula de la
l\,oz P I\’OZ Hb fue descrita por Hahny Gillespie en 1927. A
.'v" ' pesar de ser un padecimiento comun en todo el
g% ': E::::' a B8 doacuigenaile mundo, tiene una mayor incidencia en Africa. Es un
S trastorno de cardcter autosémico-dominante, con
l """""" Tiempo de retardo J un gen precedente de cada padre. Puede ser de
oA - ' caracter homocigoto o heterocigoto con mezclas
% (. 4 de otras hemoglobinopatias (HbSC o HbS/B-tal). El
< B-l. Polimerizacion HbS estado homocigoto es el tipo mds grave, con una
“:;'A incidencia de 1 por cada 375 nacimientos
- afroamericanos vivos.
b l Las manifestaciones clinicas de |Ia
v enfermedad por HbS pueden variar de la forma
Moléculasde Hb T

asintomatica a un cuadro potencialmente fatal, por
Fig: Nio: 34 Eormacin deciiiilas Bidtormes crisis hemoliticas severas. La anemia hemolitica no
por polimerizacién de la HbS. se manifiesta en los recién nacidos ya que estan

protegidos por la gran cantidad de HbF circulante,

pero esta comienza a aparecer a partir de la
segunda mitad del primer afio. A medida que las cadenas [ de la HbS remplazan las cadenas y de la
HbF, los eritrocitos con HbS se hacen susceptibles a la hemdlisis, la cual es progresiva hasta
desembocar en una esplenomegalia. La vida media de los pacientes con HbS (homocigoto) es de
cerca de 45 afos y para los pacientes con HbSC de 65 afios.

La mayoria de las personas con anemia de células falciformes cursan con episodios de dolor,
denominados crisis. Hay diversos tipos de crisis: vaso-oclusivas o dolorosas, aplasicas,
megaloblasticas, de atrapamiento y hemoliticas crénicas. Los episodios oclusivos vasculares son los
que originan la mayoria de los ingresos hospitalarios, porque estos estan ligados a distintos
procesos como: la acidosis, la hipoxia, la deshidratacidn, las infecciones y la fiebre o por la simple
exposicién al frio. Los 6rganos que se dafian con mayor frecuencia son los pulmones, higado, bazo,
pene, ojos, huesos y el sistema nervioso central. La frecuencia de los episodios dolorosos varia de
ninguno hasta seis por afio. En promedio persisten durante 4 a 5 dias, pero pueden llegar a durar
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semanas. La frecuencia de los infartos esplénicos reduce el tamafio del bazo por cicatrizacion (auto
esplenectomia).

El diagndstico de la anemia falciforme se establece hasta que se comprueba la solubilidad de
la Hb S en su forma desoxigenada y se confirma su presencia por electroforesis. Sin embargo, la
prueba mas sencilla para establecer un diagndstico inicial para la presencia de Hb S es la induccién
de drepanocitos.

Mds que un tratamiento para eliminar las células falciformes, se dan tratamientos
preventivos para evitar en la medida de lo posible las complicaciones de la enfermedad por células
falciformes. Sin embargo, estdn en desarrollo terapéuticas promisorias que pueden modificar la
patogenia genética de la enfermedad. Una de estas terapéuticas es la de aumentar la cantidad de
Hb F en los eritrocitos por accién de la hidroxiurea o butirato, ya que la Hb F no polimeriza junto
conlaHbS.

Electroforesis

La electroforesis es una técnica para la separacion de moléculas segun la movilidad de estas
en un campo eléctrico através de una matriz porosa (soporte), la cual finalmente separa las
moléculas por tamafios y carga eléctrica, dependiendo de la técnica que se emplee.

La técnica cldsica
utiliza una tira recubierta de
una sustancia porosa (gel de ANODO
agarosa, poliacrilamida, ®
etc.) impregnada de un !
electrolito. Sus extremos se :
sumergen en dos depdsitos
independientes que - ~
contiene en ambos al - - - - -
electrolito y estan unidos a ;s -
los electrodos del i - ] ]

. ©) Fig. No. 35 Electroforesis de Hemoglobina.
generador de corriente. La
muestra se deposita en
forma de un pequefio trazo
transversal en la tira. La
distancia de migracién se mide en relacién con un marcador interno. Las placas son reveladas con
sal es de plata, azul de Coomassie o reactivos en particular.
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Las diferentes hemoglobinas, al igual que las proteinas del plasma, cuando se colocan en un
medio a un determinado pH, presentan diferente carga eléctrica, por lo que pueden ser separadas
debido a su distinta movilidad al aplicar un campo eléctrico (Figura No. 35).

Para la electroforesis de hemoglobina se emplean principalmente dos técnicas:

1. Electroforesis de hemoglobina a pH alcalino (8,6): Emplea un soporte de acetato de
celulosa y es util para separar las hemoglobinas normales (A, A; y F), ademas algunas
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hemoglobinas anormales, tales como; HbS, HbE, HbC y HbD. Determinados tipos de
hemoglobina debido a que poseen una intensidad de carga similar migran
practicamente al mismo nivel cuando se separan por este tipo de electroforesis.

2. Electroforesis de hemoglobina a pH acido (6,0): Emplea un soporte de gel de
poliacrilamida. Es especialmente Util para separar la HbS de la HbD y la HbC de la HbE
y permite diferenciar perfectamente la HbA de la HbF.
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Fundamento

La caracteristica principal de la Hb S es la de disminuir su solubilidad en medios hipdxicos,
por lo cual al colocar una gota de sangre y un agente reductor como el metabisulfito de sodio para
generar un ambiente hipdxico mediante el bloqueo de la entrada de oxigeno sellando la
preparacion, los eritrocitos que poseen Hb S adoptaran la forma falciforme por la polimerizacién
de las moléculas de Hb y su cristalizacién en tautémeros, permitiendo que los drepanocitos sean
identificables por medio del microscopio.

Material
e  Sangre capilar o venosa anticoagulada
e lancetas
e  Portaobjetos
e  Cubreobjetos
e  Microscopio
e  Parafina o vaselina

Reactivos
e  Metabisulfito de sodio al 2% (recién preparada)
e  Solucidn Salina 0.85%

Procedimiento

1. Recolectar 3 mL de sangre venosa con EDTA o utilizar sangre capilar.

2. Colocar una pequefia gota de sangre venosa o capilar en un portaobjetos.

3. Adicionarle 1 gota de metabisulfito de sodio al 2%.

4. Mezclar bien y colocar un cubreobjetos, tratando de que no se formen burbujas. El exceso
de sangre se elimina con un papel filtro, ejerciendo una suave presién sobre el
cubreobjetos.

5. Sellar los bordes del cubreobjetos con vaselina o parafina.

6. Montar otra preparacidon semejante como se indica desde el paso 3 al 5, pero en lugar de
agregar metabisulfito de sodio al 2%, poner solucidn salina al 0.85% (servira de control).

7. Observarlos inmediatamente al microscopio, después a los 15 y 30 minutos, hasta llegar a
las 2 horas. Para dar la prueba como negativa la observacion debe continuarse,
observdndose por periodos de tiempo mayor hasta completar las 24 horas.

Interpretacion

Cuando la prueba es positiva, del 10 al 100% de los eritrocitos adoptan disposicion
falciforme en 15 a 30 minutos.
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Fisiologia General de la Hemostasia

Lahemostasiaesunconjuntodeprocesosbioquimicosindependientesquealinteractuarentresim
antienenlaintegridaddelosvasossanguineosparaprevenirodetenerunahemorragiayasiconservarlaflu
idezdelasangrecirculante.

Una de las clasificaciones mas utilizadas es dividirla en los que se llama hemostasia primaria

o fase vascular, hemostasia secundaria o plasmatica de la coagulacién y fibrinolisis

Para que la hemostasia se lleve a cabo después de una lesidn, es necesario que intervengan
cuatro factores:

1) Endotelio vascular

2) Plaquetas

3) Proteinas plasmaticas (Factores e inhibidores de la coagulacion)
4) Sistemafibrinolitico

1) Endotelio vascular

La integridad estructural de los vasos sanguineos es fundamental para prevenir las
hemorragias. Cuando existe una lesidon vascular, se produce una vasoconstriccion local que
contribuye al cese de la hemorragia y al exponerse el subendotelio proporciona el principal
estimulo para la coagulacién, pues este sirve como sustrato para la adhesidn plaquetaria y su
posterior agregacion. Las proteinas que se encuentran en el subendotelio son: el coldgeno, la
fibronectina, la vitronectina, la trombospondina, la laminina, factor tisular (FT) y el factor de von
Willebrand (FvW). Ademas, el endotelio sintetiza moléculas tales como: la prostaciclina, el acido
13-hidroxioctadenoico y el 6xido nitrico, que inhiben la agregacion plaquetaria.

2) Plaquetas

En condiciones normales las plaquetas circulan por la luz de los vasos sanguineos, con su
caracteristica forma de disco, sin embargo, cuando ocurre una lesidon en el endotelio, se
desencadena una serie de eventos bioquimicos que dan inicio al proceso de coagulacién. En este
proceso de formacién del trombo se diferencian diversas etapas secuenciales:

a) Adhesidn plaquetaria al coldgeno por accidn de la glucoproteina (GP) Ib/IX y el FvW.

b) Activacién o cambio de forma de las plaquetas de su forma discoidea a esferas
grandes con multiples pseudépodos. También se inicia la actividad intracelular.

c) Agregacion plaquetaria por unién de las GPlIb/llla y el fibrindgeno de manera
intraplaquetaria.

d) Secrecion plaquetaria para el reclutamiento de mas plaquetas por accion de la
trombina, el tromboxano A2 y el ADP principalmente.

e) Formacién del tapédn hemostatico primario por las plaquetas que sella la lesion y
evita la pérdida de sangre adicional.

3) Factores de la coagulacion

Son un grupo de proteinas plasmaticas (Tabla No. 24) que intervienen para estabilizar el
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tapén hemostatico primario. Estas proteinas son de tres tipos:

Proteinas estructurales: proteinas cuya funcidon lleva a la contraccion de la
estructura del trombo para estabilizarlo. Pertenecen a este grupo el fibrindgeno, el
FvW y el factor tisular (FT).

Zimoégenos: Proteinas inertes que requieren de otra proteina para su activacién y
gue éstas a su vez puedan activar otras proteinas. En su estado inerte son solubles
en el plasma y cuando se activan se hacen insolubles. Pertenecen a este grupo el
factor Xlll, factor XII, factor XI, factor X, factor IX, factor VII, factor Il y proteina C.
Inhibidores de proteinas: Proteinas cuya funcién es evitar que una proteina pueda
actuar sobre otra. Pertenecen a este grupo la proteina S, activador tisular del
plasminégeno, antitrombina lIl.

Las proteinas que intervienen en la coagulacion pueden clasificarse también en funcién a
sus caracteristicas y a su estabilidad por accién de la temperatura:

Factores dependientes de la vitamina K: Son proteinas sintetizadas Unicamente en
el higado y que requieren de la accién de la vitamina K para su activacion al
carboxilar el carbono gamma de los residuos de acido glutdmico en el extremo N-
terminal de la cadena polipeptidica. Sin esta carboxilacién no pueden unirse a los
fosfolipidos de las plaquetas mediante puentes de calcio. Pertenecen a este grupo
los factores X, IX, VIl y 11

Factores independientes de vitamina K: Proteinas que actlan en ausencia de la
vitamina K, ya que no dependen del calcio para realizar su funcion. A este grupo
pertenecen los factores XIlI, XII, XI, VIII, Vy I.

Factores labiles: vW, VIl y V.

Factores estables: XIII, XI1, X1, X, IX, VII, 1 y 1.

Mecanismo de coagulacion

Existen varias teorias que tratan de explicar el mecanismo de la coagulacién:

Teoria de Seegers: Fue una de las primeras teorias, pero debido a su complejidad se
abandoné con rapidez.

Teoria de la cascada de Biggs, Douglas y McFarlane(Figura No. 36): Esta teoria
sostiene que los factores de la coagulacidn circulan en la sangre de forma inerte y
gue cuando estos se activan, desencadenan reacciones secuenciales, donde cada
proteina activada sirve de cofactor para activar otras proteinas y asi sucesivamente
hasta lograr la estabilizacién del tapdn hemostasico. Esta teoria es la mas empleada
para el estudio de la coagulacion en el laboratorio (in vitro), pues a partir de esta
teoria se establecid que existen dos vias para la coagulacidn, las cuales convergen
en una via comun:

o Via extrinseca. Se denomina extrinseca porque requiere para su inicio la
presencia del factor histico o tisular (proteina transmembranal), puesto de
manifiesto tras la lesién del endotelio. Se inicia con la formacién de un
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complejo entre el factor tisular y el factor VIl en presencia de Ca**, lo cual
produce la activacién del factor X. Este, una vez activado (Xa), junto con el
factor Vy Ca*™, transforman la protrombina (II) en trombina ().

o Via intrinseca. Esta via fue denominada intrinseca debido a que no se
requiere del factor tisular para generar actividad procoagulante. Su inicio
tiene lugar con la actividad parcial del factor Xl en el momento que la sangre
entra en contacto con alguna superficie de carga negativa (vidrio y algunas
otras sustancias). Una vez activado el factor Xl (Xlla) ejerce una actividad
proteolitica sobre la precalicreina para transformarla en calicreina, la cual, a
su vez, tiene un efecto proteolitico sobre el propio factor Xlla. El factor Xlla
produce activacion inmediata del factor Xl, el cual en presencia de Ca",
activa el factor IX para que pueda formar un complejo con los fosfolipidos
plaquetarios, el factor VIl y Ca**, capaz de activar el factor X. Este una vez
activado (Xa), junto con el factor V y Ca**, transforman la protrombina (Fll) en
trombina (FI).

Esta teoria no explica la coagulacion “in vivo”.

Teoria de “shunt”: Teoria que tratd de demostrar que solo existia una via para la
coagulacién sanguinea, al demostrar que parte de la via intrinseca se activa
mediante la via extrinseca, por lo cual solo existe el mecanismo intrinseco. Mds que
una teoria solo se trataba de demostrar una derivacién del mecanismo de la
coagulacién “in vivo”.

Teoria de los complejos o modelo celular: De reciente surgimiento explica la
coagulacién sanguinea en etapas. Mediante la formacién de complejos que
interactan unos con otros, se logra activar cada uno de los factores de la
coagulacién hasta conseguir la formaciéon de trombina. Todo este proceso se
desarrolla sobre la superficie de las células con una activacién plasmatica lenta. Se
conocen cuatro complejos:

o Complejo tisular: Se integra por el FT y el FVIla (unido a los fosfolipidos de las
plaquetas) y se activan al FX.

o Complejo tenaza: Se forma por el FIXa y FX unidos a los fosfolipidos de las
plaquetas y el FVIII que no esta unido a los fosfolipidos y que necesita de la
trombina para activarse.

o Complejo protrombinasa: Integrado por el FXa, el Fll unidos a los fosfolipidos
mediante puentes de calcio y el FVa.

o Complejo inhibidor: Constituido por la trombomodulina y la proteina S para
activar la proteina C.

La finalidad de todos los modelos para la coagulacidon es explicar las transformaciones
bioquimicas que ocurren durante la formacién de fibrina, siendo las dos teorias mas importantes,
el modelo de la cascada, pues esta explica de manera practica la coagulacién sanguinea <<in

Vivo>>,
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Tabla No. 24. Caracteristicas de los factores de coagulacidn.
Factor Nombre Peso Actividad funcional Vida media Sitio de Dependencia de Niveles
molecular bioldgica sintesis vitamina K plasmaticos
(KDalton)
| Fibrindgeno 340 Estructural 90h Higado No 200-400mg/dL
Il Protrombina 72 Proteasa de serina 60h Higado Si 10-15mg/dL
Vv Proacelerina 330 Cofactor 12-36h Higado No 0.5-1.0mg/dL
Vi Proconvertina 48 Proteasa de serina 4-6h Higado Si 0.1mg/dL
VIII:C Factor antihemofilico 70-240 Cofactor 12h Higado No 1-2mg/dL
IX Componente de 57 Proteasa de serina 20h Higado Si 4pg/dL
tromboplastina
plasmatica
X Factor de Stuart- 58 Proteasa de serina 24h Higado Si 0.75mg/dL
Prower
Xl Antecedente de 160 Proteasa de serina 40h Higado No 1.2mg/dL
tromboplastina
plasmatica
Xl Factor de Hageman 80 Proteasa de serina 48-52h Higado No 0.1mg/dL
XMl Factor estabilizador de 320 Transglutaminasa 48-52h Higado No 2.5mg/dL
fibrina
Precalicreina 80 Proteasa de serina 6.5dias Higado No 0.29mg/dL
Cininégenodeal 120 Cofactor 3-5dias Higado No 0.70mg/dL
topesomolecul
ar
Antitrombinal 68 Inhibidor de 2.5dias Higado Si 4mg/dL
1l proteasa
ProteinaC 62 Proteasa de serina 8-12h Higado Si 4-5ug/dL
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Fig.No.36 Modelo de la cascada de la coagulacidn e inhibidores de la coagulacion.

La via extrinseca se inicia con la exposicion del factor tisular (FT) en el subendotelio y culmina con la activacion
del factor X (F X). La via intrinseca se inicia con la activacion del factor XI (F XI) por accién de los cinindgenos de
alto peso molecular y la Precalicreina y termina con la activacion del factor F X. La via comUn inicia con la
activacion del F X y termina con la formacién de fibrina. Como todos los factores de la coagulacion se
interrelacionan unos con otros la via intrinseca y extrinseca no pueden funcionar de manera independiente una de
otra.
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4) Sistema Fibrinolitico

La formacidn de fibrina es el objetivo de la hemostasia, por lo cual, para evitar su formacion
excesiva, es necesaria la activacion del sistema fibrinolitico mediada por la plasmina. La plasmina
fragmenta las cadenas de fibrina en productos de degradacién de la fibrina o PDF (Figura No. 37).
El mecanismo fibrinolitico se desencadena una vez que se estabiliza el codgulo a diferencia de los
demas mecanismos de inhibicidn que interaccionan con los factores de coagulacion para regular
el proceso.

X1

Precalicreina
tPA

Estreptocinasa

> cura ) (pal1 )
D 4

A4

Plasmina ®
Y ( Fibrina ; PDF

Fig.No.37. Sistema fibrinolitico
scuPA=prourocinasa tcuPA=urocinasa
tPA=activador del plasmindgeno de tipo tisular PAI-1=inhibidor del activador de plasmindgeno tipol.

Es importante conocer la version clésica de la coagulacion lo cual nos ayuda a la realizacion de las pruebas in vitro.

Sin embargo, hoy en dia es importante conocer la nueva teoria de la coagulacion que nos ayudara a relacionar los
datos obtenidos en las diferentes pruebas de laboratorio con las diferentes patologias, la cual se produce en tres
etapas interrelacionadas: la fase de iniciacion, que tiene lugar a nivel de las células productoras de FT, como
fibroblastos y monocitos y conlleva la generacion de los factores Xa, 1Xa y pequefias cantidades de trombina,
suficientes para iniciar el proceso. La fase de amplificacion se traslada a la superficie de las plaquetas, que son
activadas por la trombina generada y acumulan factores y cofactores en su superficie, permitiendo el ensamblaje
necesario para que tengan lugar las reacciones enzimaticas. Finalmente, en la fase de propagacion, las proteasas se
combinan con los cofactores en la superficie plaquetaria, promoviendo la generacién de grandes cantidades de
trombina que favorecen la formacion de fibrina y su ulterior polimerizacion para construir un coagulo estable.

Recomendaciones generales para el laboratorio de coagulacion

Los buenos resultados en las pruebas de coagulacion dependen en su totalidad de la calidad
de la muestra, por lo cual es indispensable minimizar el traumatismo durante la flebotomia para
prevenir la hemdlisis. La sustitucién de tubos de vidrio por tubos de plastico disminuye la
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activacion de los factores Xl y VIl al entrar en contacto con la superficie del tubo.

El anticoagulante de eleccidn para casi todas las pruebas de coagulacién es el citrato de
sodio a una concentracién de 3.2% y una proporciéon de un volumen de anticoagulante por 9
voliumenes de sangre, pues presenta ventajas sobre los demas anticoagulantes, por tener una
osmolalidad mas cercana a la del plasma y porque esta concentracién se emplea como promedio
del intervalo normal en el célculo del indice Normalizado Internacional o Radio Normalizado
Internacional (INR por sus siglas en ingles).

Una vez que la sangre entra en contacto con el tubo ocurren cambios bioquimicos con los
cuales el factor VIIl comienza a degradarse con rapidez, por lo cual el NCCLS recomienda que el
tiempo para determinar el tiempo de protrombina (TP) no exceda las 24 horas y que para
determinar el tiempo de tromboplastina parcial activada (TTPa) el tiempo no sea mayor a las 4
horas.

Si las muestras no se procesan inmediatamente después de su extraccidon es recomendable
separar el plasma del paquete globular por centrifugacion, minimo 10 minutos a 3500rpm vy
almacenar la por no mas de 2 horas a 4°C, pues, asi como a temperatura ambiente se inactivan
parcialmente los factores V y VI, la refrigeracion prolongada activa el factor VII. Por lo cual para
evitar la inactivacién o activacion de algunos factores es preferible congelar el plasma y almacenar
a -20°C hasta su analisis.

Al igual que para toda prueba analitica, la exactitud y precision de los resultados se
controlan mediante el empleo de procedimientos de aseguramiento de la calidad, como la
calibracién de nuevos lotes de reactivos y el empleo de controles comerciales (minimo 2 niveles),
recordando que la repeticidon de un estudio de coagulacidon no mejora la precisidn ni la exactitud
de la prueba

Via intrinseca Via extrinseca |

Ca® Vil
aPTT X1 4 Xla PT Y
= ~ Factor de los tejidos Vlla
Fasedecontacto 7/ Ca®™%
[ 1 -~ IX IXa
PK | FXlla } Py
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Vil = Vila Via comun
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Fuente: Dan L. Longo, Anthony S. Fauci, Dennis L. Kasper, Stephen L. Hauser, ). Larry Jameson, Joseph Loscalzo:
HMarrison. Principios de Medicina Interna, 18e: www.accessmedicina.com
Derechos © McGraw-Hill Education. Derechos Reservados.
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Tiempo de Sangrado

Es una prueba sencilla que permite evaluar la hemostasia primaria <<in vivo>>. Consiste en
medir el tiempo transcurrido desde la realizacidon de una pequefa incision cutdnea hasta que cesa
la hemorragia.

Esta técnica fue introducida por primera vez en 1910 por Duke realizando la incision en el
I6bulo de la oreja; sin embargo, es poco sensible y menos reproducible que el método de Ivy.

En 1935 lvy introdujo su propia técnica al emplear un baumanometro y realizando la
incision en la cara anterior del antebrazo, con lo que consiguié una mayor sensibilidad y
reproducibilidad de los resultados.

Fundamento

Esta prueba mide la habilidad de los pequefios vasos para responder a una lesion, lo que
depende de la integridad de la pared vascular, de su capacidad constrictora y del nimero y calidad
de las plaquetas que formardn el tapén hemostatico.

Material
e Sangre capilar
e Llancetas
e Crondmetro
Papel filtro

Reactivos
¢ No son necesarios para esta prueba.

Procedimiento
Método de Duke

1. Se limpia el I6bulo de la oreja con isopropanol al 70%, sin presionar ni masajear
vigorosamente.

2. Dejar secar perfectamente la region limpia.

3. Ellébulo de la oreja debe de estar caliente antes de la puncién.

4. Se hace una puncién en el drea adecuada (Figura No. 38) en el I6bulo de la oreja, a una
profundidad de unos 3 mm con una lanceta estéril adecuada.

5. Tan pronto como se realiza la puncién y se observa que empieza a fluir la sangre, se pone
en marcha el cronémetro.

6. Lasangre debe salir libremente y el I6bulo no se debe de comprimir.

7. Absorber la gota de sangre con un trozo de papel filtro cada 15 segundos, procurando de
no tocar la superficie del I6bulo de la oreja o de manipular la lesion.

8. El crondmetro se detiene hasta que el papel filtro ya no se manche con la sangre o que no
sangre mas.
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Fig.No.38. Zona de puncion para el método de Duke (zona gris).

Valores de Referencia

e 1 a3 minutos.

Interpretacidon semioldgica

Esta prueba suele ser prolongada en los estados trombocitopénicos, en la enfermedad de
von Willebrand, en algunas deficiencias hereditarias de factores plasmaticos como el V y el VI
(esto es variable y pueden obtenerse valores normales) y en trombopatias.

El tiempo de sangrado es normal en hemofilia A y B, en hipoprotrombinemia y en general en
la hipofibrinogenemia hereditaria.

Luego de la ingesta de aspirina el tiempo de sangria se prolonga, por lo que debe tenerse la
certeza de que el paciente no la ingirid.
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Tiempo de Coagulacion de Sangre Total

El tiempo de la coagulacion sanguinea es una prueba muy poco sensible y nunca se debe
utilizar como prueba selectiva. Se usa a menudo para guiar la terapéutica con heparina, pero los
resultados obtenidos son a menudo inseguros, por esto son preferibles pruebas como el tiempo
de tromboplastina parcial activada. A pesar de ello, el tiempo de coagulacién sanguinea se realiza
en la mayoria de los laboratorios a causa de que se pueden obtener muchos datos de la inspeccidn
periddica del coagulo.

Fundamento

El tiempo necesario para que la sangre se coagule en un tubo de cristal es la medida de Ia
actividad total del sistema intrinseco de la coagulacidn. La inspeccidon periddica del codgulo
permite la valoracidn de las propiedades fisicas del mismo (tamafio, aspecto y fuerza mecanica), su
estabilidad, ritmo y extensién de su retraccion.

Material
e Sangre capilar
e Capilares sin heparina (orilla azul)
e Llancetas estériles
e Bafio Mariaa 37°C
e Termodmetro
e Crondmetro

Reactivos
e No son necesarios para esta prueba
Procedimiento
Meétodo capilar

1. Limpiar la zona de puncién con una torunda con alcohol (de preferencia el pulpejo del
dedo anular).

2. Dejar que el alcohol se seque.

3. Puncionar hasta una profundidad de 3 mm con una lanceta estéril. Poner en marcha el

cronémetro.
4, Se desecha la primera gota de
Zonas sangre, a continuacion, se llena capilar sin
Sﬁncién heparina hasta las dos terceras pagtes.
—_— \ 5. A partir del tercer minuto de la

puncién, se invierte el capilar constantemente
hasta observar que no haya desplazamiento de
la sangre. Si es necesario, se rompe el capilar
para observar el tiempo en que se forman los
hilos de fibrina o en su defecto tratar que una
gota de la punta caida sobre un papel, para poder observar si se ve un hilo entre el capilar
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y el papel (Figura No. 40).
6. Siya no hay desplazamiento o se observan los primeros hilos de fibrina, es el momento
en que se detiene el cronémetro.

Fig.No.40. Visualizacién del hilo de fibrina que se forma entre el papel y el capilar con sangre.

Valores de Referencia

e Los valores oscilan entre 3 a 5 minutos.

Interpretacién semioldgica

Un tiempo de coagulacién normal no descarta la existencia de un trastorno de la
coagulacion, pero un tiempo prolongado es siempre indice de un defecto severo de la misma, que
puede deberse a una deficiencia de cualquiera de los factores que intervienen en la formacion del
coagulo de fibrina, con excepcidn de una deficiencia pura de los factores VIl y XllI; pero el método
es mucho mas sensible a los defectos de los factores que intervienen en la activacidn por contacto
y en la formacién del activador intrinseco de la protrombina. Solo se prolonga cuando la
deficiencia es muy grave, por ejemplo, deficiencia de:

Fibrindgeno (Factor I)

Protrombina (Factor Il)

Factor V

Factor VI

Factor IX

o También en presencia de anticoagulantes circulantes o exceso de heparina.

O O O O O

Esta prueba no se ve influenciada por los niveles de Factor VII.
En la hemofilia (A o B) se encuentra prolongado si los niveles son suficientemente bajos.

La prueba carece de valor para las insuficiencias ligeras de distintos factores, por que basta
una cantidad pequefa de trombina para producir un coagulo de fibrina. Es menos util para las
anomalias de las ultimas etapas de la coagulacion (Factores V, X o Il), pues dichas etapas son
rapidas en comparacidon con las primeras. La trombocitopenia no afecta en los tiempos de
coagulacién ya que se requiere de un minimo de plaquetas para iniciar el proceso de coagulacion.
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Retraccién del Coagulo

Cuando se produce una lesidn en un vaso sanguineo se pierde sangre, inmediatamente se
activa el proceso hemostdsico para formar un codgulo que tape la lesion y limitar el sangrado.
Durante este proceso, se forma fibrina. Estas hebras se entrecruzan (gracias a la trombina) para
formar una red de fibrina que atrapa a las plaquetas y que a la vez ayuda a mantener el codgulo
que se forma en el lugar de la lesién. El tapdn hemostdsico inicial o primario estd formado por
plaquetas y posteriormente cuando el sistema de coagulacién se activa; se forma el tapon
hemostasico secundario (coagulo de fibrina) y ocurre la retraccidon del coagulo para formar un
tapon hemostdsico mas efectivo. Cuando ocurre esta retraccidon <<in vivo>> el plasma que se
encuentra atrapado entre las células es expulsado, dejando un tapdn casi exclusivamente de puras
plaguetas envuelto en una malla de fibrina, por lo cual estd prueba se emplea para evaluar:

1. Laconcentracién de fibrindgeno.

2. Laformacion de fibrina y su estabilizacion.

3. Lacantidad y capacidad contractil de las plaquetas para regresar a su forma original por
la accion de sus proteinas estructurales (actina) para compactar el coagulo.

4. Laactividad fibrinolitica.

Este proceso ocurre en el organismo para que la presion en el flujo sanguineo se normalice,
pues el tapdn plaquetario debe permanecer en el sitio hasta que los fibroblastos reparen la lesién.
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Fundamento

Cuando se deja coagular espontaneamente la sangre, el coagulo inicial se compone de todos
los elementos sanguineos. Con el trascurso del tiempo, el codgulo reduce su masa y exprime suero
del mismo codgulo. Esto es debido a la accién de las plaquetas sobre la red de fibrina.

Material
e Sangre venosa
e  Tubos cdnicos o tubos de centrifuga graduados de 15mL
e  Alambre enroscado(1mm de grosor)
e  Cronémetro
e  Bafio Mariaa 37°C

Reactivos
e No son necesarios para esta prueba

Procedimiento

Prueba cldsica

1. Extraer 5 mL de sangre venosa.

2. Colocar la sangre en un tubo cénico o un tubo graduado (5 mL o un volumen exactamente
medido).

3. Poner en marcha el crondmetro.

4. Colocar el alambre en el tubo con sangre. En medio del alambre colocar un aplicador de
madera para facilitar la adhesion del codgulo.

5. Colocar el tubo en un bafio Maria a 37°C durante 1 hora.

6. Después de transcurrido el tiempo se saca cuidadosamente el alambre junto con el
aplicador y se deja escurrir dentro del tubo el codgulo unido al alambre durante 1 6 2
minutos.

7. Se lee el volumen del liquido que quedo en el tubo. Este volumen se anota como
porcentaje del volumen inicial de sangre completa en el tubo.

8. Se calcula el porcentaje del volumen de suero que quedd en el tubo cénico con relacién al
volumen total inicial.

5 ml (volumen inicial) ------------------ 100 %
Volumen de suero residual ------------ X %

Valores de Referencia

s 48 -64 % (promedio 55%)

Interpretacidnsemioldgica

Esta prueba es dependiente de:

e El nimero de plaquetas y su actividad funcional, aunque en algunas ocasiones no se
relaciona muy bien con el nimero de plaquetas (en ciertas condiciones da normal adn con
30000 plaquetas/pL).
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e La concentracion de fibrinégeno. Un aumento importante de fibrindgeno reducird la
retracciéon por efecto de volumen, mientras que lo opuesto ocurre en casos de
hipofibrinogenemia.

Cuando la cantidad de fibrindgeno esta reducida, el coagulo puede ser muy pequefio.

En presencia de una actividad fibrinolitica activa puede disolverse el coagulo: choque,
guemaduras, etc.

Con un valor bajo del hematocrito, la masa del codgulo sera proporcionalmente pequefio y
puede dar valores muy elevados.

La retraccion del coagulo esta alterada si hay trombocitopenia y trombastenia de Glanzman
(alteracién funcional). La eritrocitosis también interfiere en la retraccion del coagulo, asi como el
aumento de la tasa de fibrindgeno. La anemia facilita la retraccién.

|
1

Aproximadamente el 30% del volumen total de sangre en el tubo debe coagularse

En casos de trombocitopenia 6 de disfuncién plaguetaria muy anormal, como en la trombastenia, se
forma un coagulo grande de estructura débil. Asimismo, en casos de paraproteinemia (mieloma ¢
macroglobulinemia de Waldenstrom), la retraccion del coagulo puede estar muy trastornada.

Un codagulo pequefio de forma regular ocurre cuando la concentracion del fibrindgeno es baja.

Un coagulo pequefio de forma irregular se observa cuando el incremento en la actividad fibrinolitica

lo digiere, como ocurre en la coagulacion intravascular diseminada (CID).

No se observa formacién de codgulo alguno.
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Tiempo de Tromboplastina Parcial Activada (TTPa)

Constituye una medida del sistema intrinseco de coagulaciéon. EI TTPa depende de la
totalidad de factores de la coagulacion involucrados en las fases, excepto calcio, plaquetas y
factores VIl y XIlI.

Fundamento

Es un tiempo de recalcificacién del plasma sin plaguetas al que se le agrega un sustituto
plaquetario (tromboplastina parcial).

El plasma del paciente provee todos los factores de coagulacién, excepto el ion calcio y las
plaquetas. El anticoagulante remueve el calcio de la sangre y la centrifugacién las plaquetas. La
emulsion de fosfolipidos reemplaza a las plaquetas, la prueba resulta normal en presencia de
deficiencias plaquetarias cualitativas o cuantitativas.

En general el TTPa se emplea para detectar valores de Factores de la primera fase de
coagulacion (XlI, XI, IX, VIII) que para los de la fase 2 y 3. También se usa para detectar
anticoagulantes circulantes.

Material e instrumentos

e  Sangre venosa con citrato de sodio

e  Plasma citratado pobre en plaquetas
e  Pipeta Pasteur con bulbo

e  Pipeta seroldgica de 1mL

e  Micropipetas de 100pL o de volumen variable
e  Puntillas para micropipeta

e  Asa bacterioldgica limpia

e  Vaso de precipitados de 100mL

e  Centrifuga

e Bafio Mariaa37°C

e Termdmetro

e  Crondémetro

e  Tubos de ensayo de 13 x 100mm

Reactivos

e  (Cefalina, caolin o cualquier emulsion comercial de fosfolipidos
e  Cloruro de calcio 0,025M

Procedimiento

1. Recolectar sangre venosa en un tubo Vacutainer de tapdn azul celeste y mezclar la sangre
con el anticoagulante por inversiéon. La proporcion de la sangre y el anticoagulante deben
ser exactos, por lo cual el tubo debe ser llenado hasta la marca de drenado.
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2. Centrifugar a 3000 rp m por 20 minutos o 3500 rpm durante 10 minutos. Es muy
importante que la centrifugaciéon elimine por completo las plaquetas, es decir debe
obtenerse un plasma pobre en plaquetas.
3. Extraer cuidadosamente el plasma de la muestra centrifugada mediante una pipeta
Pasteur y colocarlo en un tubo de ensayo de 13 x 100 mm.
4. En tubos diferentes y perfectamente etiquetados, colocar el plasma(s) problema(s), el
cloruro de calcio y el reactivo para TTP en un bafio Maria a 37°C.
5. Enuntubo de 13 x 100 mm limpio, seco y etiquetado adicionar los reactivos en el siguiente

orden (un tubo para n-muestras que se deseen medir).

Tabla No. 25. Procedimiento para el TTPa.

Reactivos Cantidad(pL)
Emulsion comercial de fosfolipidos 100
Plasma problema 100
Incubar la mezcla exactamente 2 minutos
CaCl,0.025M 100
Poner en marcha el cronémetro en el momento en que se adiciona el calcio.
Agitar brevemente para homogeneizar el contenido, mantener en el bafio unos 25 segundos.

6.

9.

Se examina la reaccidon de la mezcla a intervalos de 1 a 2 segundos para comprobar la
coagulacidn, inclinando lentamente el(los) tubo(s) de manera que la mezcla alcance cerca
de la mitad del tubo y con un aplicador de madera, tratar de jalar el plasma para poder
observar la formacion de fibrina.

Detener el cronémetro.

El tiempo de coagulacion es el intervalo entre la adicién del calcio y la aparicion de las
primeras trazas de fibrina en la mezcla.

Es esencial por lo menos usar un control normal y realizar todas las pruebas por triplicado®.

Valores de Referencia

El tiempo normal de TTPa es de 32-46 segundos. Estos valores deben corregirse para cada

laboratorio de acuerdo con los obtenidos por mezclas de plasmas frescos normales y con los
reactivos usados.

Interpretacién semioldgica

El TTPa de 50 segundos superior al control normal se considera anormal. La prueba esta

prolongada en las deficiencias de uno o mas de los Factores XII, XI, X, VIII, V, Il y | (que incluye
factores de la via comun).

Debido a que la prueba es mas sensible a la deficiencia de los factores de contacto, esta se

3 Este paso dependera de la carga de trabajo y Gnicamente cuando se trate de procedimientos manuales. En un
proceso automatizado solo se repiten las muestras que salen de los Valores de Referencia y con base a los
criterios del laboratorio.
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hace especialmente dependiente de la concentracidn del FVIIl, de manera que elevaciones
reactivas en este factor, pueden enmascarar deficiencias moderadas de otros factores.

<<In vivo>>la deficiencia de los factores de contacto no representa un riesgo hemorrdgico, sin
embargo, en el laboratorio esto se ve reflejado en la prolongacion del TTPa y cuya anomalia es un
simple hallazgo de laboratorio cuando el paciente no presenta cuadros hemorragicos.

El TTPa es muy sensible a la presencia de heparina no fraccionada o también llamada de
alto peso molecular (HAPM), por lo cual es la prueba de eleccidn para dar seguimiento a los
pacientes en tratamiento con este anticoagulante.

Las causas mas comunes de un TTPa prolongado son:

CID (coagulacion intravascular diseminada);

Hepatopatias;

Hemaféresis multiples con sangre almacenada

Tratamiento con heparina;

Presencia de un anticoagulante o inhibidor circulante (cominmente anticoagulante
[Upico).

ok~ owhpE

6. Hemofilia

Cuando los tiempos son anormales (alargados), es recomendable realizar pruebas de
sustitucién o correccion para orientar al médico, en cuanto a si la alteracidn es por la presencia
de un inhibidor circulante o por deficiencia de algun factor; sin embargo, frecuentemente se
efectian pruebas confirmatorias especificas para cada factor y se pasan por alto las pruebas de
correccion porque consumen mucho tiempo.

Pruebas de correccion de TTPa y TP

La correccién de TTPa y TP implica mezclar el plasma problema con una serie de derivados
sanguineos con un contenido conocido del factor. Los componentes sanguineos cominmente
usados son cuatro: plasma normal, suero, plasma adsorbido con sulfato de bario y plasma
envejecido (Tabla No. 26).

Actualmente la correccion de estas pruebas se realiza utilizando plasma normal lo cual da
una idea muy clara si hay déficit de factores de coagulacién (corrige) o la presencia de inhibidores
(no corrige), lo que indicaria hacer la busqueda especifica de la anormalidad (evaluar cada de
factor de la prueba que corrigid).

Tabla No. 26. Derivados sanguineos para las pruebas de correccion de TTPa y TP y los factores
gue contienen cada uno.

Derivado Factores presentes Factores ausentes
1L 1LV, VI VI X, X, X,
X1l, Xlli

Suero VI, 1X, X, Xl, XII [, V, VI, X, 1
Plasma adsorbido | I, V, VIII, X1, XIl, XIlII I, Vil IX, X

Plasma normal Ninguno
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Plasma L VI XX, X X,
. V, VI
envejecido Xl

*Puede estar presente, pero en concentraciones bajas.

En la tabla No. 27 se presentan los factores deficientes detectados por las pruebas de
correccién. Las anormalidades detectadas deben ir seguidas por pruebas especificas para la
deteccion de cada factor.
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Tabla No. 27. Pruebas de correccién para el TTPay TP.

Deficiencia TP TTPa Plasma Plasma Suero Plasma
del factor normal envejecido adsorbid
X Anormal Anormal Corrige Corrige Corrige No corrige
TP ™ ™ TP
\% Anormal Anormal Corrige TP No corrige No corrige Corrige
y TTPa TPy TTPa TPy TTPa TPy TTPa
I Anormal Anormal Corrige TP Corrige No corrige No corrige
y TTPa TPy TTPa TPy TTPa TPy TTPa
I Anormal Anormal Corrige TP Corrige No corrige Corrige
y TTPa TPy TTPa TPy TTPa TPy TTPa
1 Anormal Normal Corrige Corrige Corrige No corrige
TP ™ ™ TP
XIl Normal Anormal Corrige Corrige Corrige Corrige
TTPa TTPa TTPa TTPa
Xl Normal Anormal Corrige Corrige Corrige Corrige
TTPa TTPa TTPa TTPa
IX Normal Anormal Corrige Corrige Corrige No corrige
TTPa TTPa TTPa TTPa
VIl Normal Anormal Corrige No corrige No corrige Corrige
TTPa TTPa TTPa TTPa
CAMP Normal Anormal
PK Normal Anormal
X1 Normal Anormal

Ejemplo: tomaremos como ejemplo la Tabla No. 27 y la fila que estd sombreada indicando que el
Factor VIII se encuentra deficiente. Se utilizara la informacién descrita en la Tabla No. 28.
En la deficiencia del factor XII todas las pruebas de coagulaciéon estandar dan resultados normales. La solubilidad
del codgulo se incrementa con trombina y suspension en acido acético al 2%, que es mas sensible que la
solubilidad en urea.
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Tabla No. 28. Ejemplo del Factor VIl que se encuentre deficiente en una muestra.

PRUEBA FACTORESMEDIDOS
1) TP I H v X VIl Normal
2)TTPa I H Vv VIII IX Xl X1l | Anormal

3)Hasta este punto se eliminan los factores que coinciden (se encuentran tachados),
quedando como factores sospechosos: VIII, IX, Xl y XII (los factores X y VII se
encuentran aparentemente presentes ya que la prueba de TP resulto normal y ademas,
son factores que no coinciden con la prueba del TTPa). Al plasma problema se les
adiciona plasma adsorbido y suero, respectivamente, resultando lo siguiente al TTPa:

4) Plasma
Normal | AV VI X+ XH X1 Corrige
adsorbido TTPa
5) Suero No
Normal VH | X X X1 XH X1 corrige
TTPa

6)En el paso 4 estamos adicionando esos factores y la prueba corrige, por lo que nos
indica que los factores sospechosos son: VIII, 1X, XI, XIl y XIlII, pero en el paso 5
estamos agregando el IX, XI, XIl y XIIl y la prueba no corrige, indicando asi, que
esos factores no son los deficientes. EI Unico factor que queda y que al ser adicionado
corrige la prueba es el VIII. Los demas ejemplos se analizan de la misma manera.
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Tiempo de Protrombina (TP)

El procedimiento del TP permite evaluar la generacidn de trombina y la formacién de fibrina
en la via extrinseca. El TP es sensible especialmente a las deficiencias del F VIl y a los factores
involucrados en la via comun (Fll, FV, FX y en pacientes con insuficiencia hepatica como la cirrosis) .
En presencia de iones calcio, la tromboplastina tisular forma complejos con el F VIl y lo activa,
ofreciendo una superficie para la activacion de los factores X, V y Il. Los resultados para esta
prueba pueden variar de laboratorio a laboratorio en funcién de la tromboplastina comercial
empleada, por tal motivo la OMS disefio un método de estandarizacion para evitar discrepancias
en los resultados de un mismo paciente en tratamiento con anticoagulantes.

Fundamento

Cuando se anade calcio y un extracto histico, el Factor VIl reacciona con el Factor histico y se
forma un producto que convierte el Factor X en su forma activa, el Factor Xa; este a su vez,
reacciona con el Factor V, con el calcio y con los fosfolipidos del Factor histico para formar la
protrombina extrinseca que convierte la protrombina en trombina. Entonces, la trombina
convierte el fibrindgeno de los Factores V, VII, X, protrombina (Il) y fibrindgeno (1) y esta prueba
mide la actividad total de estos Factores.

Material e instrumentos
e Sangre venosa anticoagulada
e Plasma citratado pobre en plaquetas
e Pipeta Pasteur con bulbo
e Pipetas seroldgicas de 1ml
e Micropipetas de 100, 200pL o de volumen variable
e Puntillas para micropipeta
e Asa bacterioldgica limpia
e Vaso de precipitados de 100ml
e C(Centrifuga
e Bafio Mariaa 37°C
e Termodmetro
e Crondmetro

Reactivos
e Tromboplastina Histica Comercial*

Procedimiento

1. Recolectar 4,5 mL de sangre venosa en un tubo Vacutainer de tapdn azul celeste. La
proporcién de sangre y anticoagulante deben ser exactos.

4 Existen en el comercio extractos liofilizados de placentas humanas. La adicion de estabilizadores garantiza una
preparacion rapida de una suspension estable y ciertos extractos liofilizados ya contienen al ion calcio, que esta
adaptado a los requerimientos de la prueba. (Por ejemplo: THROMBOREL S).
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2. Homogeneizar perfectamente bien la sangre, mediante inversidon del tubo.

3. Centrifugar 20 minutos a 3000 rpm o 10 minutos a 3500 rpm. Es muy importante que la
centrifugacion elimine por completo las plaquetas, es decir, debe obtenerse un plasma
pobre en plaquetas.

4. Extraer el plasma de la muestra centrifugada cuidadosamente mediante una pipeta
Pasteur y verterlo en un tubo de 13 x 100 mm.

5. En tubos separados, limpios, secos y etiquetados respectivamente, colocar en un bafio
Maria el plasma y la mezcla de la tromboplastina/calcio a 37°C en el siguiente orden:

Tabla No. 29. Procedimiento para el TP.

Reactivos Cantidad(pL)
Plasma problema 100
Incubar el plasma a 37°C durante 1 minuto
Mezcla de tromboplastina histica-cloruro de 200
calcio

Poner en marcha el cronémetro en el momento en el que se coloca la mezcla (tromboplastina
histica-cloruro de calcio).

Agitar brevemente para homogeneizar el contenido, mantener en el bafio unos 5 segundos.

6. Sacar el tubo del bano, introducir el asa bacterioldgica en la mezcla.

7. Mover el asa bacteriolédgica hacia arriba y hacia abajo hasta que se observe el codgulo de
fibrina en el asa.

8. Detener el crondmetro.

9. Es esencial por lo menos usar un control y realizar todas las pruebas por triplicado.

TP como control en la terapia anticoagulante oral

Actualmente a muchos pacientes se les administra anticoagulantes orales en el
tratamiento y profilaxis de trastornos trombdticos. El monitoreo de pacientes anticoagulados se
hace en base en el Tiempo de Protrombina.

Debido a que el TP es muy sensible a la deficiencia del F VI, la respuesta de la prueba a la
cantidad de los factores involucrados en esta via dependera de la tromboplastina comercial
empleada, motivo por el cual la OMS desarrollé un método de estandarizacién denominado INR
(radio razén normalizada internacional).

Las fuentes tisulares tienen una procedencia muy variada y esto trae como consecuencia la
variacién de la sensibilidad y la variacién del propio TP. Dadas estas circunstancias se buscé una
escala comun en la que se pudiera reportar el TP:

e Elindice de Sensibilidad Internacional (ISl). Escala disefiada para reportar el TP basado
en un sistema de referencia primario.

Para cada lote de tromboplastina se determina un valor de ISI mediante una calibracion
frente a una preparacién de referencia. Este dato lo tiene que especificar el fabricante.
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El ISl asignado a cada lote de reactivo para TP se valora contra una preparacién del reactivo
de referencia de trabajo. Esta referencia de trabajo se calibra a su vez contra un estandar
(referencia primaria) de aceptacidn internacional por poseer un ISI de 1,0. Por lo cual, la
tromboplastina mds sensible tiene un ISI menor de 1,0 y las menos sensibles tienen un ISI mayor
al,0.

El valor de ISl es crucial para el cdlculo del INR, un minimo error en el ISI ejerce un gran
efecto en valor del INR, ya que el ISl es el exponente en la formula para obtener el INR:

INR = RpP™

RP = Radio de protrombina
ISI = Asignado por cada fabricante

El RP es una relacién entre el TP del paciente y el TP normal (estandar o pool de plasmas):

RP = TP pacients

TP

control

En la actualidad el valor del INR es una referencia para vigilar el uso de anticoagulantes
orales, por lo cual siempre debe incluirse en el informe de los estudios de coagulacién, tomando en
cuenta que solo es un valor atil para aquellos casos en que se esté llevando un tratamiento con
anticoagulante oral (Tabla No. 30). Hoy en dia la obtencidn del valor del INR es mas sencillo, pues
los coaguldmetros automatizados calculan el valor al momento de realizar la prueba.

Actualmente nuevos anticoagulantes orales que inhiben directamente a la trombina o al
factor X, no requieren del TP para administrarse o ser controlados (farmacos antagonistas de la
vitamina K a baja dosis, dabigatran, rivaroxaban, apixaban y edoxaban)

Tabla No. 30. Limites del INR en diversos tratamientos.

INR Condicién

2,0-2,5 Profilaxis de trombosis venosa profunda.

2,0-3,0 | Tratamiento de trombosis venosa profunda, tromboembolia pulmonar, infarto
de miocardio, estenosis mitral, fibrilacion auricular, isquemia cerebral
transitoria.

3,0—-4,5 | Tratamiento de recurrencias de trombosis venosa profunda, tromboembolia
pulmonar, injertos vasculares, valvulas cardiacas artificiales.
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Valores de Referencia

Los Valores de Referencia para los procesos de coagulacién deben ser establecidos por cada
laboratorio en base al tipo de poblacidn que atienden. Para el caso del TP los Valores de Referencia
también van en relacidn con la tromboplastina empleada. En promedio el tiempo es:

e 10-12 segundos (dependiendo de la tromboplastina utilizada)
e % actividad del paciente®> 80%

e  Expresado en Radio de Protrombina®< 1,2

o INR<5

Interpretacién semioldgica

El TP se prolonga en los casos de deficiencia de los FVII y los factores de la via comun.

La prueba es muy sensible a la hipo o disfibrinogenemia y a cualquier trastorno de la
polimerizacién de la fibrina.

La deficiencia de vitamina K y la terapia anticoagulante oral con dicumarinicos disminuyen
los niveles de los factores dependientes de la vitamina K (FII, FVII, FIX, FX, proteina C y proteina S)
prolongan el TP.

El TP también se prolonga en casos de coagulopatia grave, como en la coagulacidn
intravascular diseminada (CID).

La presencia de anticoagulantes circulantes prolongadores del TP se describié en los casos
del Lupus Eritematoso, leucemia y otras enfermedades sistémicas.

Actividades
e Determinar el TP del paciente en segundos.
e  Determinar el TPcontrol €N segundos de la Tromboplastina utilizada (11 segundos).
e  Calcular el Radio de Protrombina (RP).
e  Establecer el ISI de la tromboplastina utilizada.
e  Calcular el INR.

> Método alternativo mas antiguo para reportar el TP. Se calcula multiplicando el cociente del TP del paciente y el
TP control por 100.
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MODULOVI

INMUNOHEMATOLOGIA Y
BANCO DE SANGRE
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SistemaABO (SABO)

En 1899 Shattock informa sobre un fenédmeno curioso entre eritrocitos de una personay el
suero de otra, sin embargo, no es hasta 1900 cuando Karl Landstainer, quién descubre las
diferencias de la sangre entre grupos de personas y con su teoria sobre la especificidad de las
reacciones seroldgicas, dio asi inicio a la era inmunoldgica de la historia de la transfusion
sanguinea. Este hallazgo llevd a Landstainer a establecer 3 grupos sanguineos: A, By O, al observar
la aglutinacién de los eritrocitos de una persona con el suero proveniente de otra. El
descubrimiento del sistema ABO lo llevo a ser merecedor del Premio Nobel de Medicina 30 afios
mas tarde. Dos anos después de este hallazgo, Alfredo Von Decastello y Adriano Sturdi descubren
un cuarto grupo sanguineo, el AB. Numerosos descubrimientos surgieron a partir del sistema ABO
y en 1908 Ottenbergy Epstein postulan la forma de herencia sin aportacidon de pruebas, en el
mismo afio Emil von Dungern y Ludwing Hirzfeld establecen que el tipo de herencia corresponde a
las leyes de Mendel.

Una nueva y excitante fase en el estudio de los grupos sanguineos se inicio a partir de 1939
con los trabajos de Levine, Landstainer y Wiener, quienes establecieron las bases para el
conocimiento de un nuevo sistema: el Rh y su papel fundamental en la etiologia de la enfermedad
conocida como Eritroblastosis fetal o Enfermedad hemolitica del recién nacido (E.H.R.N.)

El estimulo cientifico desarrollado por estos descubrimientos fue de tal magnitud que dio
origen al nacimiento de una nueva especialidad, la Inmunohematologia, de la cual Landstainer fue
su lider hasta 1943, cuando acaecid su muerte. La rapida expansion de la terapia transfusional y el
desarrollo de métodos serolégicos de mayor sensibilidad han conducido al descubrimiento de una
gran variedad de grupos sanguineos.

Se han descrito cerca de 400 antigenos de grupos sanguineos, sin embargo, el sistema ABO
fue el primero de los sistemas de grupos sanguineos y es el mas importante en la medicina
transfusional.

Landstainer demostrd que los eritrocitos contenian por lo menos dos factores, designados
como aglutinégenos A y B, con los cuales se podia explicar los cuatro grupos que existian y asi
postulé que cada persona podia tener uno de ellos (A o B), ambos (AB) o ninguno (O). Reconocié
la presencia de anticuerpos en el suero y sefald la relacion reciproca que habia entre ellos y los
antigenos presentes en los eritrocitos, demostrando que cuando un determinado antigeno estaba
ausente, su correspondiente anticuerpo se encontraba en el suero o plasma. Asi, ha quedado
establecido que los antigenos del sistema ABO son los Unicos para los cuales existe el
correspondiente anticuerpo, siendo ello una caracteristica constante y predecible en el suero de
los individuos normales (Tabla No. 31).
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Tabla No. 31. Antigenos y anticuerpos del Sistema ABO.

Grupo Antigenos Anticuerpos Genotipo
sanguineo/fenotipo
0 H Anti-A 'y Anti-B 00
A(A10 A) A (A6 A) Anti-B A0 0 AA
B B Anti-A B0 o BB
AB Ay B Ninguno AB

La herencia del sistema ABO es controlada de acuerdo con las leyes de Mendel y se integra
de cuatro genes alélicos: A (A1 6 A;), By 0 de una serie de genes alélicos menos frecuentes como
son: Az, A, Am, etc. En la mayoria de los casos la herencia es directa y la combinacidn de los tres
alelos determinan los cuatro grupos sanguineos: A, B, AB y 0. La forma en que estos genes
controlan la produccién de antigenos ABO fue establecido por Bernstein en 1924, cuya teoria
sefiala que cada individuo heredados genes ABO, uno de cada padre y que estos genes
determinardn la presencia de los antigenos ABO en los eritrocitos de las personas.

Cuando los antigenos de los gldbulos rojos estan constituidos por proteinas (Ej. Rh y K) son,
presumiblemente los productos directos del gen; pero cuando aquéllos son carbohidratos (Ej. Ay
Le?), son determinados indirectamente por enzimas (transferasas) que son los productos del gen;
estas enzimas transfieren el azlcar apropiado, determinando especificidad sobre una estructura
cuya sintesis puede ser determinada por uno o mas genes no relacionados entre si. Algunos alelos
que no producen algun efecto reconocible son denominados “amorfos”.

En casi todos los sistemas heredados en los autosomas, los alelos son codominantes. El
Unico grupo sanguineo en el que el gen no es portado en un autosoma es el Sistema Xg, el cual es
portado en el cromosoma X.

Los genes del sistema ABO, ubicados en el cromosoma numero 9, estdn estrechamente
relacionados con los de otros sistemas de grupos sanguineos, como son el Hh, li, Lewis y P, ya que
la conformacion de las moléculas de carbohidratos de sus determinantes antigénicos
(inmunodominantes) estd dada por la interaccion entre los productos génicos de estos sistemas
(cromosoma 19). También se relacionan con la condicidon de secretor ubicada asi mismo en el
cromosoma numero 19.

Bioquimica de los antigenos

Gran parte del conocimiento que se tiene acerca de la bioquimica de los antigenos ABH
provienen de los estudios realizados en las sustancias A, B y H presentes en las secreciones. La
razon para ello es que estas sustancias se encuentran en muy pequefias cantidades en los
eritrocitos, en cambio su concentracién es superior en las secreciones. Las investigaciones en estos
productos establecieron, que la especificidad de estas sustancias ABH era debida a estructuras de
carbohidratos unidos a polipéptidos.

La purificacion de las glicoproteinas especificas de los grupos sanguineos demostré que
estan formados por carbohidratos en un 80-90% y el 10-20% restantes por aminoacidos (15a.a.),
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los cuales estos ultimos aparentemente no juegan ningun papel en la especificidad del grupo
sanguineo de la molécula.

La informacion genética que tiene cada individuo (genotipo) condiciona la sintesis de
enzimas que transfieren a la cadena de carbohidratos el azdcar que le confiere la determinante
antigénica especifica (inmunodominante). Asi, tenemos inicialmente la fucosiltransferasa, que
trasforma la sustancia precursora fundamental en sustancia H; a la N-galactosaminiltransferasa
que trasforma a la sustancia H en sustancia A y a la galactosiltransferasa que transforma la
sustancia H en sustancia B. Las diferencias entre las enzimas para grupo A y B son puntuales; los
individuos del grupo 0 sintetizan una proteina sin actividad enzimatica que, por tanto, no es capaz
de agregar ningln azlcar a la sustancia H (Figura No. 41). Se han definido seis alelos de 0, todos
ellos sin actividad enzimatica.

Los antigenos ABH estan presentes en la mayoria de las células del organismo, incluyendo
plaquetas y leucocitos. Un 80% de la poblacidon poseen un gen secretor dominante (Se). Estas
personas presentan antigenos solubles ABH en los tejidos y liquidos corporales, por ejemplo,
plasma, saliva, semen e inclusive en el sudor.

Lipid '
p:gltc?ng Ga|>-<GlcNAc>—<Gal>-. Antigeno A
GalNAc
transferasa
Lipido o )
proteina *."<G3|>~<GWA>'<G3|> (Sndianeni)
Gal
transferasa
Lipido o P .
proteina Gal Gal Gal ntigeno

Glc - Glucosa

Gal - Galactosa

GlcNac - N- acetilglucosamina
GalNac - N- acetilgalactosamina
Fuc- Fucosa

Fig.No.41 Representacidn esquematica de la sintesis bioquimica de los antigenos del sistema ABO.
Existe una cadena principal de azlcares, a la cual se le denomina sustancia precursora y se
compone de Glc-Gal-GIcNAc-Gal. La ausencia de fucosa expone esta cadena precursora en el
fenotipo Bombay (On).
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Anticuerpos del Sistema ABO

Los anticuerpos del Sistema ABO son principalmente IgM e IgG (Tabla No. 32) y muy
raramente IgA. Los primeros (IgM) también son denominados naturales, aglutinantes o completos,
se desarrollan regularmente después que el individuo ha sido expuesto a la inmunizacidn
ambiental; en su aparicidn no ha ocurrido ninglin evento inmunizante reconocible. Individuos con
anticuerpos anti-A y anti-B en su suero y que tienen un estimulo inmunizante especifico pueden
producir anticuerpos inmunes de la misma especificidad, pero con diferente comportamiento
bioldgico. La inmunizacién puede ser secundaria a un embarazo ABO incompatible, transfusion de
eritrocitos incompatibles, de plasma conteniendo sustancias de grupo sanguineo, inyeccién de
sustancias A y B purificadas con la intencién de producir antisueros de altos titulos o inoculacién
con productos virales o bacterianos que contienen sustancias activas de grupo sanguineo. Después
del estimulo inmunizante, el titulo y la avidez de los anticuerpos aumenta, desarrollando
propiedades hemoliticas y se hace mas dificil su neutralizacién con sustancias solubles de grupo
sanguineo; también se hacen activos a 37°C. Estos cambios son frecuentes en personas de grupo
O, pero ocasionalmente pueden observarse en las de grupo Ay B.

Los segundos (IgG e IgA) se conocen también como anticuerpos incompletos porque son
capaces de adherirse al eritrocito, pero no generan aglutinacion y Unicamente aparecen después
de una estimulacién antigénica.

Tabla No. 32. Caracteristicas seroldgicas de los anticuerpos del Sistema ABO.

Caracteristica IgM 19G
Temperatura éptima de reaccion <37°C(4°-20°C) 37°C
Tipo de reaccion Enzimatica Antiglobulina
Neutralizacion por sustancias de .
. Completa Parcial
grupo sanguineo
Presente en fenotipo AyB 0
Capacidad para atravesar placenta No Si (IgG; e 1gG3)
Causan enfermedad hemolitica No Si
Especificidad Anti-A 'y Anti-B Anti-AB
Tipo de respuesta inmune Primaria Secundaria
Mecanismo de produccion Natural (completos) Inmune (incompletos)
Capacidad para activar si .
i Si
complemento
Fijacion a monocitos/macrofagos No Si
Hemolisis<<invitro>> No Si
Reaccion en solucion salina Si No
Aglutinacion directa Si No

Determinacion del Sistema ABO

La determinacién del grupo ABO es la prueba mas importante del banco de sangre ya que
es la base fundamental para determinar la compatibilidad de la sangre. El Sistema ABO se integra
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de dos partes: Antigenos presentes en la membrana eritrocitaria y anticuerpos correspondientes
presentes en el plasma. Bajo condiciones normales, todos los individuos poseen anticuerpos
contra los antigenos que no estén presentes en sus propias células. De esta manera se establece
una interrelacion constante y predecible entre los antigenos y anticuerpos del sistema, lo cual
constituye la base fundamental para que en la determinacidn del Sistema ABO, se realicen dos
pruebas:

1. Prueba celular para determinar los antigenos presentes en la membrana eritrocitaria.
2. Prueba sérica o inversa, para determinar los anticuerpos presentes.

Las dos pruebas son complementarias entre si y por lo tanto se realizan al mismo tiempo,
pues una verificara los resultados de la otra. Deben realizarse a temperatura ambiente (20 a
24°C), la incubacion a 37°C debilita la reaccién. En caso de que exista discrepancia entre ambas
pruebas debe hacerse una investigacidon adicional para detectar la fuente de esta, ya que esta
revelard una condicién que podria ser de importancia clinica (Ej. Crioaglutininas, leucemias,
linfomas, carcinoma de estomago, inmunodeficiencias) o un error analitico.

Reactivos para la tipificacion del sistema ABO

Los reactivos empleados en la clasificacion de los antigenos se preparaban a partir de
anticuerpos policlonales naturales o inmunes de sangre humana y en ocasiones animal. Ahora se
preparan con anticuerpos monoclonales derivados de cultivos de células secretoras o hibridomas.
Estos anticuerpos son altamente especificos por lo cual ofrecen resultados confiables y definitivos
bajo condiciones normales. Estos reactivos deben cumplir con lo establecido en la Norma Oficial
Mexicana NOM-017-SSA1-1993.

Para la clasificacion del suero, se deben emplear, en lo posible células fenotipadas A1 y A, B
Rh positivo y O Rh positivo. Esta prueba no debe practicarse en placa, porque generalmente la
concentracion de los anticuerpos no es lo suficientemente alta para causar la aglutinacién de los
eritrocitos sin centrifugar.
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Técnicas para la determinacion de grupos sanguineos

Existen 3 técnicas para la determinacion de grupos sanguineos: La primera técnica empleada
fue la prueba en placa; posteriormente surgio la prueba en tubo, representando un avance técnico
sobre la prueba en placa, ademds, amplié la gama de pruebas realizadas en el laboratorio de
inmunohematologia que siguen empledndose hasta hoy en dia en la mayoria de los laboratorios
clinicos y bancos de sangre. Actualmente, dentro de las técnicas mas recientes se encuentra la
técnica llamada gel-centrifugacidén desarrollada por el Dr. Yves Lapierre, la cual emplea una matriz
de gel (sephadex) en microtubos para atrapar aglutinados
de eritrocitos producidos por una reaccidon antigeno-
anticuerpo. Existen 3 formulaciones basicas del gel:

1. Gel neutro: Solo contiene gel, para determinar la ! Eritrocitos

prueba inversa ABO, investigacion de anticuerpos
frios y pruebas enzimaticas.

2. Gel especifico: Es una mezcla de gel con un
antisuero especifico. Se emplea para la tipificacion
de grupo sanguineo.

3. Gel antiglobulina: Es una mezcla de gel con .
antiglobulina  humana y/o fracciones de Matriz Gel
complemento. Se utiliza en las pruebas de Coombs.

Anticuerpos
YA TY
: s ’ \ 4

v

La técnica de gel-centrifugacion representa un avance
técnico sobre el uso de la técnica en tubo, por ser un método que ofrece reacciones e
interpretacion de resultados de manera estandarizada. Emplea volumenes bajos de muestra
(microtécnica), las reacciones son estables permitiendo lecturas posteriores y por mas de un
analista. Ademas, las reacciones pueden ser fotocopiadas y leidas por equipos automatizados,
eliminando los aspectos subjetivos.
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Fundamento

La membrana eritrocitaria posee una gran cantidad de antigenos de grupo sanguineo,
pertenecientes a distintos sistemas.

La tipificacion ABO por norma debe hacerse de los antigenos eritrocitarios (prueba directa) y
de los anticuerpos presentes en el suero de la misma muestra de sangre (prueba inversa).

La ausencia o presencia de los antigenos de un individuo del sistema ABO solo se logra a
través de la exposicion de los eritrocitos del individuo con antisueros monoclonales conocidos
comerciales (Anti-A, Anti-B o Anti-AB) o mediante la exposicién del suero del individuo contra
eritrocitos fenotipados (A:;, A;, B y 0), debido a que en el suero se encuentran los anticuerpos
reciprocos de este sistema.

Lapresenciadelosantigenosodelosanticuerposseevidenciaporlaformaciéndeaglutinadosmacr
oscépicosdeunareacciénsimpleantigeno-anticuerpo.

Material e instrumentos
e Sangre venosa anticoagulada
e Suspension de eritrocitos al 5%
e Suero
e  Pipeta Pasteur con bulbo
e Aplicadores de madera
e  Centrifuga clinica

Reactivos
e Solucidn salina fisiologica (SSF) al 0.85%
e  Suero comercial anti-A monoclonal (color azul)
e  Suero comercial anti-B monoclonal (color amarillo)
e  Suero comercial anti-AB policlonal (incoloro)
e  Eritrocitos fenotipados A;, A, By 0 suspendidos

Procedimiento:
PRUEBA CELULAR EN TUBO

1. Lavado de eritrocitos: Colocar 0,5 mL de sangre total anticoagulada en el tubo de 13 x
100 mm, adicionarle solucion salina fisiologica (0,85%) hasta % partes del tubo, colocar un
tapon adecuado al tubo y mezclar invirtiendo con cuidado hacia arriba y hacia abajo.
Centrifugar a 3000 rpm durante 5 minutos. Eliminar el sobrenadante, de preferencia con
una pipeta Pasteur.

2. Eliminar el sobrenadante y preparar una suspensién de eritrocitos al 5% en SSF (por
ejemplo: 0,25 mL de eritrocitos en 4,75 mL de SSF.

3. Seleccionar 3 tubos de 13 x 100 mm e identificarlos con marcador como A, B y AB
respectivamente.

4. Colocar en el tubo marcado A, una gota de suero anti-A (azul); en el tubo B, una gota de
anti-B (amarillo) y en el tubo marcado AB (incoloro) una gota de suero Anti-AB.

5. Agregar a cada tubo una gota de la suspension de eritrocitos al 5% y mezclar.
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6. Centrifugar a 3400 rpm por 15 segundos o 1000 rpm por 1 minuto.

7. Desprender el botén de células del fondo del tubo agitdndolo suavemente, inclinarlo
hasta la posicion horizontal para apreciar completamente la aglutinacion y cuantificarla
en cruces.

8. Anotar inmediatamente tubo en mano, los resultados de la aglutinacién (Ver Figura No.
42).

PRUEBA SERICA EN TUBO

1. El tubo de muestra colectada sin anticoagulante (asi como esta desde que se vacié en el
tubo) se centrifuga a 3000 rpm durante 5 minutos.

2. En caso de que aun se vea la fibrina después de centrifugar y no se pueda extraer el
suero, ésta se despegara de las paredes del tubo con un aplicador de madera (o en su
defecto con la punta de una pipeta Pasteur) empujandola hacia el fondo y sin sacar nada
del tubo; se vuelve a centrifugar (si se remueve y se saca el coagulo, éste atrapa sueroy
en ocasiones no se logra obtener el suero deseado. Es recomendable desechar el
concepto de que para obtener suero se debe remover el coagulo).

3. Se separa el suero de los eritrocitos. El suero debe colocarse en otro tubo debidamente
identificado.

4. ldentificar apropiadamente 4 tubos de 13 x 100 mm, de la siguiente manera: A, A;, By O.

5. Colocar 2 gotas de suero en estudio en cada tubo.

6. Agregar una gota de eritrocitos fenotipados como A; al tubo marcado como A;, una gota
de eritrocitos identificados como A; al tubo marcado con A, una gota de eritrocitos B en
el tubo marcado como B y una gota de eritrocitos O en el tubo marcado como O.

7. Mezclar agitando los tubos. Si desea potenciar la aglutinacién, los tubos pueden ser
incubados durante 5 minutos o mas a la temperatura del laboratorio.

8. Centrifugar a 3400 rpm 15 segundos o a 1000 rpm 1 minuto.

9. Observar el sobrenadante contra un fondo blanco bien iluminado para detectar hemolisis.

10. Desprender el botén de células del fondo del tubo con movimientos giratorios suaves,
inclinarlo hasta la posicién horizontal y leerlo contra un fondo bien iluminado para
apreciar completamente los aglutinados dispersos (Tabla No. 33).

11. Anotar inmediatamente, tubo en mano, los resultados de la aglutinacidn.
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4+ 3+ 2+ 1+ +/-

"":,05 | — |
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44 34 2+
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1+ Hemolysis -ve Reaction

Fig. No. 42 Interpretacion de la aglutinacion.

4+Aglutinacion total de los eritrocitos en un cimulo grande en un fondo claro.
3+Dos o tres aglutinados grandes en un fondo claro.
2+Aglutinados pequefios, de igual tamafio, en un fondo rojo.
1+Aglutinados muy pequefios, pero definidos, en un fondo rojo.
+/- Arenoso
Hemdlisis
0 Nohay aglutinacion (Reaccion Negativa).

Tabla No. 33. Procedimiento para la determinacidn de antigenos del sistema sanguineo ABO.

Prueba celular en tubo Prueba sérica en tubo Interpretacion

Tubos de
13x100mm 1 2 3 4 5 6 !
Antisuero Anti-A | Anti-B AX:;_ / / / /
comercial

I lgota | lgota 1gota
Eritrocitos
del paciente | 1gota | lgota | lgota / / / /
al 5%
Eritrocitos
fenotipados / / / A Au B 0
al 5% lgota | lgota | lgota | 1gota
Suero del / / / 2 2 2 2
paciente gotas | gotas | gotas | gotas
Centrifugara 3400rpm por 15 segundos o a 1000rpm.
Interpretar aglutinacion
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Interpretacion de los resultados

En la tabla No. 34 se expresan los resultados de las pruebas realizadas. Discrepancias
entre la prueba celular y la sérica causan dificultades en la interpretacién del grupo ABO. Si ello
ocurre, cada resultado debe ser anotado en el espacio correspondiente de la hoja de resultados,
pero el espacio designado para la interpretaciéon debe dejarse en blanco hasta que el problema
sea debidamente aclarado.

Tabla No. 34. Interpretacién de los resultados en la determinacién del Sistema ABO.

Prueba celular (Eritrocitos Prueba sérica (suero Interpretacion
conocidos/sueros desconocido/Eritrocito del grupo
conocidos) s conocidos) sanguineo

Anti-A Anti-B Anti-AB Ay B

- - - + + 0

+ - + - + A

- + + + - B

+ + + - - AB

- - + - + Subgrupo A

- - + + + Subgrupo A

mas

anticuerpo

+=aglutinacion
—=No hay aglutinacién

Discrepancias entre la prueba celular y la prueba sérica

Los resultados de las pruebas con eritrocitos y con suero pueden ser discrepantes debido a:
e  Losproblemasintrinsecosdeloseritrocitosodelsuero.
e  Problemasrelacionadosconlaprueba.
e  Errorestécnicos.

Falsos negativos
Pueden tener lugar debido a:

1. No agregar reactivo o suero a un tubo.

No identificar la hemdlisis como una reaccién positiva.

Uso de una relacion inapropiada entre suero y/o reactivo con los eritrocitos
No centrifugar suficientemente las pruebas.

No incubar las pruebas a temperaturas de 20-24°C o menores.

6. Interpretacion o registros incorrectos de los resultados de las pruebas.

ukhwn

Falsos positivos
Pueden ocurrir por:

1. Centrifugacidn excesiva de los tubos.
2. Uso de reactivos, eritrocitos o solucion salina contaminados.
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3. Uso de material de vidrio sucio.

4. Autoaglutinacion de los eritrocitos del paciente y realizacidén sélo del grupo directo sin
autotestigo.

5. Interpretacion o registros incorrectos de los resultados de las pruebas.

Toda discrepancia debe investigarse y resolverse antes de emitir un resultado definitivo. Si
se trata de una unidad de sangre donada, ésta debe conservarse aparte y no transfundirse hasta
gue no se haya resuelto la discrepancia. El primer paso debe ser repetir la prueba con la misma
muestra, si la discrepancia persiste se debe realizar en una muestra nueva y verificar que los
reactivos no estén contaminados.
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Sistema Rh

El sistema Rh es después del ABO el mds importante de los sistemas de grupos sanguineos,
por sus implicaciones clinicas en la transfusién sanguinea y en la etiopatogenia de la enfermedad
hemolitica del recién nacido.

En su descubrimiento ocurrieron dos hallazgos relevantes. El primero de ellos acaecié en
1930, por la publicacidn de Levine y Stetson de su histérico trabajo describiendo como una madre
qgue terminaba de dar a luz a un feto muerto y macerado habia desarrollado una severa reaccion
hemolitica por la transfusién de sangre proveniente de su esposo. Ellos descubrieron que el suero
de la madre aglutinaba los eritrocitos de su esposo y el 85% de las sangres humanas ABO
compatibles. El antigeno responsable demostré ser independiente de los ya conocidos ABO, MN y
P.

En la interpretacion de estos hallazgos, postularon que la madre habia sido inmunizada,
desarrollando anticuerpos contra un antigeno del cual ella carecia, pero que estaba presente en
los eritrocitos del feto, a su vez heredado del padre. Cuando la paciente fue transfundida con la
sangre de su esposo, el anticuerpo reacciond con dicho antigeno causando la reaccién hemolitica.

Un segundo hallazgo, esta vez experimental, se produce en 1940, como resultado de las
experiencias en animales, de Landstainer y Wiener. Ellos inmunizaron conejos y cobayos
inyectandoles eritrocitos del Macacus rhesus; aislaron un anticuerpo que convenientemente
diluido por ser un heteroanticuerpo, aglutinaba los eritrocitos de los monos Rhesus y también el
85% de las sangres humanas. Los sujetos cuyos eritrocitos aglutinaban con el suero anti-rhesus
fueron denominados Rh positivos, y el 15% restante, Rh negativos.

El siguiente paso fue la demostracion de Wiener Peters que el anticuerpo Rh,
aparentemente el mismo que habia sido elaborado en animales contra los eritrocitos del mono
rhesus, podia ser encontrado en el suero de algunas personas quienes habian presentado alguna
reaccion hemolitica después de haber recibido transfusiones de sangre ABO compatibles. Hasta el
momento todo sugeria que el antigeno presente en el eritrocito del Macacus Rhesus y el hallado
en los humanos era el mismo, por consiguiente, los correspondientes anticuerpos deberian poseer
igual especificidad.

Hasta 1961 no quedd completamente aclarada la confusién entre el anticuerpo de origen
humano y el anticuerpo anti-rhesus de origen animal. Sin embargo, ya para entonces se habia
generalizado tanto el término de Rh en la transfusion humana que resultaba imposible
modificarlo, aun cuando Levine habia sugerido que al anticuerpo anti-rhesus de conejo se le diera
el nombre de anti-LW en honor a sus descubridores.

Hoy en dia se sabe que se trata de dos sistemas genéticos completamente independientes,
cuyos antigenos pueden ser reconocidos por anticuerpos diferentes.

Antigenos del sistema Rh

El Sistema Rh es codificado por dos genes ubicado en el cromosoma uno; el gen RH D es
responsable de la sintesis de una proteina que atraviesa la membrana lipidica del eritrocito 12 a 13
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veces y conforman los determinantes correspondientes al antigeno D. Las personas con D negativo
no poseen la informacién correspondiente a este gen, por lo que se considera deleido; en las
personas con D negativo de origen africano y asidtico se ha encontrado el gen en el locus
correspondiente, aunque es inactivo.

El segundo gen, denominado RHC, comprende cuatro alelos. CE, ce, Ce y cE. Estas
determinantes se encuentran ubicadas en una sola proteina, que al igual que la del antigeno D,
entra y sale a través de la membrana 12 veces y posee 417 aminodacidos (Figura No. 43).

Polipéptido Rh Glucoproteina Rh
| P 1

22 :I':Iéi;ﬂfl’ NHE

—

Fig.No.43 Esquema de la ubicacion de los determinantes especificos para los antigenos del
sistema Rh. Rh CE: contiene los antigenos C o ¢ (2° bucle) y E 6 e (4° bucle) RhD: expresa el
antigeno D (aminodcidos D-especificos en 3°, 4° y 6° bucle)

El primer antigeno humano del sistema Rh fue el antigeno D, si todos los individuos fueran
homocigotos para este antigeno (DD), no existirian sujetos Rh negativos, sin embargo, el hecho de
que existan los Rh negativos sugeria la existencia de un alelo, denominado d, pero hasta ahora no
ha podido comprobarse este alelo. El sistema Rh es mas complejo de lo que parece, pues se han
encontrado mas de 48 antigenos, pero solo 5 se consideran de importancia clinica: existe el alelo
D y dos pares de alelos antitéticos (Cc y Ee). Los genes del sistema Rh se hallan en el cromosoma 1,
estan estrechamente relacionados y se heredan de forma conjunta.

Desde el descubrimiento del sistema Rh en 1940, se fueron postulando varias teorias acerca
del modelo de herencia y la nomenclatura que debia de emplearse para este sistema, sin
embargo, en 1977 la Organizacion Mundial de la Salud (OMS), para evitar las divergencias en el
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sistema Rh recomendd que se empleara la nomenclatura de Fisher (Tabla No.35). La nomenclatura
de Fisher supone la existencia de tres loci o genes separados, pero estrechamente ligados en
haplotipos en el mismo cromosoma. Los denomina por separado y los haplotipos resultantes se
expresan por la conjuncidn de tres letras. Los haplotipos mas cominmente heredados son CDe y
cde, para los sujetos con Rh positivo y Rh negativo respectivamente.

El modelo genético mas reciente es el descrito por Tippett (1986). En él se propone dos locus
estructurales estrechamente ligados, D y CcEe como base para la produccidn del antigeno Rh. Para
los ocho fenotipos Rh mds comunes se describen dos alelos en el primer locus: D y no D. En el
segundo locus CcEe se necesitan cuatro alelos que incluyen: ce, Ce, cE y CE. En 1900, Colin y
colaboradores secuenciaron los dos genes descritos por Tippett y demostraron que el locus Rh de
los individuos Rh positivos estd compuesto por dos genes diferentes. En los individuos D negativos
uno de estos genes se halla ausente. Se sugiere la hipdtesis de que uno de estos genes Rh codifica
el polipéptido D y el otro gen codificara los polipéptidos C/c y E/e. Estos hallazgos confirmaron el
modelo de Tippett con la excepcién de que el alelo no D parece no existir. Adicionalmente, la
Sociedad Internacional de Transfusién Sanguinea agregd la terminacidn numérica para los
antigenos del Rh, basandose en la nomenclatura descrita por Rosenfield.

Tabla No. 35. Algunos de los genotipos probables del sistema Rh a partir de los fenotipos mas
frecuentes, segln la nomenclatura de Fisher.

Fenotipo Rh Gen o tipo probable Estatus Rh
DCcee DCe/dce(R'r) Positivo
DCCee DCe/DCe(R'RY) Positivo
DccEe DcE/dce(R°/r) Positivo
DccEE DcE/DcE(R%/R?) Positivo
DccEe DCe/DcE(R'/R?) Positivo
Ddccee dce/dce(rr) Negativo

Nomenclatura de Rosenfield: R=Rh positivo, r=Rhnegativo,1=C,2=E

Anticuerpos del sistema Rh

A diferencia del sistema ABO, en donde existen anticuerpos naturales, las personas Rh
negativos no contienen bajo condiciones normales, anticuerpos anti-Rh. La formacién de este
anticuerpo es casi siempre el resultado de la exposiciéon del antigeno, sea por transfusion o por el
embarazo al tener contacto con eritrocitos que contienen el antigeno D, por lo tanto, la naturaleza
de los antigenos es inmune. La antigenicidad del factor Rh es mayor que la de cualquier otro grupo
sanguineo. Asi, la administracién de sangre de un individuo Rh positivo a otro Rh negativo tiene
un 50% de probabilidades de quedar inmunizado (sensibilizado) y provocar la aparicién del
anticuerpo especifico.
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Relativa importancia del antigeno D

El antigeno D, es hasta ahora el mas inmunogénico de los antigenos Rh, siendo por lo
menos 20 veces mas inmunogénico que el ¢, que es el siguiente mas potente de los antigenos Rh.

Los anticuerpos contra antigenos del sistema RH en su gran mayoria son del tipo Ig G, que
no activan el complemento; es importante mencionar que anti-E frecuentemente es considerado

como natural regular.
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Fundamento

Para identificar el aglutinégeno Rh se usa un antisuero especifico y su presencia se pone de

manifiesto por la aglutinaciéon de los eritrocitos.

Material e instrumentos

Sangre venosa anticoagulada
Suspensidén de eritrocitos al 5%
Pipeta Pasteur

Bulbo para pipeta Pasteur
Aplicadores de madera
Centrifuga clinica

Reactivos

Solucion Salina Fisioldgica (SSF) al 0,85%
Suero anti-D monoclonal (Rho)
Suero D control

Procedimiento

PRUEBA CELULAR EN TUBO

Homogeneizar perfectamente bien el tubo de sangre anticoagulada por inversion del
tubo.

Lavar los eritrocitos una vez con SSF centrifugado a 3000 rpm/5 min. Lavado de
eritrocitos. Colocar 0,5 mL de sangre total anticoagulada en el tubo de 13 x 100 mm,
adicionarle solucién salina fisioldgica (0,85%) hasta las % partes del tubo, colocar un
tapon adecuado al tubo y mezclar invirtiendo con cuidado hacia arriba y hacia abajo.
Centrifugar a 3000 rpm durante 5 minutos. Eliminar el sobrenadante, de preferencia con
una pipeta Pasteur.

Eliminar el sobrenadante y preparar una suspension de eritrocitos al 5% en SSF.
Identificar apropiadamente un tubo de vidrio de 13 x 100 mm y agregar 1 gota de
antisuero-D (Rho) y 1gota de suspensidn de eritrocitos al 5% y mezclar.

Identificar como tubo control un tubo de vidrio de 13 x 100 mm y agregar 1 gota de
suero-D control y 1 gota de suspensién de eritrocitos al 5% y mezclar.

Centrifugar inmediatamente durante 1 minuto a 1500 revoluciones.

Agitar cuidadosamente el sedimento, inclinar el tubo lentamente hasta la forma
horizontal y examinar la aglutinacién sobre fondo claro. (En este tubo se puede continuar
la prueba D débil).
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Tabla No. 36. Procedimiento de determinacidn del Antigeno Rh.

Indicaciones FaCt%th Control Interpretacion
Tubos13x100mm 1 2
1 | Antisuero Comercial D (Rhp) 1gota Nada
Suero control D
Nada 1gota
2 | Suspension de eritrocitos del lgota 1 gota

paciente al 5%

w

Centrifugar el tubo No.1 a 500rpm

4 | Interpretar aglutinacion:
Si el resultado es positivo la (+) » Rhpositivo
prueba aqui termina.

) )
Si el resultado es negativo
hay que continuar el Coombs l l
(D débil)

Interpretacién
Los resultados posibles se observan en el cuadro siguiente:

Tabla No. 37. Interpretacion del sistema Rh.

Tubo con anti-Rh Tubo control Rh Interpretacion
+ - Rh positivo”
(+) debil - Posible D débil”

Rh negativo; o posible D
- - débil (practicar la prueba

Coombs)

Autoaglutinacion (Investigar
+ + dicha situacion)

*Si la prueba se interpreta con Rh positivo, aqui termina el procedimiento en el paso 6 y no se hace variante D débil del
antigeno D.
**Si la prueba se interpreta como posible D débil o Rh negativo se continta con los mismos tubos de ensayo del paso 7
del procedimiento antes descrito, al paso 7 del procedimiento que se describe en la prueba de variante D débil del
antigeno D.
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Expresiones Débiles del Antigeno D (D Parcial o D Débil)

No todos los eritrocitos pueden ser clasificados como Rh positivo o negativo, mediante las
pruebas de aglutinacién directa con los sueros anti-Rh. La mayoria de las muestras de sangre de
una reaccion de aglutinacion macroscdpica, muy definida y clara, inmediatamente después de la
centrifugacién; estas células que asi reaccionan pueden ser facilmente clasificadas como Rh
positivo. Otras, no muestran aglutinacién directa, sin embrago, no pueden ser clasificadas como
Rh negativo porque el antigeno D puede estar presente en tales células, pero débilmente
expresado, por lo que se requiere de pruebas adicionales como la de antiglobulina para poderlo
demostrar. Estos tipos de reactividad son debidos a variantes del antigeno D y los individuos cuyos
eritrocitos exhiben tal comportamiento son clasificados como D parcial débil.

Antiguamente el D" (D débil) se considera como un antigeno ajeno al D, sin embargo, hoy se
sabe que en realidad se trata de un alelo débil del D; la mayoria de las veces esta asociada a los
antigenos C o E y es rara en la raza blanca. La importancia practica del D débil radica en que se
puede sensibilizar a un receptor D negativo. Con la utilizacién de reactivos monoclonales se
detectan la mayoria de los alelos débiles del antigeno D, sin embargo, cada laboratorio debe
considerar las pruebas mas apropiadas para la deteccidon de estos D débil, con el fin de evitar la
transfusion de sangre errdneamente clasificada como Rh negativo.

Algunas variantes del antigeno D relacionadas a expresiones débiles de este antigeno,
pueden ser las siguientes:

1. Efecto de posicidn: D C en posicidn trans, que debilita la expresion del D.
2. Codificacidn genética para menor nimero de sitios antigénicos R°.
3. Antigeno D incompleto que se relaciona con los epitopes que conforman el antigeno

Rh; se han descrito nueve epitopes identificados con sueros monoclonales anti-D, que
permiten caracterizar siete categorias de células. En la categoria seis, se identifican
epitopes D3, D4 y D9, mientras, en la categoria tres, se identifican nueve epitopes.

La baja frecuencia de las variantes débiles del antigeno D (D débil) explica su falta de
trascendencia clinica. Algunos de estos individuos pueden producir anticuerpos anti-D contra el
epitope que no tienen, lo que explica la observacidon de individuos con Rh D positivo con
anticuerpo anti-D en su suero.

Aparte de las variaciones de los antigenos D que se mencionan arriba y que son mas o
menos comunes, hay otros hallazgos que alteran la simplicidad de la concepcion del sistema Rh
como un conjunto de tres haplotipos con tres unidades de variacidn:

e Antigenos de mas:
o Antigeno G.
o Antigenos compuestos (cooperacion de dos genes vecinos en el mismo haplotipo,
pero situados en posicion cis).
o Antigenos indiferenciados.
e Antigenos de menos (antigenos deprimidos o silenciosos).
e Antigenos asociados.
e Antigeno LW (confundido inicialmente con el descubierto por Levine y que dio
origen al Rh).
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La Prueba de Antiglobulina Humana o Prueba de Coombs

Prueba empleada para demostrar la presencia de antigenos o anticuerpos de grupos
sanguineos, asi como también en el diagndstico de la enfermedad hemolitica del recién nacido.

El fundamento de la prueba de Coombs se basa en los siguientes principios:

1. Los anticuerpos y el complemento humano son globulinas y ademas son diferentes a las
de otras especies, por lo tanto, se comportan como antigenos cuando se inyectan en
otros organismos.

2. Si un animal (conejo, chivo, caballo) es inyectado con globulinas humanas purificadas o
con el suero total, este animal las reconoce como extranas y elabora anticuerpos contra
ellas; estos anticuerpos tendran especificidad antiglobulina humana.

3. El suero antiglobulina humana obtenido, reaccionara especificamente con las globulinas
humanas. Si las moléculas de globulinas sean anticuerpos o complemento, se fijan en la
membrana del eritrocito, el suero antiglobulina se combinard con ellas y causard
aglutinacion de las células. En cambio, si los eritrocitos no estdn sensibilizados, no habra
aglutinacion.

En resumen, se puede decir que el principio de la prueba de antiglobulina humana o de
Coombs es muy simple: detectar inmunoglobulina de la clase Ig G y/o fracciones de complemento
(C3d), unidos a la membrana eritrocitaria. No se considera necesario incluir alguna otra actividad
contra las demdas inmunoglobulinas (IgM, I1gA), en este reactivo.

La sensibilizacion de los eritrocitos se puede producir en dos formas:

a) <<In vivo>>, es decir, cuando la reaccién del antigeno y su correspondiente anticuerpo se
efectda en el organismo, mientras ambos estan circulando, como, por ejemplo, en casos
de anemia hemolitica autoinmune, de enfermedad hemolitica del recién nacido, etc.

b) <<In vitro>>, la sensibilizacidn de los eritrocitos por el anticuerpo se realiza en un tubo de
ensayo en el laboratorio, donde se mezclan e incuban eritrocitos adecuados con el suero
en estudio. Si en el suero existen anticuerpos contra antigenos presentes en los
eritrocitos, se producird la reaccidn antigeno-anticuerpo y los eritrocitos quedaran
sensibilizados.

Existen dos métodos para la prueba de la antiglobulina humana:

a) Prueba de Coombs directa: Se emplea para detectar anticuerpos o fracciones de
complemento en la superficie del eritrocito cuando ha ocurrido una sensibilizacién
<<in vivo>> (Figura No. 44). Este tipo de sensibilizacion puede presentarse en alguno de
los siguientes casos.

i. Enfermedad hemolitica del recién nacido.
ii. Anemia hemolitica autoinmune.
iii. Anemia hemolitica medicamentosa.
iv. Reaccion hemolitica postransfusional.
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Fig.No. 44. Esquema de la prueba de Coombs directa.

b) Prueba de Coombs indirecta: Se emplea para detectar anticuerpos incompletos en el
suero del paciente. Es un procedimiento de dos etapas, pues requiere de una
sensibilizacion de eritrocitos <<in vitro>> y posteriormente la reaccién propia de la
antiglobulina (Figura No. 45). Se emplea para la deteccidn de anticuerpos irregulares.

Interpretaciéndelresultado

La reaccidon antigeno-anticuerpo mas importante empleada en el banco de sangre es la
aglutinacién. En ella el anticuerpo reacciona con el antigeno que es parte de una estructura de

mayor tamafio como son los eritrocitos, formandose masas o aglutinados que pueden ser
evidenciados a simple vista.



SISTEMA DE GESTION DE LA CALIDAD DE LOS
LABORATORIOS DE DOCENCIA &ifs

MANUAL DE LABORATORIO DE HEMATOLOGIA R ES
Caodigo Fecha de elaboracion o revision Version Péagina
SGC-FESZ-QFB-ML25 20/05/2016 2 196 / 237

La reaccion de aglutinacion de los eritrocitos ocurre en dos fases o etapas: la primera,
representa la reaccién inmunoquimica especifica conocida como la sensibilizaciéon y en la cual el
anticuerpo se une al antigeno [Ej. Tipificacion de grupos sanguineos y Rho (D)]. La segunda fase

Incubacién37°C

+ 30’
_————) _

Eritrocitosde
Sueroproblema -

grupoconocido
. *
Eritrocitos

™ )
.l ¢ . . ’. sensibilizados
® @ O oQ

Suerofisiologico+SuerodeCoombs

! :

‘ .‘ . Aglutinacion

(prueba+)

representa el proceso fisico de la aglutinacién, que resulta de la unidn de los eritrocitos mediante
puentes de anticuerpos (Ej. Prueba de Coombs).

Fig. No. 45. Esquema de la prueba de Coombs indirecta.

Si la primera y/o principalmente la segunda fase muestran aglutinacion, se interpreta
positiva, la intensidad de la reaccién se debe sefalar en cruces, como se muestra en la Figura No.
42. No debe olvidarse la posibilidad de errores capaces de ocultar el resultado de la prueba de
Coombs (Tabla No. 38).
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Tabla No. 38. Causas de error en la prueba de Coombs.

Falsos positivos

Sensibilizacion eritrocitaria in vitro por anticuerpos naturales o complemento por mantener
mucho tiempo la muestra a 4°C.

Lavado insuficiente de los eritrocitos.

Fijacion inadecuada del suero antiglobulina.

Reaccidn con el recubrimiento de algunos tubos de vidrio.

Reticulocitos elevados en la muestra analizada.

Falsos negativos

Tiempo insuficiente de incubacion.

Dilucion incorrecta del suero antiglobulina.

Suero antiglobulina de poca sensibilidad o caducado.

Cuando el anticuerpo presente es anti-1gA.

Lavado inadecuado de los eritrocitos que conlleve a la neutralizacion o eliminacion de los
anticuerpos fijados a su superficie.

Empleo de material sucio.

Reactivos antiglobulinicos humanos

El reactivo antiglobulina humana o suero de Coombs, se obtiene al inmunizar animales con
globulinas del suero humano, estas pueden ser inmunoglobulinas purificadas (IgG, I1gM, IgA) y/o
fracciones de complemento (C3b, C3d, etc.), produciéndose antiproteinas humanas en el suero
animal, las que se purifican tras adsorciéon con eritrocitos humanos lavados que eliminan las
aglutininas no deseadas.

Los sueros antiglobulinicos se obtienen de forma policlonal y mediante la tecnologia de
hibridomas, ambos pueden ser poliespecificos 0 monoespecificos:

e Poliespecificos: Contienen anticuerpos anti-inmunoglobulinas y anti-complemento.
e Monoespecificos: Contienen un Unico anticuerpo; Anti-lgG, Anti-IgA, o Anti-IgM sino
tienen actividad anti-complemento. Anti-C3d sino tienen actividad anti-inmunoglobulina.
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Fundamento

No todos los eritrocitos pueden ser clasificados como Rh positivo o Rh negativo, mediante
las pruebas de aglutinacion directa con los antisueros anti-D. El antigeno D puede estar presente
en tales células, pero débilmente expresado.

12. <<Invitro>>, la sensibilizacidn de los eritrocitos por el anticuerpo se realiza en un tubo
de ensayo en el laboratorio, donde se mezclan e incuban eritrocitos del paciente con el anti-D. Si
en los eritrocitos existen los antigenos correspondientes al antisuero-D, se producird la reaccién
antigeno-anticuerpo y los eritrocitos quedaran sensibilizados. Si los eritrocitos carecen del
antigeno D, los eritrocitos no quedaran sensibilizados.

29, El suero antiglobulina reaccionard con las globulinas humanas. Si las moléculas de anti-
D se fijan en la membrana del eritrocito, el suero antiglobulina se combinara con ellas y causara
aglutinacién de las células. En cambio, si los eritrocitos no estan sensibilizados (debido a la falta
del antigeno D) no habra aglutinacion.

Material e instrumentos
e  Sangre venosa anticoagulada
e Suspensidn de eritrocitos al 5%
e  Pipeta Pasteur
e Bulbo para pipeta Pasteur
e  Centrifuga
e  Bafio Mariaa 37°C

Reactivos
e Solucién Salina fisiolégica (SSF) al 0,85%
e Suero anti-D (Rho) monoclonal
e Antiglobulina humana o Suero de Coombs poliespecifico (Frasco gotero de color verde)

Procedimiento
DETERMINACION DE LA AUSENCIA O DE EXPRESIONES DEBILES DEL ANTIGENO D

Para esta prueba, pueden ser usados los mismos tubos de la determinacion del antigeno D, a
menos que las instrucciones del fabricante sefialen otro método.

Fasel

1. Homogeneizar perfectamente bien el tubo de muestra de sangre anticoagulada por
inversion del tubo.

2. Lavar los eritrocitos anticoagulados una vez con SSF, centrifugado a 3000 revoluciones
durante 5 minutos. Lavado de eritrocitos: Colocar 0,5 mL de sangre total anticoagulada
en el tubo de 13 x 100 mm, adicionarle solucién salina fisioldgica (0,85%) hasta las %
partes del tubo, colocar un tapdn adecuado al tubo y mezclar invirtiendo con cuidado
hacia arriba y hacia abajo. Centrifugar a 3000 rpm durante 5 minutos. Eliminar el
sobrenadante, de preferencia con una pipeta Pasteur.

3. Eliminar el sobrenadante y preparar una suspension de eritrocitos al 5% en SSF.

4. ldentificar apropiadamente un tubo de vidrio de 13 x 100 mm y agregar 1 gota de
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Fase ll
1.

antisuero-D (Rho) y 1 gota de suspension de eritrocitos al 5% y mezclar.

Identificar como tubo de control un tubo de vidrio de 13 x 100 mm y agregar 1 gota de
suero-D control y 1 gota de suspensién de eritrocitos al 5% y mezclar.

Centrifugar inmediatamente durante 1 minutos a 1500 rpm.

Agitar cuidadosamente el sedimento, inclinar el tubo lentamente hasta la forma
horizontal y examinar la aglutinacion sobre fondo claro. (En este tubo se puede continuar
la prueba D débil)

Agitar homogéneamente el contenido del tubo e incubar a 37°C durante 30 minutos.
Incorporar un segundo tubo que solo contenga 2 gotas de suspension de eritrocitos al 5%
como control negativo e incubarlo también a 37°C durante 30 minutos. Cada muestra al
que se le determine el factor Rh y que se pase a la Fase Il, se le debe de incorporar un tubo
Control (Ejemplo: si se estd haciendo una muestra debe haber 2 tubos; si se estd
determinando en 2 muestras, debe haber 4 tubos y asi sucesivamente).

Centrifugar los 2 tubos (o los que se estén determinando) durante 2 minutos a 3000 rpm.
Decantar completamente toda la solucidn salina.

Agregar unas gotas de solucién salina fresca a los tubos, resuspender las células y luego
agregar mas salina para realizar el segundo lavado, llenando el tubo hasta las % partes
con solucién salina y homogeneizar.

Centrifugar nuevamente y repetir el mismo procedimiento hasta completar 4 lavados
(pasos 8,9y 10).

Inmediatamente después del cuarto lavado, agregar 2 gotas de reactivo de antiglobulina
humana a cada uno de los tubos y mezclar.

Centrifugar a 3400 rpm por 15 segundos o a 1000 rpm por 1 minuto.

Resuspender suavemente el botdn de células del fondo de los tubos y leer en cruces la
aglutinacion (Figura No. 42).
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TablaNo.39. Procedimiento analitico de la prueba de Coombs indirecta.

Fasel
INDICACIONES ANTIGENO | CONTROL | INTERPRETACION
D
Tubos 13x100mm 1 2
1 | Antisuero comercial D (Rh,) 1gota Nada
Suero control D Nada 1gota
2 | Suspensién  de  eritrocitos  del 1gota 1 gota
paciente al 5%
3 [Centrifugar el tubo No. 1 a 1500 revoluciones por minuto
4 | Interpretar aglutinacion Nada
Si el resultado es positivo la prueba  (+) > N
aqui termina Rh positivo
Si el resultado es negativo hay que Q) ©)
continuar el Coombs
Fasell . Y
5 | Suspension de eritrocitos del paciente | Estetubovie [Estetubovien
al 5% (la misma muestra que la | ne e
utilizada en el paso 2) del delpa
6 | Incubar a 37°C los tubos No. 1y 2 durante 30 minutos
7 | Centrifugar ambos tubos a 3000 revoluciones por minuto
8 | Decantar el sobrenadante de ambos tubos
9 | Resuspender los botones de ambos tubos hasta¥%: partes con salina.
10 | Centrifugar ambos tubos a 3000 revoluciones por2 minutos
(Repetir del paso 8 al 10 tres veces mas hasta obtener ambos tubos
finalmente decantados)
11 | Suero de Coombs (color verde) 1gota \ 1gota
12 | Centrifugar a 3400 revoluciones por 15 minutos o a 1000
revoluciones por minuto.
13 | Interpretacion de aglutinacion ) ) Rh negativo
(+) (-) Rh positivo

Interpretacidon de la prueba de Coombs

Si se observa aglutinacidon positiva, indicara la presencia de la variante D débil en la
membrana eritrocitaria, por lo que se clasificara para el sujeto como Rh positivo variante débil (D




SISTEMA DE GESTION DE LA CALIDAD DE LOS
LABORATORIOS DE DOCENCIA

MANUAL DE LABORATORIO DE HEMATOLOGIA

Caodigo Fecha de elaboracion o revision Version Péagina

SGC-FESZ-QFB-ML25 20/05/2016 2 201/ 237

débil).
Como control siempre debera practicarse una prueba directa de antiglobulina mediante los
eritrocitos problemas.

Algunas normas de bancos de sangre establecen que es necesario hacer la determinacién del
D débil cuando se trata de donantes, no asi en los receptores, quienes deben recibir sangre Rh
negativo.

En la experiencia de algunos autores, consideraron que las normas de banco de sangre
deben requerir que:

1. Toda sangre con resultado negativo debe ser procesada para la prueba D débil, mediante
el método de la antiglobulina humana.

2. Si se trata de un donante que resulta ser D débil positivo, debe ser interpretado y
considerado como Rh positivo y la sangre deber ser transfundida a un receptor Rh
positivo.

3. Cuando se trata de un receptor D débil positivo, debe ser interpretado y considerado
como Rh positivo. Este paciente puede ser transfundido con sangre Rh positivo.

4. Es obligatorio en la realizacion de la prueba D débil, incluir el procesamiento simultaneo
de un control por el método de Coombs directo. En aquellos casos en que esta prueba
control resulte positiva, la prueba D débil se invalida y el receptor deberd ser
transfundido con sangre Rh negativo, hasta que se esclarezca el resultado.

5. Las mujeres embarazadas D débil positivo, cuyo hijo sea Rh positivo, no genera problema
alguno con la inmunoglobulina anti-Rh.
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Anticuerpos Irregulares

Todas las células sanguineas poseen en su membrana glicoproteinas o glicolipidos que
pueden actuar como antigenos (Ag) y provocar la formacién de anticuerpos (Ac) en las personas
que carecen de ellos, a este fendmeno se le denomina como aloinmunizacién. Desde el punto de
vista de la medicina transfusional, los anticuerpos contra antigenos sanguineos se clasifican de la
siguiente forma:

e Anticuerpos contra aloantigenos: los producidos contra antigenos de eritrocitos,
leucocitos y plaquetas.

e Anticuerpos contra los propios antigenos del individuo: autoanticuerpos producidos
contra antigenos de eritrocitos y plaguetas y cualquier anticuerpo derivado de las
enfermedades autoinmunes. En este contexto podemos considerar a los
autoanticuerpos como regulares e irregulares y dividir a los aloanticuerpos como sigue
(Tabla No. 40):

o Regulares naturales: los producidos contra el sistema ABO.
o lIrregulares naturales: Anti-A1, Anti-M, Anti-N, Anti.P1, Anti-E entre otros.
o Irregulares inmunes: Anti. Rh.Hr (Anti-D, Anti-C, Anti-c y otros), Anti-Kell, Anti-

Duffy.

Tabla No. 40. Clasificacidn de los aloanticuerpos de los sistemas sanguineos.

Regulares: Ac presentes durante toda nuestra vida, son
del tipo IgM y de amplio espectro térmico; su produccion
inicial estad relacionada con la exposicion a bacterias
(sistema ABO). Son espontaneamente aglutinantes y no
poseen capacidad hemolizante. No pueden atravesar la
Naturales barrera placentaria.

Irregulares: Ac que pueden producirse en cualquier
etapa de nuestra vida, su periodo serolégico es variable y
. estan relacionados con alimentos y Ag bacterianos; son
Anticuerpos del tipo IgM que actlan entre 4-27°C (H, I, i, M, N, P,
Le, AL E, etc.)

Irregulares: Ac producidos por transfusiones o
embarazos, su duracién seroldgica es variable, el tipo de
Ac que los caracterizan son del tipo IgG que actlan
normalmente a 37°C y que tienen capacidad para fijar o
no complemento (sistema Rh-Hr, Diego, Duffy, Kell,
Kidd y otros). No siempre son espontdneamente
aglutinantes y poseen capacidad hemolizante. Son
capaces de atravesar la barrera placentaria.

Inmunes

Con base a lo anterior se establece entonces que los anticuerpos irregulares son aquellos
qgue no se encuentran de manera natural en un individuo, pues son resultado de la exposicidn a
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un antigeno ajeno al organismo del individuo al momento de la transfusion o en las mujeres en el
embarazo; estos anticuerpos son dirigidos contra antigenos fuera del sistema ABO.Estos
anticuerpos inmunes (adquiridos) son regularmente inmunoglobulinas G (IgG), las cuales
producen hemdlisis extravascular en el bazo o en el higado mediante fagocitosis de los complejos
Ag-Ac.

Los aloanticuerpos irregulares mds comunes entre nuestra poblacién son los que involucran
a los sistemas:

e Rh-Hr
e  MNSs
e P1

e Kidd
e Duffy
o Kell

o lewis
e Diego

e Lutheran

Rastreo o busqueda de anticuerpos irregulares

La inmunohematologia junto con la medicina transfusional son una rama de la patologia
clinica que se ocupa de las siguientes materias: transfusiéon de sangre y de sus componentes;
patogenia y diagndstico, prevencion y tratamiento de la inmunizacion (sensibilizacion) relacionada
con el embarazo y pruebas leucocitarias para el trasplante de drganos.

Se ha comprobado que existen distintos tipos de Ac en base a su tamafio, peso, temperatura
Optima de reaccion, medio de reaccidn, etc. Sin embargo, de todas estas caracteristicas, la mas
importante es la temperatura dptima de reaccidn, pues la temperatura tiene efectos inversamente
proporcionales con la constante de equilibrio y la velocidad de reaccidn si esta se aleja del rango
ideal de trabajo. De acuerdo con la temperatura dptima de reaccion, estos Ac se dividen en dos
grupos: anticuerpos frios y anticuerpos calientes.

a) Anticuerpos frios: reaccionan a temperaturas entre 4 y 27°C. No son importantes desde el
punto de vista transfusional, pues generalmente no son activos a temperatura corporal,
sin embargo, pueden influir o interferir en la clasificacién sanguinea de las personas y en
las pruebas de compatibilidad realizadas a temperatura ambiente. Estos Ac son de tipo
IgM, cuyo peso molecular es de 950 KD y su mejor medio de reaccion es el salino. Las Ac
frios van dirigidos contra los sistemas MN, Lewis y P1. Entre estos Ac sélo M y N han sido
relacionados con la enfermedad hemolitica del recién nacido, cuya severidad va de leve a
moderada.

b) Anticuerpos calientes: se han denominado asi porque su temperatura dptima de reaccion
es 37°C. Estos Ac tienen una relevante importancia clinica, ya que se les asocia con
reacciones transfusionales de intensidad moderada a severa, que pueden llegar a
ocasionar la muerte: son los principales causantes de la enfermedad hemolitica del recién
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nacido. Estos Ac son de clase IgG, cuyo peso molecular es de 150 KD y reaccionan mejor
en medio proteico (albumina).
Banco de sangre y su objetividad

Un Banco de sangre es el establecimiento autorizado para obtener, recolectar, conservar,
aplicar y proveer sangre humana, asi como para analizar y conservar, aplicar y proveer
componentes de esta.

Hemocomponentes m——

Hemoderivados Sangue total (ST)
I
Plasma rico em Concentrado de
plaqueta (PRP) hemdcias [CH)
[ I ]
Concentrado
deplaquetas Plasma fresco Plasma de 2dh
(cP) congelado (PFC) (P24)

Crioprecipitado
((RIO) Albumina Globulinas

Concentradode
fatores de
coagulacdo

La Norma Oficial Mexicana NOM-003-SSA2-1993, para la disposicién de sangre humana y sus
componentes con fines terapéuticos, aplica las siguientes definiciones para los productos o
componentes sanguineos:

e Unidad: Volumen de sangre o componente sanguineo recolectado de un solo
disponente en una bolsa o recipiente que contenga anticoagulante adecuado y
suficiente.

e  Sangre fresca: Tejido hematico no fraccionado, de menos de seis horas después de su
recoleccion.

e  Sangre total: Tejido hematico no fraccionado, de mas de seis horas después de su
recoleccion.

e Componentes de la sangre: Fracciones separadas de una unidad de sangre u obtenidas
por aféresis.
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o Concentrado de eritrocitos: Fraccidn que contiene principalmente glébulos
rojos, como resultante de la remocién casi completa del plasma de la sangre
recolectada.

o Concentrado de eritrocitos pobre en leucocitos: Glébulos rojos en los que se
ha eliminado la mayor parte del plasma y de otras células sanguineas por
remocion de la capa blanca de sobrenadante.

o Concentrado de eritrocitos lavados: Gldbulos rojos de los que se han
removido en proporcién suficiente el plasma y otras células sanguineas,
mediante bafios sucesivos con solucidn salina isotdnica.

o Concentrado de eritrocitos congelados: Glébulos rojos en una solucidn
criopreservadora, que permite incrementar su periodo de vigencia,
conservados a bajas temperaturas.

o Concentrado de leucocitos: Glébulos blancos recolectados por aféresis o
preparados mediante fraccionamiento de unidades de sangre fresca.

o Concentrado de plaquetas: Trombocitos recolectados por aféresis o
preparados mediante fraccionamiento de unidades de sangre fresca.

o Plasma envejecido: El que en cualquier momento después de la recoleccidn
ha permanecido seis horas o mds a temperaturas por arriba de menos 18°C.

o Plasma desprovisto de crioprecipitado: el remanente después de haber
separado algunos factores de coagulacién por técnicas de precipitacién en
frio.

o Plasma fresco: El que se encuentra en el lapso de las primeras seis horas
después de la recoleccién.

o Plasma fresco congelado: El que se congela en el lapso de las primeras seis
horas, después de la recoleccidon y asi se conserva.

o Crioprecipitado: Fraccion proteica del plasma fresco congelado que precipita
al descongelarse en condiciones controladas.

Muestras piloto

Toda unidad de sangre siempre debe tener muestras piloto, las cuales son muestras
sanguineas que acompafan a cada unidad de sangre o de eritrocitos. Estas muestras seran
tomadas en el momento de la donacién por la persona que extraiga la sangre y estaran
marcadas desde antes de la toma de la sangre para indicar que son idénticas al contenido de
la unidad de sangre total.

En el laboratorio de Banco de Sangre el objetivo determinante es dar al paciente donde
se encuentre, el producto o productos tales como: Paquete globular (concentrado de
eritrocitos), Plasma fresco, Plasma congelado, Plasma rico en plaquetas, Concentrado
plaguetario, Concentrado leucocitario y Crioprecipitado; los cuales deben estar en cantidad
suficiente en el momento preciso y con los estudios pertinentes que avalen su inocuidad.

Dentro de estos estudios se encuentra un grupo de pruebas denominadas como pruebas
pretransfusionales. Este procedimiento asegura de manera adecuada la compatibilidad
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eritrocitaria y plasmatica, por las siguientes pruebas:

1. Grupo sanguineo ABO (visto en la practica anterior).

2. Determinacién del factor Rh, (D) (visto en la practica anterior) Ratificacién del Rh, (D)
del donador, cuando el paciente es Rh, (D) negativo (visto en la practica anterior).

3. Investigacién de anticuerpos irregulares fuera del sistema ABO.

4. Pruebas cruzadas de compatibilidad.

Todos y cada uno de estos exdmenes deben estar bajo control. Para este fin, el empleo
de un grupo de células de perfil fenotipico conocido (panel) no es solo util sino
“indispensable”.

La transfusion de componentes sanguineos se considera entonces como un
procedimiento relativamente seguro, inocuo y eficaz. Sin embrago, la terapia transfusional
conlleva riesgo de reacciones adversas, desde leves hasta muy severas que incluso pueden
provocar la muerte. Estas reacciones adversas no siempre son registradas y reportadas en
forma adecuada, por lo tanto, los riesgos de la transfusion deben ponderarse en comparacion
con los beneficios terapéuticos esperados. Por todo esto el personal de salud debe ser capaz
de reconocer y manejar las diferentes reacciones adversas de la transfusion y emplear los
medios disponibles para eliminar o minimizar tales riesgos al paciente.

Anticuerpos irregulares

Las normas de Banco de Sangre establecen que debe practicarse la investigacion de

anticuerpos irregulares en el suero de:

v" Donadores de sangre.

v" Candidatos a recibir transfusion.

v' Mujeres embarazadas, para detectar anticuerpos que puedan causar enfermedad
hemolitica del recién nacido o discrepancias en las pruebas cruzadas en el
momento del parto, en caso de que la paciente requiera ser transfundida.

v' Para aclarar discrepancias del sistema ABO.

v" En el estudio de reacciones hemoliticas transfusionales.

v" En el estudio de anemia hemolitica autoinmune.

En los donantes, la investigacion tiene por finalidad detectar anticuerpos irregulares para
prevenir su transferencia al receptor. Las normas de la Asociacidn Americana de Bancos de Sangre
recomiendan especialmente, que esta prueba debe realizarse en aquellos donantes con historia de
transfusiones anteriores o embarazos.

En los receptores de sangre, la prueba cruzada, como prueba pretransfusional completa,
acorta y facilita la transfusién, dandole mayor seguridad.

El estudio pretransfusional de rastreo de anticuerpos irregulares es habitual para determinar
la existencia de anticuerpos contra otros antigenos diferentes a los comprendidos en el sistema
ABO. Para esto se estudian anticuerpos contra eritrocitos de grupo 0O, para los cuales no se espera
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aglutinacién por anticuerpos anti-A o anti-B, pero si puede haber aglutinacién por otro tipo de
anticuerpos.

A estas células 0 se les denomina “Células Panel”, pues son eritrocitos con antigenos
conocidos. Al conjunto de reactivos de eritrocitos con un fenotipo conocido se le conoce como
Panel de anticuerpos irregulares, los antigenos para los cuales son tipados los eritrocitos de estos
paneles siempre se indican en una Tabla de trabajo que acompaiia a cada lote de reactivo.

El empleo del Panel es para realizar una identificacidon de anticuerpos irregulares presentes
en un receptor y descubrir su especificidad. Tras la identificacién del anticuerpo irregular presente,
se debe elegir para el paciente una unidad de sangre negativa para el antigeno correspondiente al
anticuerpo inesperado identificado.
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Fundamento

En la membrana del eritrocito se encuentra una gran variedad de antigenos de grupo
sanguineo, pertenecientes a varios sistemas.

La determinacion de la presencia o ausencia de anticuerpos del receptor presentes en su
suero, dirigidos contra los antigenos eritrocitarios del panel para determinar su especificidad, se
ponen en evidencia al formarse el complejo Ag-Ac, el cual puede observarse como aglutinacion o
hemolisis.

Material e instrumentos
e  Gradilla para tubos de ensayo
e  Centrifuga
e  10-15 tubos de ensayo de 12x75mm limpios y “secos”
e  Pipetas Pasteur
e  Bafo Mariaa37°C
e Carta control del panel de trabajo, la cual cambia cada21 dias (Solicitar al asesor)

Reactivos
e  LISS (Solucidn de Baja Fuerza Iénica: NaCl0, 03M vy glicina 0,3M)
e  Reactivo de antiglobulina humana poliespecifico (Coombs)
e  Solucidn salina fisioldgica (0,85%)
e  Panel de células de fenotipo conocido (Antigenos conocidos en los eritrocitos)
e  Suero problema proporcionado por el asesor (Ac irregular desconocido)
e  Eritrocitos sensibilizados para el control de Coombs

Procedimiento

1. Numerar 10 tubos de 13 x 100 mm (1 al 10).

2. Colocar en cada tubo 2 gotas del suero problema, usando una pipeta Pasteur.

3. Agregar en cada tubo una gota de eritrocitos del correspondiente frasco del panel.
Ejemplo: en el tubo 1, agregar una gota de células del frasco identificado como el No. 1
(frasco de células) y asi sucesivamente hasta el final.

4. Mezclar cada tubo (1 al 10) y centrifugar a 3400 rpm por 20 segundos.

5. Observar cada tubo para detectar hemdlisis en el sobrenadante. Leer la aglutinacion en
cruces y anotar los resultados, tubo en mano (Figura No. 42).

NOTA: Si algun tubo presenta aglutinacion o hemdlisis en alguno de los pasos, anotarlo y
eliminarlo, continuar el procedimiento con los demas.

6. Incubara 37°C durante 15 minutos.

7. Centrifugar a 3400 rpm por 20 segundos. Si hay hemdlisis o aglutinacion, anotar tubo en
mano los resultados en cruces.

8. Lavar todos los tubos restantes (los que contintan siendo negativos) 4 veces con solucion
salina fisioldgica de la siguiente manera. Agregar 3 mL de solucidén salina fisioldgica,
resuspender y centrifugar a 3000 rpm durante 5 minutos, eliminar el sobrenadante, volver
a agregar 3 mL de solucidn salina fisioldgica, repitiendo el procedimiento 4 veces.
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9. Eliminado el ultimo sobrenadante y secando las células invirtiendo el tubo completamente
vertical (sin miedo a perder las células restantes) sobre un papel absorbente. Agregar a
cada tubo 2 gotas de reactivo de antiglobulina humana poliespecifico (Coombs).

10. Mezclar, centrifugar a 3400 rpm durante 20 segundos, leer la aglutinacién y anotar tubo en
mano los resultados en cruces (si algin tubo va resultando aglutinado o con hemdlisis,
anotarlo o eliminarlo).

11. Comprobar los resultados negativos, haciendo la prueba de control de Coombs (consumo
de Coombs) y anotar los resultados.

12. Control de Coombs. A todos los tubos que resultaron negativos hasta la prueba de
Coombs, se apartan y se le agrega 1 gota de eritrocitos sensibilizados a cada uno.

13. Meazclar, centrifugar a 3400 rpm durante 20 segundos, leer la aglutinacion. Todos los tubos
deben de resultar positivos.

Es extremadamente importante leer cuidadosamente cada reaccién y registrarla en cruces,
pues ello puede ser de gran ayuda para la interpretacion de una reaccién por efecto de dosis o de
multiples anticuerpos con titulos diferentes(Figura No. 42).

Interpretacidn de los resultados

Una forma rapida y sencilla para la interpretaciéon del panel es el estudio de exclusién o
descarte de posibles anticuerpos, basado en la no reactividad del anticuerpo con aquellas células
del panel que poseen determinados antigenos. Es decir, si el suero no reacciona con una
determinada célula del panel en todas las fases de la prueba, significa que el o los Ac presentes en
el suero no estdn dirigidos contra los antigenos presentes en esa determinada célula. En cambio,
el anticuerpo tendrd especificidad contra el o los antigenos que estén en las células que resulten
aglutinadas.

El primer paso para la interpretacion del panel es observar el autocontrol, que son las células
del paciente suspendidas en su propio suero y tratadas en la misma forma que el resto de las
células del panel. Si el autocontrol es negativo, sirve de comparacién para otras células del panel
gue no reaccionen o que reaccionen en forma muy débil. Si es positivo, permite igualmente
compararlo en diferentes fases con las células que aglutinen. (El autocontrol no se realizara ya que
el asesor solo proporcionara el suero problema).

Actividades
e  Analizar los resultados en base al ejemplo presentado.
e Reportar los resultados de igual manera que la Tabla No. 42.
e  Anexar la carta control.
Ejemplo
Todos los paneles de eritrocitos conocidos traen anexo una carta en la que se proporcionan
los antigenos que contiene cada una de las células que forman el panel. Para este ejemplo se
emplea una carta descriptiva para 11 tubos de DiaMed-ID® (Tabla No. 42).
La identificacion de un solo Ac puede realizarse por simple observacién de los resultados
positivos y negativos.
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Usando el panel, cuya carta descriptiva se en la Tabla No. 42, se obtuvieron los siguientes
resultados para el suero problema: reaccién positiva en los tubos 3 y 5. En la Tabla No. 43 se da
un ejemplo de cémo anotar los resultados obtenidos.

Tabla No. 42. Carta control de DiaMed-ID para una prueba de 11 tubos.

Rh-Hr Kell Duffy Kidd Lewis P MNS Lutheran

D |[C |E |[c |e |C¥|K |k |Fy? |Fy>|Jko |Jkb |Le® [Le® |PL | M |N S |s | Lu®|Lub
1 + + 0 0 |+ + 0 |+ + 0 0 + 0 + 0 + 0 |+ + 0 +
2 + + 0 0 |+ 0 + + 0 + + 0 0 + + + + |+ 0 |0 +
3 + 0 + |+ 0 |0 0 |+ 0 + 0 + 0 + + 0 + |0 + 0 +
4 0 |+ 0 |+ + 0 0 |+ + + + 0 0 0 + + + |0 + 0 +
5 0 |0 + |+ + 0 0 |+ 0 + + + + 0 + + + |+ 0 |0 +
6 0 |0 0 |+ + 0 + + 0 + 0 + 0 + + + + |0 + 0 +
7 0 |0 0 |+ + 0 0 |+ 0 + + 0 0 0 + + 0 |+ + 0 +
8 + 0 0 |+ + 0 0 |+ 0 0 + + 0 0 + + + |0 + 0 +
9 0 |0 0 |+ + 0 0 |+ + 0 0 + + 0 + 0 + |0 + 0 +
10/0 | O 0 |+ + 0 0 |+ + 0 + 0 + + 0 + |0 0 +
11 |0 | 0 0 |+ + 0 + + + + + 0 0 0 + + |+ 0 |+ +

0=Antigeno ausente +=Antigeno presente

Tabla No. 43. Resultados del enfrentamiento del suero problema con el Panel de células de la
Tabla anterior.

Donador. ... ..oouii i, Fecha.....................ooa
Grupo sanguineo y Rh.................. Interpretacion (anticuerpo encontrado) .............
REVISO. ..\t
Medio Consumo
Tubo o Coombs de Resultados
C/ tiempo C
oombs
1 0 0 0
2 0 0 0
3 + - + Positivo(37°c)
4 0 0 0
5 + — + Positivo(37°C)
6 0 0 0
7 0 0 0
8 0 0 0
9 0 0 0
10 0 0 0
11 0 0 0

0 = antigeno ausente

+ = antigeno presente
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Se compara este esquema de resultados, con la carta descriptiva (Tabla No. 44) buscando si
hay alguna columna que tenga un esquema o patrén igual. En este caso la columna E tiene el
mismo patrén que el suero problema (Tabla No. 43)

Tabla No. 44. Carta control del Panel comparada con los resultados del problema.

Rh-Hr Kell | Duffy Kidd Lewis | P MNS L“t:e'a
Problema
D|IC|[Efc|e|C K|k|{Fy | Fy | Jk |Jk |Le | Le | P | M|N|S|s| Lu| Lu
w a b a b a b 1 a b
1 [+ |+]|0|0 |+ |+ |0+ + 0 0 + 0 + 0O | +|0]|+]+] O +]0] 0 0
2 + [ +]|0 + |0 +(+| 0 + + 0 0 + + + |+ |+[0]| O + 0|0
3 |[+]|0(+[+[0]|0 |O|+]| O + 0 + 0 + + [0 |+]|0]|+]| O + 10| + -
4 |0 |+ |0|+|+|0 (O] +]| + + + 0 0 0 + |+ |+]|0]|+]| 0 +]0] 0 0
5 O[O0 |+ |+|+]|0 0|+| O + + + + 0 + |+ |+|+]|0]| O + |0 | + -
6 |[0|0(O0O|+|+|0 |[+|+]| O + 0 + 0 + + |+ |+]|0]|+]| O + ]0o] O 0
7 |[0|]O0O(O|+|+|0 |O|+]| O + + 0 0 0 + | +|0]|+]+] O + ]0o] O 0
8 |+|0(O0O|+|+|0 |O|+]| O 0 + + 0 0 + |+ |+]|0]|+]| O + ]0o] O 0
9 |[0|0(O0 |+ |+|0 |O|+]| + 0 0 + + 0 + [0 |+]|0]|+| O + ]0o] O 0
1 (0|0|O0O|+|+|0 |O|+| + 0 + 0 0 + + [0 |+|0|+| O + 0] o0 0
0
1 0| 0|O0|+|+]|0 + |+ | + + + 0 0 0 0 + [+ |+ |0 + + 0|0 0
1
TA 37° Coomb
15 C s
P

Para rectificar se hace reaccionar las células problema en suero anti-E; no debe haber
reaccion, puesto que estas células deben ser E negativas y por tanto no deben tener el antigeno E,
por lo cual formaron el anticuerpo anti-E.

Presencia de varios anticuerpos. Siempre debe tenerse en mente que un suero puede tener
mas de un anticuerpo. Por ejemplo, es bastante comun encontrar sueros que tienen anti-E y anti-c,
o bien, anti-c y anti-e. En estos casos el patrén del suero problema no coincide con ninguno de los
patrones sefialados en la carta descriptiva. Se observan reacciones de intensidad variable,
independientemente del fendmeno de dosis
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Banco deSangre y las Pruebas Cruzadas

La prueba de compatibilidad es un proceso de laboratorio que permite conocer si existe
compatibilidad seroldgica entre la sangre de un donante y la de un receptor.

La metodologia varia segun los recursos del servicio y la urgencia del caso, aunque de
acuerdo con la Norma Oficial Mexicana (NOM-003-SSA-1993) siempre debe incluirse la técnica de
la antiglobulina humana como minimo. El procedimiento debe ser lo mas simple posible, sin
comprometer la exactitud, porque la complejidad aumenta el riesgo de cometer errores.

Existen varios métodos, algunos de los cuales son muy sensibles a ciertos tipos de
anticuerpos; sin embargo, la prueba mds importante es la prueba cruzada, pues incluye la
realizaciéon de una serie de procedimientos que tienen como finalidad asegurar al paciente los
mayores beneficios de la transfusion.

Tanto la prueba de compatibilidad como la prueba cruzada mayor tienen como objetivos:

a)
b)

Garantizar que los eritrocitos a transfundir son ABO compatibles con el receptor.
Detectar anticuerpos en el suero del receptor que estén dirigidos contra antigenos
presentes en los eritrocitos del donante.

Ambas pruebas tienen sus limitaciones y entre ellas podemos senalar las siguientes:
No garantizan la sobrevida normal de los eritrocitos transfundidos.

No previenen la inmunizacidn del receptor.

No detectan todos los errores en la clasificacion del sistema ABO.

No detectan errores en la clasificacion del factor Rh en el donante o en el receptor,
a menos que el suero contenga anticuerpos anti-Rh.

No previenen reacciones hemoliticas tardias, secundarias a respuestas
anamnésticas a antigenos contra los cuales el paciente habia sido previamente
inmunizado, pero cuyos anticuerpos no eran demostrables en el momento que se
practicaron las pruebas.

No detectan anticuerpos antileucocitarios, antiplaquetarios o contra proteinas del
suero (IgG, Gm, etc.).

No previenen reacciones febriles o alérgicas provocadas por la sangre transfundida.
No detectan errores secretariales o administrativos.

Por ultimo, no detectardn anticuerpos a menos que el procedimiento sea
practicado correctamente y que el suero y las células hayan sido adecuadamente
preparados.

La prueba de compatibilidad es una prueba analitica de laboratorio que comprende una
serie de procedimientos que deben ser realizados cuidadosamente para que la transfusion de
sangre sea segura. Internacionalmente se han establecido los siguientes procedimientos:

e Solicitud del producto y datos relevantes del paciente (receptor).
e Identificacidn y recoleccidon de las muestras sanguineas del receptor.
e  Estudiosy pruebas del donador.
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e Determinacion de los antigenos ABO/Rh del receptor.
e Deteccién de anticuerpos irregulares en el receptor.
e Seleccidon de componentes ABO/Rh apropiados para el receptor.

e  Realizacion de pruebas cruzadas.

e Comparacion entre resultados actuales y el historial de las pruebas transfusionales
realizadas con anterioridad (en caso de que existan).

e  Reidentificacidn y control clinico del receptor.

Pruebas cruzadas

Antes de realizar esta prueba, se debe verificar que la muestra de sangre del receptor y del
donante estén correctamente identificadas, clasificadas y que los resultados estén anotados en el
registro de transfusiones.

Si en el estudio del receptor se identifican discrepancias en la determinacion del sistema
ABO/Rh y Coombs directo, éstas deben resolverse antes de proceder a la prueba cruzada. Cuando
por razones clinicas es necesario efectuar la transfusidon antes de resolver algin problema, debera
seleccionarse el grupo ABO y Rh que no represente un riesgo para el paciente. Por ejemplo, si
existen dudas en la determinacion del antigeno D, debe usarse sangre Rh negativo; pero si la
discrepancia se presenta con el sistema ABO, la sangre seleccionada deberd ser del grupo 0.

Vale la pena sefialar que, si la prueba cruzada mayor es importante para la transfusion, no
menos lo es la prueba de deteccidn de anticuerpos.

Considerando que el 90% de los anticuerpos clinicamente significantes pueden ser
demostrados en los procedimientos de deteccidon (cuando éstos se realizan correctamente),
entonces, la prueba cruzada mayor tendria tres objetivos:

1. Confirmar una vez mas que existe compatibilidad ABO entre receptor y donante.

2. Detectar un anticuerpo en el suero del paciente que no se demostré en la prueba
de deteccidn, porque el correspondiente antigeno no estaba presenta en las células
detectoras o células pantalla (Panel).

3. Cumplir con las regulaciones que establecen las organizaciones de banco de sangre
y las legislaciones de los diferentes paises.

Tradicionalmente, la prueba cruzada se ha realizado en dos partes, sin embargo, consta de

tres partes:

a) Prueba cruzada mayor: Consiste en mezclar el suero del receptor, con los eritrocitos del
donante.

b) Prueba cruzada menor: Detecta anticuerpos irregulares en el suero del donador y ratifica
algun error de clasificacion ABO/Rh. Consiste en mezclar suero del donante con los
eritrocitos del receptor.

c) Prueba autotestigo: Permite detectar una prueba antiglobulina directa positiva, asi como
la presencia de rouleaux y otras reacciones autoinmunes. Se realiza con una gota de
eritrocitos lavados del receptor, mas dos gotas de suero del receptor.
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Como su nombre los expresa, la prueba cruzada mayor es mucho mas importante para la
seguridad de la transfusidn, que la prueba menor.
Los Bancos de Sangre y los componentes de transfusion sanguinea

El servicio de Banco de Sangre asegura que la recoleccidn, procesamiento y transfusién de
sangre y componentes sanguineos se realicen de acuerdo con los requerimientos especificados.

La valoracion riesgo/beneficio es la primera premisa del Banco de Sangre. La mejor manera
de evitar riesgos transfusionales es no transfundir en situaciones no indicadas. Por lo cual la
responsabilidad del banco de sangre es el asegurar la entrega de componentes sanguineos
idéneos para cada receptor, esta responsabilidad implica el entregar unidades de componentes
con el minimo riesgo de inmunizacién, asegurando de este modo que no existe un riesgo de
discrepancia y reaccion transfusional importante.

Actualmente la medicina transfusional es posible gracias a la donaciéon de sangre, la cual
puede emplearse como unidad total o fraccionarla en sus diferentes componentes, los principales
componentes sanguineos se mencionan a continuacion:

A. Sangre total: Una unidad de sangre total tiene un volumen aproximado de 520mL
(450mL de sangre + 60-70mL de solucidn anticoagulante conservadora). El hematocrito
medio es de 36-40%. Su vida de almacenaje es de aproximadamente 21 dias a una
temperatura de 1-6°C.

B. Concentrados de hematies: Se preparan a partir de sangre total mediante
sedimentacién o centrifugacidon. Deben tener como minimo, una cantidad de Hb de
45g/unidad y un hematocrito del 70-80%, en un volumen de 250-350mL.
Habitualmente se conservan a 4°C (1-6°C) durante 21-35 dias dependiendo de la
sustancia conservadora empleada. Si se congelan, se almacenan en glicerol a-40°C
durante 10 afios.

C. Concentrado de plaquetas: Consisten en plasma rico en plaquetas separado de la
sangre dentro de las 6 horas siguientes a su recogida. Cada unidad contiene 5.5x10% o
mas plaquetas, el volumen depende de la temperatura de conservacién, 50mL si se
mantiene a 22°C y 20mL si se conserva de 2-6°C. Pueden conservarse durante 5 en
agitacion constante.

D. Plasma fresco congelado: Se separa de la sangre total y se debe congelar dentro de las
6 horas posteriores a su recogida. El volumen es de 225-250mL. Se almacena congelado
entre -30 a -70°Cpor un periodo de un afio.

E. Crioprecipitado: Debe prepararse dentro de las primeras 6 horas después de la
extraccion. Contiene F VIl y F vW. Cada unidad tiene en promedio 80Ul de factor VIl y
al menos 250 mg de fibrindgeno. El volumen es de 10-15mL y se almacena congelado
entre -30 a -70°C durante un afio; después de descongelado dura 4horas.
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Fundamento

La prueba de compatibilidad permite conocer si existe compatibilidad serolégica entre la
sangre de un donante y la de un receptor. Este procedimiento incluye la prueba cruzada, que
consiste en poner en contacto el suero del receptor con eritrocitos del donante (prueba cruzada
mayor) y eritrocitos del receptor con suero del donante (prueba cruzada menor). Esta prueba es
requerimiento fundamental, porque es la mejor manera de detectar anticuerpos que puedan
danar los eritrocitos transfundidos y causar una reaccién hemolitica transfusional. La
incompatibilidad de las sangres puede provocar desde una simple aglutinacién hasta una reaccion
hemolitica, por tanto, la seguridad del paciente depende no solo de que las técnicas se realicen de
forma adecuada, sino también de la debida identificacion de grupos sanguineos de receptor y
donador.

Material e instrumentos
e Sangre venosa anticoagulada de un donante y de un receptor
e Suero del donante y del receptor
e Suspension de eritrocitos al 5% del donante y del receptor
e Pipetas Pasteur con bulbo
e Centrifuga
e Bafio Mariaa37°C
e Termdmetro

Reactivos
e Solucién salina fisioldgica al 0,85%
e Suero de Coombs
e Eritrocitos sensibilizados

Procedimiento
PRUEBA CRUZADA MAYOR

1. Seleccionar un donante y un receptor a los cuales ya se les ha realizado la verificacion de
los antigenos ABO/Rh.

2. Recolectar sangre venosa en dos tubos, uno de tapdn lila y uno de tapdn rojo para el
donante (D) y realizar el mismo procedimiento para el receptor (R). Asegurarse de
identificar correctamente los cuatro tubos.

3. A partir de las muestras de tapdn lila del donador (D) y del receptor (R), preparar una
suspension de eritrocitos al 5% respectivamente.

4. Centrifugar ambos tubos de tapdn rojo para obtener el suero del donante (D) y del
receptor (R).

5. Identificar un tubo de 13 x 100 mm como prueba mayor (PM) y colocar en él 2 gotas de
suero del receptor (SR).

6. Agregar una gota de suspension de eritrocitos al 5% del donador (D) y centrifugar a 3400
rom/15” o a 1000 rpm/1’ (asegurarse que las pipetas empleadas para agregar células y el
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suero sean del mismo calibre, con el fin de mantener la proporcion del suero a células en
2:1).

7. Observar el sobrenadante para detectar hemdlisis. Desprender suavemente el tapén de
células del fondo del tubo para observar si hay aglutinacion. Anotar el resultado tubo en
mano.

Fase Il

8. Si el tubo resulta negativo, mezclar e incubar 15 minutos a 37°C.

9. Centrifugar seguin las normas (centrifugar a 3400 rpm/15”” o a 1000 rpm/1’, observar el
sobrenadante para evidenciar la hemdlisis, desprender suavemente el tapdn de células
del fondo del tubo y anotar los resultados tubo en mano.

Fase Il

10. Si el tubo continla negativo, lavar los eritrocitos 4 veces con solucion salina. Afadir
soluciéon salina hasta % partes del tubo, mezclar y centrifugar a 3000 rpm durante 2
minutos.

11. Después del cuarto lavado y habiendo desechado el uUltimo sobrenadante, agregar 2 gotas
de reactivo de Coombs poliespecifico y mezclar.

12. Centrifugar inmediatamente y leer desprendiendo suavemente el botén de células.
Examinar si hay aglutinacion, emplear ayuda visual (lupa, microscopio u otro) en caso de
resultados negativos.

13. Anotar el resultado tubo en mano.

14. Si la prueba resulta negativa, afiadir al tubo una gota de células control de Coombs,
centrifugar, leer y anotar los resultados. Esta prueba debe ser positiva, de lo contrario
los resultados no son validos y el procedimiento debe repetirse por completo.

PRUEBA CRUZADA MENOR
1. Identificar un tubo de 13 x 100 mm como prueba menor (Pm) y colocar en él 2 gotas de

suero del donador (SD) y 1 gota de suspension de eritrocitos al 5% del receptor (ER).
Proceder de la misma forma que para la prueba mayor.

AUTOCONTROL

Es una prueba adicional que se realiza paralelamente con las pruebas cruzadas. Consiste en

agrega

1.
2.
3.

r en un tercer tubo debidamente identificado (AC):

Dos gotas de suero del receptor (SR).

Una gota de suspension de eritrocitos al 5% del receptor (ER).

Procesar simultdneamente con la prueba mayor (PM) y la prueba menor (Pm), siguiendo
el mismo procedimiento aplicado.

Este paso permite detectar una prueba de antiglobulina directa positiva, asi como la
presencia de Rouleaux y otras anormalidades séricas que puedan causar problemas en la prueba

mayor.

Algunos centros realizan como parte del estudio del receptor la prueba de antiglobulina

directa, suprimiendo el autocontrol en la prueba cruzada.
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Interpretacion

Se considera que existe compatibilidad si no se visualiza hemdlisis o aglutinacidn en ninguno
de los pasos de la prueba. Sin embargo, el hecho de que la prueba sea compatible no garantiza
gue el suero del donador este exento de anticuerpos eritrocitarios clinicamente significativos; sélo
indica que no se encuentran anticuerpos reactivos contra las células del receptor.

Cuando la prueba cruzada sea positiva (incompatible) pero exista aglutinacion o hemdlisis en
la prueba autocontrol, el problema debe ser identificado. Si existen aloanticuerpos inesperados
presentes en el suero del receptor estos deben ser identificados para usar el antisuero
correspondiente y asi confirmar que los eritrocitos del donador carecen del correspondiente
antigeno.

Las pruebas cruzadas también pueden presentar incompatibilidad cuando hay presencia de
autoanticuerpos, interacciones adversas con reactivos o por la formacion de rouleaux, en todos
estos casos el problema debe ser identificado y resuelto antes de entregar la sangre para

transfusion.

Tabla No. 45. Diagrama de procedimientos en las pruebas cruzadas.

Fasel Fase IL Fase ITL Resultado
Incubar 15" a 37°C
Tubo PM Aglutinacion ~ y/o | Al mismo tubo PM agregar:
2 + olisis: 2 . . .
Prueba mayor (PM): gntgs SR, llgota ED . hemolisis: . gotas de. C omlnbs J S1 1o s visualiza
Y Aglutinacién y/o hemolisis: *  Negativo Aglutinacion y/o hemélisis: e L
Suero del receptor (SR) . Negativo P s e Negativo hemolisis o aglutinacion
y eritrocitos del donador 8a ¢ ositrvo: e en alguna de las fases:
(ED) o Positiva: En  este En este ¢ DPositivo:r En este Compatibilidad
punto se termina la punto se punto se termina la )
prueba. termina la prueba.
prueba.
Incubar 15" a 37°C
Tubo Pm Aglu’ti}u}ciéu ¥/o | Al mismo tubo Pm agregar:
Prueba menor (Pm): 2 gotas ER + 1 gota SD hemélisis: ‘ 2 gotas de Coombs S isuali
Eritrocitos  del Aglutinacién y/o hemolisis: *  Negativo Aglutinacion y/o hemolisis: ! . no o se visualza
receptor e Negativo e Positivo: e Negativo hemlohsm dol agfl:tmacmu
(ER) y suero del e DPositivo: En  este En este e« Positivo: En este g;;gaﬁbiliil;ls ses:
donador (SD) punto se termina la puutg se punto se termina la P ’
prueba. termina la prueba.
prucba.
Incubar 15" a 37°C
Tubo AC Agluti}u.miéu ¥/o | Al mismo tubo AC agregar: Cumdo 1 b
2 gotas SR + 1 gota ER hemélisis: 2 gotas de Coombs van VU A .prued 4 es
Autocontrol (AC): Aglutinacién y/o hemolisis: *  Negativo Aglutinacién y/o hemolisis: positiva, Em‘m.{le Celect]jr
Suero del receptor (SR) s  Negativo *  Positivo: +  Negativo gﬁict:“le s ce i‘ijtlil'i'as
¥ eritrocitos receptor (ER) e DPositivo: En  este En este s Positivo: En este | . . . po i
. . interaccion adversa con los
punto se termina la punto se punto se termina la | fiv oul
prueba termina la prueba. reactivos o rouleaux.
prueba.
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ANEXO I

Procedimiento para la operacion del sistema ADVIA120
Inicio de dia

e  Encender CPU y monitor del equipo ADVIA120.

e Iniciar sesiéon en Windows NT oprimiendo las teclas “ctrl+alt+supr” cuando la computadora
muestre la pantalla de inicio de sesidn.

e  Esperar a que cargue el software de ADVIA120. Cuando la computadora termine de cargar
el software, mostrara la ventana Iniciar/ Cerrar sesion. Un mensaje en la linea de estado
indica “Analizador no preparado”.

e  Encender el analizador oprimiendo el pulsador “On” en la pantalla tactil del equipo. Un
mensaje en la linea de estado indica “Preparacidon del sistema en marcha”.

e IniciarunasesidnenelsistemaADVIA120ingresandooperadorycontraseiia.

e  Verificar el estado de proceso de arranque cuando se muestre la pantalla Estado del
sistema. Esto se refiere a comprobar el estado de reactivos y los conteos de fondo. Si los
conteos de fondo no estan dentro de los limites hacer clic en el botdn “Actualizar” para
ejecutar otro ciclo de conteo de fondo. Si algin resultado sigue siendo inaceptable,
realizar un lavado del sistema (consultar la guia del operador que se encuentra dentro del
mismo sistema).

e  Dar clic en la pantalla “Opciones de sistema” - y actualizar la fecha para crear una nueva
carpeta en el archivo rawdata.

e Dar clic en el icono de llave de tuercas que aparece en la parte derecha de la barra de
estado para desplegar la lista de mantenimiento programado, proceder a realizar cada
opcién que aparezca y actualizar fecha de realizacién.

e  Procesar los controles para el sistema ADVIA120, por el modo que mas se emplee durante
la jornada de trabajo (muestreador manual de tubo abierto, muestreador manual de tubo
cerrado o automuestreador):

e ADVIATEST point Hematology Control Low

e ADVIATEST point Hematology Control Normal
e ADVIATEST point Hematology Control High

e ADVIATEST point Control Retic Low

e ADVIATEST point Control Retic High

e Aceptar los controles si estos se encuentran dentro de+2SD (desviacién estandar) con
respecto a la media. Si los pardmetros de control de calidad (CC) se encuentran dentro de
este rango las casillas del panel de CC seran de color verde, si los parametros de CC son
igual o mayor de *#3SD con respecto a la media las casillas serdn de color rojo (+3 SD) o
amarillo (-3 SD). Borrar los controles cuando se salgan del rango establecido.

Uso del automuestreador
Nota: Sélo si se cuenta con identificacidn de muestras por cédigo de barras.
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1. Insertar los tubos de muestra en una gradilla o rack para el sistema ADVIA 120 con la
etiqueta de cddigo de barras mirando hacia el frente (frente es el que presenta los
codigos de barras que indican la posicién de cada tubo y el nimero de rack).

2. Colocar el o los racks en la bandeja de entrada de muestras con las etiquetas mirando a la
parte delante del equipo.

3. Oprimir el pulsador “Comenzar/Detener” en la pantalla tactil del equipo o en la pantalla
de rutina del monitor.

Uso del muestreador manual de tubo cerrado

1. Identificar la muestra con el lector externo de cédigo de barras (si se cuenta con
identificacion de muestras por cddigo de barras) o introducir la identificacion de la
muestra con el teclado en la pantalla de “identificacion manual de muestra”.

2. Insertar y empujar el tubo que contiene la muestra bien mezclada dentro del
muestreador manual de tubo cerrado.

3. Sujetar el tubo hasta que la aguja de aspiracidn se introduzca en el tubo. La muestra es
aspirada automaticamente y el indicador de muestreo parpadea.

4. Retirar el tubo cuando se escuche un timbre o hasta que el indicador deje de parpadear.

Uso del muestreador de tubo abierto

1. Identificar la muestra con el lector externo de cddigo de barras (si se cuenta con
identificacion de muestras por cddigo de barras) o introducir la identificacion de la
muestra con el teclado en la pantalla de “identificacion manual de muestra”.

2. Mezclar la muestra por inversién (minimo 10 veces).

Retirar el tapdn del tubo y colocar la muestra debajo de la cdnula de aspiracién.

4. Subir el tubo hasta que la canula esté sumergida en la muestra, teniendo cuidado de que
no toque el fondo del tubo.

5. Presionar la placa de aspiracion que se encuentra detrds de la cdnula. La muestra es
aspirada automaticamente y el indicador de muestreo parpadea.

6. Retirar el tubo cuando se escuche un timbre o hasta que el indicador deje de parpadear.

7. Tapar nuevamente el tubo de la muestra.

w

Validacion de resultados

1. Hacer clic en el mend Admin—Revisién/Edicién.
2. Revisar los resultados mostrados y de acuerdo con los criterios de aceptacion de
resultados que se empleen, se asigna un estatus: Aceptar, Repetir o Borrar.

Apagado del equipo o fin de dia

1. Iral menu Personalizar—Configuracidon—Fin de dia.

2. Seleccionar la casilla de Cerrar Q.C. para transferir el archivo de CC diario al archivo de CC
acumulado.

Hacer clic en OK para inicia la depuracién de la base de datos.

Hacer clic en salir y confirmar.

5. Ir al menul Operaciones de rutina—Iniciar/Cerrar sesion.

W
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6. Hacer clicen la opcidn “Apagar NT” y esperar a que se cierre el sistema.

7. Presionar el pulsador Off en la pantalla tactil del analizador cuando aparezca en el
monitor el mensaje “Ahora puede apagar el ordenador”.

8. Apagar el CPU y el monitor.
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ANEXO I1

Preparacion de Soluciones

Todas las soluciones se preparan con agua destilada.

1. Alcohol al 70%.
Cada equipo prepara su alcohol

Etanol 70 mL
ADSOIULO.c.ecetieeee e
100 mL
Lo o T o OO PRSP
2. Solucién diluyente de Drabkin.
Ferrocianuro de 0,20g
70 = 1 [0 TSRS 0,05g
Cianuro de 1,00 g
70 = [0 SO RSt 1000 mL
Bicarbonato de
SOAIO.cu ittt ettt st st
Lo o T o ST OO OO
3. Liquido diluyente de Hayem
Cloruro de 0,25¢g
MMEICUNIO . eviiceeeeieieieectreeereeessaeeesseesstseeeraeeeseeennsesens 0,50¢g
Cloruro de 2,50¢g
LYoo L TSSO 100 mL
Sulfato de sodio
aNhidrido.....ccceieieree e
Lo o TN o OO

4. Liquido de Turk (solucién de acido acético al 2%)
Prepararla y repartir 50 mL/Equipo

Acido acético 10 mL
glacial.. e 5mL
Solucidn de violeta de Genciana al 500 mL
1%
(o o 2 o TSRS
5. Oxalato de amonio al 1%
Oxalato de lg
=] 2.0 ] oY [0 TR 4 gotas
100 mL

(1YL= o 1o F= ) TR
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G D s
6. Colorante de Wright para sangre.

En un monitoreo triturese 1 g del colorante en polvo certificado, agregando pequefias
cantidades de alcohol metilico absoluto (libre de acetona). Agréguese un total de 600 mL de
alcohol. La evaporacion del alcohol producird un precipitado en las laminillas; si esto sucede,
agréguense 20 mL de alcohol metilico por 100 mL de solucién colorante. Déjese madurar el
tiempo ya establecido en su laboratorio para sus tinciones.

7.  Solucion amortiguadora de fosfato para la tincion de Wright (pH de 6,8 a 7,2).

Solucion concentrada A: Se disuelven 27,6 g de fosfato sédico monobasico (NaH,P04.HO) en
1000 mL de agua destilada (0,2 M):

Solucion concentrada B: Se disuelven 28,39 g de fosfato sédico dibdsico (Na,HPO,; 6 53,62 g
de Na;HPO4. 7 H O) en 1000 mL de agua destilada (solucién 0,2 M también). Se mezclan los
volumenes de soluciones concentradas que se mencionan en la Tabla A-1 y se afora a 200 mL para
obtener los valores correspondientes de pH.

TABLA A-1. Tabla de concentraciones.

mLdeSol mideSol c.b.p.2 .
ucionA ucionB 00ml B
51 49 100 6,8
45 55 100 6,9
39 61 100 7,0
33 6.7 100 7,1
28 72 100 72

8. Colorantes para reticulocitos.
Reactivos comerciales.

Azul de cresil (hidrosoluble) o Nuevo azul de metileno...... 10g

Citrato de 04¢g
SO0 i ettt e st st 100 mL
(o o 2 o JO TR
9. Solucién de depdsito al 10% de cloruro de sodio (pH=7,4).

Cloruro de 9g
LYo T o TOS SRR 137¢g
NazHPO4 ........................................................................................ 0,25 g

100 mL
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C D e
10. Solucién al 1.2% de cloruro de sodio
Viene de la solucidn anterior.
Se prepara diluyendo 60 mL (sol. anterior No. 9) de la solucion de
depdsito de cloruro de sodio al 10 %(pH=7,4), hasta 500 mL.
11. Amortiguador de fosfato pH 7,4

NazHPO4 2H2O .ottt et s v 0,9493 g
0,1814 g
KH2PO ettt et et s st s sa s aesaenaean 100 mL
Lo o TN o ST OO PO
12. Solucién Salina Isotdnica (0,85%)
85g
INGC ettt ettt ettt st e s ste e e beseaaesssbaessaesesbesssseeseraessnnen 1000 mL
Lo o T o OO TR
13. Metabisulfito de sodio al 2%
Metabisulfito de 05¢g
(Yoo [T TR 25 mL
C D s
14. Cloruro de calcio 0,025 M
Reactivo comercial
Cloruro de calcio 0,28 g
aNhidrido.....ooc e, 100 mL

Lol o 1 o SO OO OO

Otras Soluciones Alternativas

1. EDTA (potasico o sédico) al 10% (P/V)

10g
EDTA. ottt ettt et sttt ettt s et et sre s b e saenaen 100 mL
Lol o T o SO R
2. Oxalato de potasio al 30% (P/V)
Oxalato de 30g
70 €= 1 [0 TR 100 mL

(o o o TSR
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3. Oxalato de amonio y de potasio®

Oxalato de 12¢g
AMONIO.ccciicireeicecietee et cereeseeereee s csrareres et beesessenees 0,8¢g
Oxalato de 100 mL
POTASIO. ittt e e e
Lo o T o T O PO
4. Citrato de sodio (sal trisddica) al 3.8% (P/V)
Citrato de 38¢g
LYo Y [ o JOu TR 100 mL
Lo o T o ST OO PO
5. Liquido diluyente de Dacie.
Solucién de formaldehido al 10,0 mL
A0%.c.cueeeeirieeee e 990 mL
Solucién de citrato disddico o trisddico 3%
(A7)
6. Liquido diluyente de Gower.
Sulfato de sodio anhidrido 12,5g
....................................................... 33,3 mL
Acido acético 200 mL
Blacial..e s
Lol o 1 o SO OO OO U O
7. Solucidn diluyente para cuentas de plaquetas
Azul de cresil 100 mg
BrIANTE ..o 38¢g
Citrato de 0,2 mL
LYoo [ RO S TR U PRI 100 mL
Formaldheido al
BO%...vveeeeeieieeeeeceee e e e e a e
Lo o T o OO SRR
8. Colorante Wright-Giemsa
Colorante de 90¢g
WIBHT e 10¢g
Colorante de 90,0 mL
GIBMISA ittt eeae e eraee s 291L
Glicerina
[N L=TU ) - TSP
Alcohol

® Este coagulante en solucién se utiliza en una proporcion de 0,1 mL/mL de sangre.
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1Y/ <] 1 olo YRR

Colocar en un mortero los colorantes de Wright y Giemsa. Tratar de disolver los colorantes
agregando poco a poco la glicerina y el metanol, “triturando” con la mano del mortero y
vertiendo lo ya disuelto en un frasco ambar grande. Continuar asi hasta disolver lo mas posible los
colorantes y agotar la glicerina y el metanol. Vaciar en el frasco dmbar lo que quede de los
colorantes no disueltos en el mortero, enjuagandolo con el metanol restante. Dejar madurar el
colorante 2 a 3 semanas, agitando diariamente. Filtrar antes de usar.

9. Solucidén Buffer para tincion de Wright (pH=6,4)

Fosfato disddico anhidrido.........cccceuvivevececcecie e 9,47 g
Fosfato 9,08 g
MONOPOLASICO...ceieecre et cteiiee ettt ee e st s aeanas 1000 mL
Lo o 1 o USRI
10. Solucién de Nuevo Azul de Metileno para Reticulocitos
Oxalato de 16¢g
70 =1 [0 JS OSSP 0,5¢g
Colorante de nuevo azul de 100 mL
MEtleNO0....ccceeece e
Lol o 1 o SO OO OO U O

11. Solucién al 1% en alcohol metilico de Azul de Cresil brillante.

En un matraz disolver 1 g de azul de cresil brillante en 90 mL de alcohol metilico y
completar hasta 100 mL.
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ANEXO III. FORMATO DE REPORTES ESCRITOS DE LABORATORIO

Biometria Hematica (BH)

(Formatos para Reportes Escritos)
FACULTAD DE ESTUDIOS SUPERIORES "ZARAGOZA"
LABORATORIO DE HEMATOLOGIA

HOJA DE REPORTE HEMATOLOGICA

Nombredel Alumno: . ... NodeLista..............
DATOS DEL PACIENTE:
NOMID e .« .o e e
Edad.................... SEXO .. Fecha...........
D T T 10 1) 1 T P
FORMULA ROJA
RESULTADOS VALORES DE REFERENCIA
1.Htc............. %
22Hb. ..o g/dl
3.GR............. x108/mm3
4.VSG........... mm/hora
5. Reticulocitos . . .......... %
*6. Plaquetas . ............. /mm3
T.VGM. ................ fl
8 HCM. ................ pg
9.CMHG................ %
FORMULA BLANCA

10.GB............. /mm3
11. Cuenta Diferencial:

Valores Absolutos VALORES DE REFERENCIA

% . Imm3

Neutrofilos .. ........ % /mm3
Linfocitos .. ......... % /mm3
Monocitos . . ......... % /mm3
Eosinofilos.......... % /mm3
Basofilos........... % /mm3
Bandas............. % /mm3
OtroS . ..o % /mm3

Aspecto de los Gl6bulos Rojos: .. ....coo i

13. Incluir en el Reporte:
a) Célculos
b) Graficos
c) Discusion de Resultados
d) Conclusiones
NOMBRE Y FIRMA DEL RESPONSABLE
LABORATORIO DE HEMATOLIOGIA
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Tiempos de Coagulacién
FACULTAD DE ESTUDIOS SUPERIORES "ZARAGOZA"
LABORATORIO DE HEMATOLOGIA

HOJA DE REPORTE HEMATOLOGICA

N e . .

Bdad.................... SEXO ..o Fecha...........

DIAgNOSTICO . . o oottt
PRUEBAS DE COAGULACION

1. Tiempo de Sangrado (Método de Duke):.......... min. .......... segundos

2. Tiempo de Coagulacion (Método Capilar):........ mn .......... segundos

3. Retraccion del Coagulo:. ................ %

a) Plasma Pobre en Plaquetas:. . . ................ segundos
b) Plasma Rico en Plaquetas:. .. ................. segundos

) segundos
b)............ R/P
(o) IR RIN (Valor de ISI: )
6. Tiempo de Tromboplastina Parcial (T.T.P.)........ segundos
7. Tiempo de Trombina (T.T.) ......... segundos

8. Incluir en el Reporte:
a) Célculos
b) Graficos
c) Discusion de Resultados
d) Conclusiones

NOMBRE Y FIRMA DEL RESPONSABLE
LABORATORIO DE COAGULACION
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FACULTAD DE ESTUDIOS SUPERIORES "ZARAGOZA"
LABORATORIO DE HEMATOLOGIA
HOJA DE REPORTE HEMATOLOGICA
PRUEBAS DE COAGULACION. TIEMPOS DE COAGULACION
Nombre de [a PractiCa . . ... .o oot

Nombre del Alumno: . ... ... NodelLista..............
DATOS DEL PACIENTE:
NOMD e .« .o
Edad.................... SEXO . ot Fecha...........
D T o 10 1) 1 o
PRUEBAS
TP TTPa TT
REACTIVOS
REACTIVO DETP 200
REACTIVO DE TTPa 100
REACTIVODETT 200
MUESTRA 100 100 100
INCUBACION v v v
Ca™? 100
RESULTADOS EN
(SEG))

¢ MANTENER EN INCUBACION TODOS LOS REACTIVOS 2 MINUTOS ANTES DE MEZCLAR Y
ACCIONAR EL CRONOMETRO AL ADICIONAR EL REACTIVO FINAL.
e LOS VOLUMENES ESTAN DADOS EN pLITROS.

1. Incluir en el Reporte:
a) Discusion de Resultados
b) Célculos
b) Conclusiones

NOMBRE Y FIRMA DEL RESPONSABLE
LABORATORIO DE COAGULACION
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FACULTAD DE ESTUDIOS SUPERIORES "ZARAGOZA"
LABORATORIO DE HEMATOLOGIA

HOJA DE REPORTE DE GRUPO SANGUINEO

DATOS DEL PACIENTE:
NOMOE . o

¢ T A B AB e Al A2 B 8] GFPO
GLOBULOS ROJOS 0 J < UERD & ¢ ¢ ¢ ¢
FROBLEMA 1
?
FROBLEMA 2
?
FROBLEMA 3
?
FROBLEMA 4
?

CENTRIFUGAR. 15 EEGUNDOS A 3500 RPM ¥ OBSERVAR AGLUTINACION O HEMOLISIS PARA CADA PROBLEMA ¥ DETERMINAR EL GRUPO SANGUINEC CORRESPONDIENTE

1. Incluir en el Reporte:
a) Discusion de Resultados
b) Conclusiones

NOMBRE Y FIRMA DEL RESPONSABLE
LABORATORIO DE BANCO DE SANGRE
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FACULTAD DE ESTUDIOS SUPERIORES "ZARAGOZA"
LABORATORIO DE HEMATOLOGIA

HOJA DE REPORTE DE BANCO DE SANGRE

N e . .
Bdad.................... SEXO ..o Fecha...........
DIAgNOStICO . . .ttt e e e
GRUPO SANGUINEO (SISTEMA ABO)
PRUEBA CELULAR PRUEBA SERICA INTERPRETACION
ERITROCITOS PROBLEMA SUERO PROBLEMA
Sueros Conocidos Comerciales Hematies Conocidos Grupo
Fenotipados
Anti-A Anti-B Anti-AB AL Ay B O

(-) Cuando no exista Aglutinacion
(+) Cuando exista Aglutinacién

NOTA: En caso de resultar Grupo Sanguineo “A”, realizarse la prueba celular con los antisueros
comerciales A:y H para tipificar el subgrupo Aid A..

PRUEBA CELULAR PRUEBA SERICA INTERPRETACION
ERITROCITOS PROBLEMA SUERO PROBLEMA
Sueros Conocidos Comerciales Hematies Conocidos Grupo
Fenotipados
Anti-A | Anti-B Anti- Anti- Anti- A A B 0]
AB Au H

1. Grupo Sanguineo:

2. Incluir en el Reporte:
a) Discusion de Resultados
b) Conclusiones
NOMBRE Y FIRMA DEL RESPONSABLE
BANCO DE SANGRE
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FACULTAD DE ESTUDIOS SUPERIORES "ZARAGOZA"
LABORATORIO DE HEMATOLOGIA

HOJA DE REPORTE DE BANCO DE SANGRE

N e . .
Bdad.................... SEXO ..o Fecha...........
DIAgNOSTICO .« . o ettt e e
GRUPO SANGUINEO (Sistema ABO y Factor Rh)
PRUEBA CELULAR PRUEBA SERICA INTERPRETACION
ERITROCITOS PROBLEMA SUERO PROBLEMA
Sueros Conocidos Comerciales Hematies Conocidos Grupoy Rh
Fenotipados
Anti- | Anti- | Anti- | Anti- Aq A; B 0
A B AB D Rhcontrol

(-) Cuando no exista Aglutinacion
(+) Cuando exista Aglutinacién

NOTA: En caso de resultar Grupo Sanguineo “A”, realizarse la prueba celular con los antisueros
comerciales A1y H para tipificar el subgrupo A6 A..

PRUEBA CELULAR PRUEBA SERICA INTERPRETACION
ERITROCITOS PROBLEMA SUERO PROBLEMA
Sueros Conocidos Comerciales Hematies Conocidos Grupoy Rh
Fenotipados
Anti- | Anti- | Anti- | Anti- | Anti- | Anti- Aq Az B )

A B AB A1 H D Rhcontrol

1. Grupo Sanguineo:

FACTOR Rhy PPRUEBA DE COOMBS

2. Factor Rh (Antigeno D) es: .
3. Prueba de Coombs: [J Se realizd [J Noserealizo

4. Incluir en el Reporte:
a) Discusion de Resultados
b) Conclusiones
NOMBRE Y FIRMA DEL RESPONSABLE
BANCO DE SANGRE
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FACULTAD DE ESTUDIOS SUPERIORES "ZARAGOZA™
LABORATORIO DE HEMATOLOGIA

BANCO DE SANGRE. Anticuerpos Irregulares

HOJA DE REPORTE DE BANCO DE SANGRE

BUSQUEDA DE ANTICUERPOS IRREGULARES

DATOS DEL PACIENTE:

Seleccionar solo un medio de reaccion: SSF (1,5,6,7) 6 Albdmina (LO-ION) (2,5,6,7) é Bromelina (3,5,6,7,) o
LISS (4,5,6,7).
Si se usaran los cuatro medios, serian cuatro tablas.

No | TECNICA 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 AT

1 SSF

Alblimina

Bromelina

LISS

37°C

Coombs

~N(o|oh~lw|IN

Consumo
De Coombs

O = Negativo
+ = Positivo (Especificar el grado de positividad)

1. Semi-Panel: [J Negativo [J Positivo
2. Panel: Anticuerpo encontrado :

1. Incluir en el Reporte:

a) Incluir la Carta Control
b) Discusion de Resultados
¢) Conclusiones

FIRMA DEL RESPONSABLE
BANCO DE SANGRE
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FACULTAD DE ESTUDIOS SUPERIORES "ZARAGOZA"
LABORATORIO DE HEMATOLOGIA

HOJA DE REPORTE DE BANCO DE SANGRE

BUSQUEDA DE ANTICUERPOS IRREGULARES

DATOS DEL PACIENTE:

TECNICA

PRUEBARAPIDA

(TEMPERATURA AMEIENTE)

PRUEBA A
37°C

LAVADOS

PRUEBA DE
COOMBS

CONSUMO DE
COOMBS

Nota: Realizar 3 lavados de células por 80 segundos cada uno.

1. Incluir en el Reporte:

a) Incluir la Carta Control
b) Discusion de Resultados
¢) Conclusiones

FIRMA DEL RESPONSABLE
BANCO DE SANGRE
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FACULTAD DE ESTUDIOS SUPERIORES "ZARAGOZA"
LABORATORIO DE HEMATOLOGIA
REPORTE DE LABORATORIO

BANCO DE SANGRE. Pruebas Cruzadas

HOJA DE REPORTE DE BANCO DE SANGRE

N O e . .o
Bdad.................... SEXO ... Fecha...........
D T T 10 1) 1 T
PRUEBAS CRUZADAS
Receptor: . ......... ..o Fecha:.......... .. i
Grupo Sanguineo: .. ......... i . RealizalaPrueba:...........................
FactorRh: . ........ ... ...
Prueba Mayor:
Donador: ... 0 Compatible O NO COMPATIBLE
Grupo Sanguineo: . ........... ... ... Compatibilidad con:: . ................ ... ...
FactorRh: . ........ ... ... .
Prueba Menor:
O Compatible O NO COMPATIBLE
Compatibilidad con:: .................... .. ...
TECNICA
Medio de reaccién Prueba Mayor Prueba Menor Autocontrol
utilizado (AT)
Nombre:
37°C
Coombs
Consumo
De Coombs
O = Negativo

+ = Positivo (Especificar el grado de positividad)

1. Incluir en el Reporte:

a) Discusion de Resultados
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PRUEBA RAPIDA
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Nota: Realizar 3 lavados de células por 80 segundos cada uno.
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