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PRESENTACION

Con el propoésito de uniformizar los procedimientos hematolégicos que se
realizan en los diversos laboratorios clinicos, el Instituto Nacional de Salud
pone a disposicién de la comunidad técnico-cientifica nacional el Manual de
Procedimientos de Laboratorio en Técnicas Béasicas de Hematologia, en el
cual se incluyen todos los métodos empleados en el campo hematolégico
basico. De este modo se contribuye a mejorar la calidad de diagndstico en los
laboratorios de los servicios de salud.

El laboratorio de hematologia cuenta con dos areas basicas: Area de
Hematimetria (hemograma, VSE, recuento de plaquetas, etc.) y Area de
Hemostasia. Partiendo de esta estructura, en este manual nos referiremos a
las técnicas basicas empleadas en estas areas partiendo de la toma de mues-
tra hasta la realizaciéon de las pruebas respectivas.

Es necesario enfatizar que para obtener resultados mas confiables es impor-
tante, pero no imprescindible, automatizar el laboratorio, debido a que ello
evitara el posible error humano, sobre todo en lo referente a recuentos celula-
res, valores de hemoglobina y constantes corpusculares ya que en estas
variables se trabaja con cantidades exactas de sangre, hecho que es muy
dificil de lograr cuando se usan los métodos manuales, lo mismo sucede al
tratarse de las pruebas de hemostasia.

Esperamos que este manual constituya una herramienta de consulta en la
Red Nacional de Laboratorios de Salud, ademas de una guia para el personal
de laboratorio en general.
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INTRODUCCION

El presente manual ha sido elaborado en forma simple, didactica y eminente-
mente practica para que su contenido sea facil de entender por el personal
que labora en el laboratorio de hematologia.

Se divide en tres partes:

1. En la primera parte se presentan los aspectos mas importantes de la
bioseguridad en el laboratorio.

2. En la segunda parte se exponen las principales técnicas basicas del labo-
ratorio de hematologia.

3. En la tercera parte se detallan las alteraciones mas frecuentes de la serie
roja y de la serie blanca de un hemograma.

El objetivo principal es protocolizar y estandarizar los procedimientos
hematoldgicos que empiezan con la toma de muestra (siguiendo las pautas
de control de calidad preanalitica) hasta el procesamiento de ésta (fase ana-
litica) en la determinacion correspondiente, y por Ultimo, en la emision de los
resultados (fase postanalitica). Debemos recalcar que cuando se realizan
pruebas de hemostasia debe tenerse en consideracion los cuidados comu-
nes a toda prueba de laboratorio, es decir, las muestras deben obtenerse en
condiciones apropiadas y rotularse debidamente. Esperamos que el presen-
te manual sirva de guia efectiva y que pueda ser enriquecido con nuevos
aportes con la finalidad de alcanzar un trabajo de calidad.

9 INsTITUTO NACIONAL DE SALUD



MANUAL DE PROCEDIMIENTOS DE LABORATORIO EN TECNICAS BAsiCAs DE HEMATOLOGIA

SECCION 1

GENERALIDADES

1.1 OBJETIVO

Establecer y estandarizar los procedimientos basicos de un examen de
hemograma, hemoglobina, hematocrito, recuento de plaquetas, velocidad de
sedimentacion y recuento de reticulocitos que sirvan de ayuda diagnéstica al
clinico.

1.2 CAMPO DE APLICACION

La aplicacion de las técnicas hematoldgicas nos sirve para estandarizar los
procedimientos a nivel nacional y para que sea de utilidad al personal técnico
y profesional de los laboratorios clinicos.

1.3 RESPONSABILIDADES

1.3.1 El Centro Nacional de Laboratorios en Salud Publica, a través de su
Direccion Ejecutiva de Laboratorios de Referencia, es responsable de
autorizar la elaboracion, la revision y la actualizacion del presente ma-
nual, de acuerdo con los procedimientos aprobados por el Instituto Na-
cional de Salud.

1.3.2 Los directores de los establecimientos de salud son responsables de
autorizar, proporcionar los recursos necesarios, y designar al personal
responsable para la aplicaciéon de las disposiciones contenidas en el
presente manual.

1.3.3 El personal de los establecimientos de salud es responsable de plani-
ficar las acciones, organizar, controlar y capacitar al personal para cum-
plir las disposiciones contenidas en el presente manual.

1.3.4 Los jefes o responsables de los laboratorios deben asegurar el control
interno de la calidad, la idoneidad del personal, equipos, materiales,
reactivos e instalaciones.

1.3.5 El personal médico, profesional y técnico, es responsable de seguir las
especificaciones contenidas en el presente manual y aplicar los proce-
dimientos especificos indicados.

MPR-CNSP-019 11 INsTITUTO NACIONAL DE SALUD
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MANUAL DE PROCEDIMIENTOS DE LABORATORIO EN TECNICAS BAsICAS DE HEMATOLOGIA

1.4DOCUMENTOS DE REFERENCIA

1.4.1 Manual de técnicas basicas para un laboratorio de salud. Organizacion
Panamericana de la Salud. Publicacién cientifica N2 439. N2 2, 1983.

1.4.2 Manual de normas de bioseguridad. Instituto Nacional de Salud. Serie de
Normas Técnicas N2 18. 2.2 ed., 1997.
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MANUAL DE PROCEDIMIENTOS DE LABORATORIO EN TECNICAS BAsiCAs DE HEMATOLOGIA

SECCION 2

MEDIDAS DE BIOSEGURIDAD

2.1 Para la obtencidon de muestras, el personal involucrado en los diferentes
procesos para los examenes hematolégicos debe aplicar las medidas de
bioseguridad establecidas en el Manual de Bioseguridad. Serie de Nor-
mas Técnicas N° 18.

2.2 Se debe controlar sobre todo:
2.2.1 Al personal que trabaja en el laboratorio de hematologia.

2.2.2 El proceso de coloracion en el que se debe aplicar las medidas de
bioseguridad correspondientes al uso y manipulacién de sustancias
téxicas o cancerigenas.

2.2.3 Ver lo referente a medidas de proteccion en caso de accidentes por
inoculacion.

MPR-CNSP-019 13 INsTITUTO NACIONAL DE SALUD
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MANUAL DE PROCEDIMIENTOS DE LABORATORIO EN TECNICAS BAsICAS DE HEMATOLOGIA

SECCION 3

OBTENCION DE MUESTRAS SANGUINEAS

3.1 OBJETIVO

Establecer y uniformizar criterios en el procedimiento de obtencion de mues-
tras sanguineas con un adecuado control de calidad, ya que de ello depende
que el resultado del andlisis de la muestra sea el correcto. Se efectuara en
ayunas o no, dependiendo de la prueba a usar.

3.2 OBTENCION DE SANGRE VENOSA CON JERINGA
3.2.1 Materiales y equipos requeridos

3.2.1.1 Algodon.

3.2.1.2 Alcohol al 70%.

3.2.1.3 Ligadura o torniquete de 25 a 30 cm de largo.
3.2.1.4 Jeringas de 5 mL.

3.2.1.5 Viales con anticoagulante EDTA.

3.2.2 Obtencion de la muestra

3.2.2.1 Verificar que los elementos por utilizar estén listos, y que el paciente
se sienta comodo.

3.2.2.2 Aplicar el torniquete aproximadamente cuatro dedos por encima de la
flexion del codo 0 a 10 cm del codo, sujetar con un medio nudo (Fig. 1).

3.2.2.3 Limpiar la zona con alcohol al 70% o alcohol yodado, en un area de 2
pulgadas (Fig. 2).

3.2.2.4 EIl paciente debera abrir y cerrar la mano durante unos segundos y
después la mantendra cerrada, esto ayudara a visualizar las venas
superficiales (Fig. 3).

3.2.2.5 Se retira el estuche protector de la aguja y se coge la jeringa de tal
manera que el bisel se encuentre hacia arriba (Fig. 4).

3.2.2.6 Se coloca la aguja en direccion paralela a la vena, se perfora la piel
haciendo avanzar la aguja 0,5-1 cm en el tejido subcutaneo, luego se
perfora la vena (Fig. 5).

MPR-CNSP-019 14 INsTITUTO NACIONAL DE SALUD
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MANUAL DE PROCEDIMIENTOS DE LABORATORIO EN TECNICAS BAsiCAs DE HEMATOLOGIA

3.2.2.7 Se aspira la jeringa hasta el volumen requerido.

3.2.2.8 Retirar el torniquete e indicar al paciente que deje de hacer pufo. Se
coloca el algoddn seco encima de la puncion y se retira la aguja (Fig. 6).

3.2.2.9 Retirar la aguja de la jeringa. Verter la muestra lentamente por las
paredes del vial con anticoagulante. No olvidar colocar una gota en la
lamina portaobjeto para realizar el frotis.

3.2.2.10 Agitar el vial en circulos sobre la mesa para homogeneizar la mues-
tra con el anticoagulante.
PUNTOS PARA LA EXTRACCION DE SANGRE

(Toma de muestra)

Se obtiene de las venas de la fosa cubital

Fig. 1 Fig. 2 Fig. 3

MPR-CNSP-019 15 INsTITUTO NACIONAL DE SALUD
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MANUAL DE PROCEDIMIENTOS DE LABORATORIO EN TECNICAS BAsICAS DE HEMATOLOGIA

Fig. 4 Fig. 5

Fig. 6

3.3 OBTENCION DE SANGRE VENOSA EN TUBOS AL VACIO
3.3.1 Materiales requeridos

3.3.1.1 Algodon.

3.3.1.2 Alcohol al 70%.

3.3.1.3 Ligadura o torniquete de 25 a 30 cm de largo.

3.3.1.4 Tubos al vacio con anticoagulante EDTA (K,), EDTA (Na,) u otro
anticoagulante.

3.3.1.5 Agujas con dispositivo para extraccion de sangre al vacio:
- N2 21 para adultos.
- N2 22 para nifios y neonatos.

De preferencia, ambas de bisel corto para evitar la coagulacion.

MPR-CNSP-019 16 INsTITUTO NACIONAL DE SALUD

‘ manual de TEC. BASICAS HEMATOLOGIA.pmt6 10/05/2005, 14:12



MANUAL DE PROCEDIMIENTOS DE LABORATORIO EN TECNICAS BAsiCAs DE HEMATOLOGIA

3.3.2 Obtencion de la muestra

3.3.2.1
3.3.2.2

3.3.23

3.3.24

3.3.25

3.3.2.6

3.3.2.7

3.3.2.8

3.3.2.9

Repetir los pasos de 3.2.2.1 a 3.2.2.4.

Se retira el estuche protector de la aguja y éste se enrosca al disposi-
tivo para extraccion de sangre al vacio.

Colocar la ligadura cuatro dedos por encima de la flexién del codo o
10 cm por encima de éste y pedir al paciente que abra y cierre la mano
varias veces, para favorecer la dilatacion de las venas.

Una vez escogida la vena, desinfectarla con una pieza de algoddn
embebido en etanol al 70%.

Se coloca la aguja en direccion paralela a la vena, se perfora la piel
haciendo avanzar la aguja entre 0,5 cmy 1 cm en el tejido subcutéaneo,
se inserta el tubo al vacio por la parte posterior y no preocuparse por
la cantidad de sangre extraida ya que el mismo sonido del vacio avi-
sara que la extraccion termino (Fig. 8).

Retirar la ligadura tirando del extremo doblado.

Colocar un pedazo de algodén seco sobre la parte donde se encuen-
tra oculta la aguja. Sacar la aguja con un movimiento rapido y deposi-
tarla en el recipiente de metal con desinfectante (Fig. 9).

Pedir al paciente que presione firmemente el algodén durante 3 minu-
tos, con el brazo extendido. No se recomienda que se flexione el brazo
a causa del riesgo que se forme un hematoma.

Mezclar por inmersion suave la sangre con el anticoagulante conteni-
do en el tubo. No agitar el contenido.

Fig. 8 Fig. 9

MPR-CNSP-019 17
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MANUAL DE PROCEDIMIENTOS DE LABORATORIO EN TECNICAS BAsICAS DE HEMATOLOGIA

3.3.3 Ventajas de una extraccién de sangre venosa
3.3.3.1 Pueden hacerse repetidos examenes con la misma muestra.

3.3.3.2 Parte de la muestra (plasma o suero) puede congelarse para referen-
cia futura.

3.3.4 Desventajas de una extraccion de sangre venosa

3.3.4.1 La puncién venosa, por su largo procedimiento, requiere mayor pre-
paracion que el método capilar.

3.3.4.2 El método es técnicamente dificil en nifios, individuos obesos y pa-
cientes en shock.

3.3.4.3 La hemdlisis debe ser evitada, pues se puede obtener una disminu-
cion en el recuento de eritrocitos.

3.3.4.4 Debe evitarse prolongada estasis venosa producida por el torniquete,
pues produce hemodlisis y otros cambios que ponen la sangre en un
estado inadecuado para el analisis de gases, recuentos celulares,
determinacion de pH sanguineo y algunas pruebas de coagulacion.

3.3.4.5 La sangre anticoagulada si no es de obtencidn reciente no debe ser
utilizada en extensiones de sangre, pues algunos anticoagulantes pro-
ducen cambios en las plaquetas que pueden causar aglutinaciones,
agregacion plaquetaria y dificultan la identificacién de leucocitos.

3.3.4.6 Puesto que algunos de los componentes de la sangre no son esta-
bles, los recuentos de leucocitos y plaquetas e indice de sedimenta-
cién deben realizarse antes de que pasen dos horas desde que se
obtuvo la muestra.

3.4 OBTENCION DE SANGRE DE LA VENA YUGULAR EXTERNA
3.4.1 Materiales requeridos

3.4.1.1 Algodén.

3.4.1.2 Alcohol al 70%.

3.4.1.3 Jeringas de 5 mL.

3.4.1.4 Viales con anticoagulante EDTA.

3.4.2 Obtencién de la muestra

3.4.2.1 EIl paciente es cubierto por una sabana de manera que los brazos
permanezcan inmovilizados a lo largo del cuerpo.

MPR-CNSP-019 18 INsTITUTO NACIONAL DE SALUD
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MANUAL DE PROCEDIMIENTOS DE LABORATORIO EN TECNICAS BAsiCAs DE HEMATOLOGIA

3.4.2.2

3.4.2.3

3.4.2.4

3.4.25

3.4.2.6

3.4.2.7
3.4.2.8

Al paciente se le coloca de cubito dorsal sobre la mesa de examen o
una camilla, de manera que la cabeza cuelgue sobre el final de la
mesa y el cuerpo sea sujetado por un asistente.

Cuando el paciente grita la vena yugular externa se marca clara-
mente.

Limpiar la zona en un area de 2 pulgadas con alcohol al 70% o alcohol
yodado.

Se repiten los pasos de 3.2.2.5 a 3.2.2.7 de la extraccion de sangre
venosa con jeringa.

Retirar la aguja de la vena y presionar suavemente con un algodon
seco, aproximadamente de 3 a 5 minutos. Pedir al paciente que per-
manezca echado diez minutos.

Se repiten los pasos de 3.2.2.9.

Se repiten los pasos de 3.2.2.10.

3.4.3 Ventajas

Constituye un buen método para la obtenciéon de sangre en pacientes con
shock con venas colapsadas.

3.4.4 Desventajas

Por lo delicado en su procedimiento no se recomienda como rutina, sélo en
casos en que no se pueda obtener la muestra por métodos convencionales.

3.5 OBTENCION DE SANGRE CAPILAR

Cuando la cantidad de sangre que se precisa es muy pequefia o cuando por
diferentes motivos no pueda practicarse una puncion venosa, debe recurrirse
a la puncién capilar.

3.5.1 Materiales requeridos
3.5.1.2 Algodon.
3.5.1.3 Alcohol al 70%.

3.5.1.4 Lancetas desechables (Fig. 10).
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3.5.1.5 Papel filtro N2 2.
3.5.2 Procedimiento (Fig. 11):

3.5.2.1

3.5.2.2
3.5.2.3

3.5.24

La sangre capilar se obtiene de la cara lateral del dedo medio o anu-
lar en los adultos y del dedo gordo del pie o talén en los nifios.

Desinfectar la zona con alcohol al 70%, secar con algodon estéril.

Punzar la piel con una lanceta estéril desechable (2 mm de profun-
didad).

Usar gasa estéril para desechar la primera gota y recoger las siguien-
tes en tubos capilares. Evitar comprimir la extremidad para obtener
sangre porque se altera la composicion sanguinea.

3.5.3 Ventajas

3.5.3.1
3.5.3.2

Puede obtenerse con facilidad.

Es preferible cuando han de realizarse extensiones de sangre periférica.

3.5.4 Desventajas

3.5.4.1

3.5.4.2

3.5.4.3

3.5.44

3.5.45

3.5.4.6

Sélo se pueden obtener pequefas cantidades de sangre y los exa-
menes de repeticidn requieren nuevas muestras.

La sangre en microtubos (capilares) frecuentemente se hemoliza
interfiendo con la mayoria de pruebas de laboratorio.

Los resultados obtenidos en pruebas con sangre capilar no pueden
ser comparados con los resultados de las pruebas con sangre venosa.

El dedo no sélo es delicado sino dificil de desinfectar adecuadamen-
te en el tiempo disponible.

En pacientes con resistencia disminuida a la infeccion (aquellos con
leucemia, agranulocitosis, diabetes, uremia y enfermedades con defi-
ciencias inmunolégicas), una muestra tomada del dedo es mucho mas
probable que conduzca a una infeccion que otra tomada del brazo.

El recuento de eritrocitos y leucocitos, asi como el recuento de
plaquetas y reticulocitos, no debe realizarse en sangre capilar debido
a la dificil estandarizacion del flujo sanguineo capilar.
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EXTRACCION DE SANGRE CAPILAR

Fig. 11
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SECCION 4

ANTICOAGULANTES

Una vez extraida la sangre, ésta puede conservarse coagulada o mantenida
incoagulable mediante la adiciéon de un anticoagulante.

4.1 CARACTERISTICAS BASICAS DE LOS ANTICOAGULANTES MAS USADOS
ENHEMATOLOGIA

e No alterar el tamafo de los hematies.

e No producir hemdlisis.

e Evitar al maximo la agregacién plaquetaria.
¢ No alterar la morfologia de los leucocitos.

La sangre tratada con anticoagulante debe procesarse lo antes posible, inclu-
so mantenida bajo refrigeracion (4 °C) si no pasan de las 2 horas. El tiempo
maximo entre la extraccion de la sangre y su procesamiento depende del
coagulante de eleccion y no debe ser mas de 4 horas, a excepcion del
anticoagulante EDTA (etilendiaminotetracético) que puede ser hasta 24 horas
(en refrigeracion a 4 °C).

Los anticoagulantes pueden emplearse en forma sdlida o liquida. Los prime-
ros estan indicados para la determinacion de los parametros hematoldgicos,
ya que no producen, como los anticoagulantes liquidos, dilucion de la sangre.

4.2 ANTICOAGULANTES SOLIDOS
4.2.1 EDTA

Es la sal disédica o tripotasica del acido etilendiaminotetracético. La sal
disodica (Na,EDTA) es menos soluble que la sal tripotasica (K,EDTA). Estos
compuestos realizan su accion a través de un efecto quelante sobre el calcio,
al fijarlo impiden su activacion y, por ende, la coagulacion sanguinea.
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4.2.1.1 Ventajas

e Respeta la morfologia eritrocitaria (especialmente la sal tripotasica) y
leucocitaria, de manera que permite una demora de dos horas en la reali-
zacion del frotis sanguineo después de la extraccion sanguinea.

e Asegura la conservacion de los elementos formes sanguineos durante 24
horas si la sangre se mantiene a 4 °C.

e Al inhibir la aglutinacion de las plaquetas, facilita su recuento o su expre-
sién semicuantitativa a partir del frotis.

e La concentracion recomendada de EDTA es de 1,5 mg/mL. de sangre. Una
mayor cantidad de anticoagulante puede producir retraccion celular, con
disminucion del hematocrito, y un aumento de la concentracion media de la
hemoglobina. Un exceso de sangre con relacién al anticoagulante produce
formacion de microagregados que pueden alterar los resultados. El em-
pleo de tubos al vacio con una gota (50mL) de EDTA tripotasica comercial
para 5 mL de sangre es de interés practico dado que es cien veces mas
soluble facilitando la mezcla de sangre con anticoagulante.

4.2.1.2 Desventajas

Usado en exceso afecta a los eritrocitos y a los leucocitos, a los cuales les
produce encogimiento y cambios en su forma, por ello debe cuidarse de agre-
gar la cantidad correcta de sangre al anticoagulante.

4.2.2 Anticoagulante de Wintrobe

Es una mezcla de oxalato de amonio y potasio. Actua por precipitacién del
calcio, es facil de preparar. Se emplea en forma de polvo en proporcion de 2 de
oxalato de amonio por 1 de oxalato de potasio. La cantidad recomendada es
de 2 mg x mL de sangre. Este anticoagulante no afecta el volumen globular
medio y puede usarse para determinaciones de hemoglobina, hematocrito y
recuento globular, pero para los extendidos queda limitada a los primeros
minutos, tampoco es util para el recuento plaquetario porque produce forma-
cion de agregados plaquetarios.

4.2.3 Heparina

El nombre de heparina proviene del griego hepar, que significa higado, ya que
fue aislado por primera vez de las células de este tejido. Es un mucopolisacarido
acido. Presenta el inconveniente de que si no se agita rapidamente con la
sangre después de extraida pueden formarse microcoagulos, aunque no alte-
ra el volumen eritrocitario ni la morfologia de los leucocitos. No es recomenda-
ble para el frotis sanguineo porque produce un fondo azul en la lamina.
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La heparina de sodio o litio puede usarse en forma sélida o liquida, en propor-
cion de 0,1 - 0,2 mg de heparina por 1 mL de sangre.

4.3 ANTICOAGULANTES LiQUIDOS
4.3.1 Citrato trisédico

Es de eleccion para las pruebas de hemostasia y la velocidad de sedimenta-
cion. Actua a través de la precipitacion del calcio. La concentracion depende de
la prueba por realizar.

e Para pruebas de hemostasia se emplea en proporcion de 1: 9 (0,5 mL de
anticoagulante para 4,5 mL de sangre total).

e Para la determinacién de la VSG (Velocidad de Sedimentacion Globular) es
1:4 (0,5 mL de anticoagulante para 2 mL de sangre).

4.3.2 Oxalato sédico

Recomendado también para las pruebas de hemostasia. Se emplea en pro-
porciéon de un volumen de anticoagulante para 4 vol. de sangre.

MPR-CNSP-019 24 INsTITUTO NACIONAL DE SALUD

‘ manual de TEC. BASICAS HEMATOLOGIA.pm24 10/05/2005, 14:12



MANUAL DE PROCEDIMIENTOS DE LABORATORIO EN TECNICAS BAsiCAs DE HEMATOLOGIA

SECCION5

REALIZACION Y TINCION DEL FROTIS SANGUINEO

La practica del frotis sanguineo, también llamado extendido, es de gran impor-
tancia en hematologia ya que el diagndstico de muchas enfermedades
hematoldgicas puede realizarse con sélo observar las caracteristicas
morfolégicas de las células sanguineas, de manera que éste no debe ser
excesivamente grueso ni excesivamente fino. Todas las laminas por usar,
sobre todo nuevas, deben ser limpiadas con algodén y alcohol al 70% para
eliminar la grasa que viene adherida.

5.1 METODO DE LOS DOS PORTAOBJETOS

5.1.1 Materiales

- Alcohol al 70%.

- Algodén.

- Lanceta descartable.

- Portaobjetos de vidrios limpios y desgrasados (25 x 75 mm).
5.1.2 Fundamento

Consiste en la extension de una gota de sangre sobre un portaobjeto (25 x 75),
empleando el canto biselado de otro portaobjeto de igual dimension (Fig. 12).

5.1.3 Procedimiento

5.1.3.1 Una vez extraida la sangre con cualquiera de las metodologias, se
coloca una pequefa gota de sangre (5mL) (aprox. 3 mm de diametro)
sobre un portaobjeto a 2 cm aproximadamente de uno de los extremos.

5.1.3.2 Colocar el canto de otro portaobjeto esmerilado sobre la superficie
del primer portaobjeto (en la que se encuentra la gota de sangre)
formando un angulo de 45°.

5.1.3.4 Deslizar suavemente y a velocidad moderada el portaobjeto sobre el
otro en sentido longitudinal, hasta que la gota de sangre quede bien
extendida sobre la superficie del primer portaobjeto. El grosor del
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frotis sanguineo puede variar segun sea el angulo que formen entre
si ambos portaobjetos. Asi, si es superior a 45°, la extension obtenida
sera gruesa y corta, si es inferior a 45° sera larga y fina. El secado del
frotis es a temperatura ambiente y en posicion horizontal.

Fig. 12

EXTENDIDO DE SANGRE

« Zona excesivamente gruesa: Se halla en la regién inmediata al punto de
partida de la extension (cabeza). En ella se aprecia siempre un aumento de
linfocitos.

+ Zona excesivamente fina: Corresponde al final de la extension y termina en
un &rea donde las células adoptan una posicién acartonada (barbas). En
esta region existe un exceso de granulocitos y monocitos.

+ Zona ideal: Corresponde a la region intermedia del frotis y en ella existe un
reparto equilibrado de células.

5.2 COLORACIONES USADAS

Una vez seco el frotis, se procede a la tincion hematoldgica con el colorante de
Romanowsky, constituido por la mezcla de eosina y azul de metileno. Dentro
de éstas tenemos:

5.2.1 Colorante de Giemsa.
5.2.2 Colorante de May-Grunwald.
5.2.3 Colorante de Wright.

5.2.4 Colorante de Leishman.
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Preparacion de colorantes (Anexo A)
% Para el estudio de las células sanguineas utilizar el colorante 5.2.3y 5.2.4.
+ Para el estudio de hemoparasitos utilizar el colorante 5.2.1.

« Utilizar el colorante 5.2.2 para casos especiales en que se desee observar
con mayor claridad y especificidad los granulos de los neutrofilos.

5.3 TINCION CON COLORANTE DE WRIGHT
5.3.1 Fundamento

El colorante de Wright va a permitir suministrar un medio para estudiar la
sangre y determinar las variaciones y anormalidades de estructura, forma y
tamafo de los eritrocitos, su contenido de hemoglobina y sus propiedades de
coloracion. La informacion obtenida de un frotis de sangre periférica depende
en gran parte de la calidad del extendido y la coloracion.

5.3.2 Materiales

5.3.2.1 Colorante de Wright (Anexo A).

5.3.2.2 Frasco gotero.

5.3.2.3 Soluciéon amortiguada tamponada (Anexo A).
5.3.3 Procedimiento

5.3.3.1 Una vez obtenido el frotis sanguineo, se le dejara secar entre 15y 20
minutos.

5.3.3.2 Luego se coloca la preparacion en un soporte y se cubre con el colo-
rante de Wright, dejandolo por espacio de 5 minutos.

5.3.3.3 Posteriormente se afiade solucién amortiguada tamponada en partes
iguales hasta obtener un brillo metalico, dejando 6 minutos adicionales.

5.3.3.4 Finalmente se lava con agua corriente y se deja secar.

5.3.3.5 Se coloca en el microscopio y, con pequefio aumento, se revisa la
calidad de la coloracion, la cantidad aproximada de glébulos blancos
y se escoge el sitio para iniciar el recuento. Se coloca una gota de
aceite de inmersion y se enfoca a un aumento de 100x

La forma de los glébulos rojos se examinara detenidamente obser-
vando ademas del color (cantidad de hemoglobina), presencia de
plaquetas, su agrupacion y distribucion.
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5.3.3.6 Posteriormente, se hace el recuento diferencial de glébulos blancos

en 100 células, para lo cual se debera conocer las diferencias entre
neutrofilos, eosindfilos, linfocitos y monocitos.

Una extension de sangre bien tefiida debe caracterizarse por una
buena diferenciacion de las estructuras subcelulares en los leucocitos,
una coloracion rosada de los hematies y la ausencia de precipitados.
Los defectos mas frecuentes observados en la tincién del frotis san-
guineo son:

Coloracién excesivamente azul, debido a:
< Frotis excesivamente grueso.

< Lavado insuficiente.

% Tincidon muy prolongada.

% Empleo de colorante excesivamente alcalino.

Coloracién con una tonalidad rosada:

°,

% El colorante, el tampdn o el agua de lavado tienen un pH demasia-
do acido.

Presencia de precipitados:

K3

« Obedecen a una accion excesiva del colorante. Esto se puede evi-
tar con la filtracion.
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SECCION 6

HEMOGRAMA-HEMOGLOBINA-HEMATOCRITO

El hemograma de Shilling constituye uno de los examenes de laboratorio mas
usados en el campo de la hematologia. Comprende las siguientes pruebas:

6.1 RECUENTO LEUCOCITARIO

Principio

La sangre anticoagulada se deposita en un liquido que permite evidenciar los
leucocitos, manteniéndolos visibles, mientras que los eritrocitos son

hemolizados. El recuento del numero de leucocitos o gldbulos blancos se ex-
presa por mm? (milimetro cubico).

6.1.1 Equipos

- Microscopio.

- Hemocitémetro (Camara de Neubauer).
Consta de los siguientes elementos:

+ Una lamina portaobjeto gruesa, en el centro se hallan dos superficies
cuadriculadas iguales separadas del resto de la lamina por surcos y dos
barras transversales algo mas elevadas.

+ Una laminilla cubreobjetos dpticamente plana, que, al colocarse sobre
las barras elevadas de la lamina forma una camara entre el cubreobjetos
y la superficie cuadriculada.

La altura entre el cubreobjetos y la lamina portaobjetos es de 0,1 mm.

Cada cuadricula mide 3 mm de lado y se divide en 9 cuadrados grandes.
Cada uno de los cuales mide 1 mm? de superficie, que se subdivide a su
vez en 16 cuadrados medianos. El cuadrado grande central se divide en
25 cuadrados pequefios y cada uno de ellos en 16 cuadraditos. Cada
cuadrado pequefo mide 0,2 mm de lado (0,04 mm? de superficie), y cada
cuadradito mide 0,05 mm de lado (0,0025 mm? de superficie).
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6.1.2 Materiales y reactivos requeridos

6.1.2.1

6.1.2.2
6.1.2.3
6.1.2.4

Pipeta de glébulos blancos (De Thoma) o pipeta automatica (de 0 a 100 mL).
Presenta cerca del extremo superior una marca de 11, inmediatamente
continda una dilatacién (bulbo) que contiene una perla que funciona como
mezcladora, luego sigue el extremo mas largo de la pipeta (tallo) que esta
dividida en 10 partes, con 2 marcas: 1 (parte final del bulbo) y 0,5 (a la mitad
del tallo). Se le acopla a su extremo superior 1 tubo de goma y una bombilla
para aspirar.

Diluyente de glébulos blancos: Solucion de Turk al 1%.
Contador manual (Sélo si fuera necesario).

Papel filtro.

6.1.3 Procedimiento

6.1.3.1

6.1.3.2

6.1.3.3

6.1.3.4

6.1.3.5

6.1.3.6

6.1.3.7

Una vez obtenida la sangre con anticoagulante o sangre capilar del
dedo, se procede a aspirar la sangre con la pipeta de glébulos blan-
cos hasta la marca de 0,5 y a limpiar la punta con papel absorbente.

Introducir la pipeta en el tubo que contenga solucién de Turk y absor-
ber hasta la marca de 11 (no debe haber burbujas).

Tapar ambos extremos y proceder a mezclar manualmente o en un
rotador automatico por 2 6 3 minutos.

Monte la laminilla de vidrio en la camara para recuento que debe estar
limpia y seca.

Agitar la pipeta y descartar las cuatro primeras gotas para luego colo-
car una gota pequefa de esta solucion en la camara.

Deje reposar por espacio de 3 minutos para que las células se sedi-
menten.

Enfocar con objetivo de 10x y contar en 4 cuadrados grandes angula-
res. Cuando se usa la pipeta automatica, se toma 20 mL (0,02 mL) de
sangre total con anticoagulante o sangre capilar con anticoagulante y
se diluye en un tubo que contenga 380 mL de solucion de Turk (aqui
tenemos una dilucién 1:20).
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LECTURA
Pacmus = 1111 111 11110 1) I
[ ~—h _f:
P |l [
== —— i : = ==
IR ? 1 "‘ | ’_
1 1 1
Fig. 13

La lectura se realiza en los campos 1, 3, 7 y 9 como esta indicado en la figura.
Ademas de los leucocitos contados dentro de cada uno de los cuadrantes, se
deben contar todos los leucocitos que se encuentren adheridos en la linea
horizontal superior y vertical exterior, o de lo contrario, todos los leucocitos,
adheridos a la linea horizontal inferior y vertical interior.

6.1.4 Resultados

leucocitos contados en 4 campos
altura x dilucion x area

N2 de leucocitos x mm?

leucocitos contados en 4 campos
1/10 x 1/20 x 4

Reemplazando =

leucocitos contados en 4 campos

4/200
= XA _ e leucocitos contados x 50
4/200
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6.1.5 Valores de referencia

5000 - 10 000 leucocitos / mm?3

6.1.6 Correccion de valores para restar eritrocitos nucleados

Los normoblastos no se destruyen (lisis) en el liquido de dilucién, por lo tanto
pueden observarse al realizar el recuento leucocitario y confundirse con los
leucocitos, de tal manera que se debe emplear la siguiente féormula:

Calculo:
La concentracién del numero de normoblastos (por litro) es:

Numero de normoblatos contados x concentracién o nimero de leucocitos

100 + N2 de normoblastos contados

Ejemplo:

Si se cuentan 50 normoblastos y la concentracién del nimero de leucocitos es
16 x 10%I, la concentracién del nimero de normoblastos sera:

— 90 __ y16=53x10
100 + 50

y la concentracién de leucocitos corregida sera: 16 - 5,3 = 10,7 x 1091

En unidades tradicionales las concentraciones de normoblastos y leucocitos
se expresan por milimetro cubico. En tales unidades el célculo correspon-
diente al ejemplo que se ha dado seria:

— 50 ___ 4 16000 = 5300/ mm?
100 + 50

Recuento corregido de gldbulos blancos o leucocitos = 16 000 - 5300 = 10 700 / mm?

Fuente: Manual de técnicas bdsicas para un laboratorio de salud. OPS, N° 2.
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6.2 RECUENTO DE GLOBULOS ROJOS

Principio

La sangre se diluye en un liquido que nos permite observar claramente los
hematies, luego esta diluciéon se coloca en una camara de Neubauer con la

ayuda de una pipeta automatica o pipeta Pasteur y se cuentan en el microsco-
pio a un objetivo de 40x para calcular el numero de glébulos rojos por mm3.

6.2.1 Equipos
- Microscopio.
- Hemocitometro (camara de Neubauer).

6.2.2 Materiales y reactivos requeridos

6.2.2.1 Pipeta de gldbulos rojos (De Thoma) o pipeta automatica (de 0-100 mL).
Presenta cerca del extremo superior una marca de 101, inmediatamente
continda una dilataciéon (bulbo) que contiene una perla roja mezcladora,
luego sigue el tallo (extremo mas largo), el cual esta dividido en 10 partes
con 2 marcas: 1 acabando el bulbo y 0,5 a la mitad del tallo. Se requiere
igual que el recuento de leucocitos una boquilla para aspirar.

6.2.2.2 Diluyente de glébulos rojos: Cloruro de Sodio al 0,9% (ver anexo).
Diluyente de Hayem (ver anexo).

6.2.2.3 Contador manual (sélo si fuera necesario).

6.2.2.4 Papel filtro.

6.2.3 Procedimiento

6.2.3.1 Mezclar la sangre obtenida con el anticoagulante o tomar sangre capilar.

6.2.3.2 Llenar la pipeta de glébulos rojos con sangre hasta la marca de 0,5
para realizar una dilucién de 1/200, y si se carga hasta 1, la dilucion
sera 1/100. Limpiar la punta con gasa o papel absorbente.

6.2.3.3 Introducir la pipeta en el tubo o frasquito conteniendo diluyente (Hayem)
y llenar de liquido de dilucion hasta la marca de 101.

6.2.3.4 Se coloca en un rotador automatico o se hace rotar manualmente de
2 a 3 minutos.

6.2.3.5 Agitar bien la pipeta y descartar 3 a 4 gotas del tallo, luego colocar una
gota pequefia cerca de un extremo de la cdmara para que por capila-
ridad se llene exactamente.

6.2.3.6 Hacer el recuento con objetivo de 40x.
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6.2.3.7
6.2.3.8

6.2.3.9

Se puede realizar con la pipeta automatica, se toma 20 mL (0,02mL)
de sangre total con anticoagulante, o sangre capilar y se deposita en
un tubo de 12 x 75 que contenga 4 mL de solucion de Hayem (aqui se
tiene una dilucién de 1:200). Se deja reposar aproximadamente 5
minutos y se procede a cargar la camara con la misma pipeta usando
un nuevo tip. El inconveniente aqui es el gasto de reactivo (4 mL) pero
las medidas son mas exactas.

Dejar en reposo por 3 minutos.

Enfocar la cuadricula a 10x, luego con el objetivo de 40x contar sobre
el cuadrado grande central de la camara solo en 5 cuadrados peque-
nos: uno central y cuatro angulares (80 cuadraditos en total).

En el recuento se incluyen las células que cubren o tocan por dentro
o por fuera las lineas limitantes superior e izquierda en el cuadrado
pequefio de recuento y no se consideran los correspondientes a los
limites inferior y derecho.Se hace el recuento en los puntos ABCD y E
y se sigue los mismos parametros del recuento de leucocitos.

LECTURA

CAMARA DE NEUBAUER

-

\L_-"

3 Acercamiento de la cuadricula
para el conteo de eritrocitos.

Fig. 14
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6.2.4 Resultados

N2 de hematies x mm?3

Reemplazando

_ hematies contados en 5 cuadrados pequefios
altura x dilucion X area

hematies contados en 5 cuadrados pequeios
1/10 x 1/200 x 1/5

hematies contados en 5 cuadrados pequeios
1/10 000

= hematies contados x 10 000

6.2.5 Valores de referencia

(Unidades tradicionales millones de células/mm3).

Hombres
Mujeres

Nifos (4 anos)

4 500 000 - 5 500 000
4 000 000 - 5 000 000
4 200 000 - 5 200 000

Lactantes (1 - 6 meses) 3 800 000 - 5 200 000

Recién nacidos

5 000 000 - 6 000 000

Fuente: Manual de técnicas basicas para un laboratorio de salud. OPS, N° 2.

6.3 DETERMINACION DEL VOLUMEN GLOBULAR (Hematocrito)

Mide la fraccién que comprende a los glébulos rojos (masa globular), respec-
to al volumen total de la muestra de sangre venosa o capilar. Puede expresar-
se en porcentaje o como valor decimal.
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Hto = altura de la columna de glébulos rojos
altura de la columna de sangre total

(gldbulos rojos mas plasma)

6.3.1 Método de Wintrobe

Materiales requeridos:

- Tubo de Wintrobe graduado de 0 - 100 mm.
- Pipetas Pasteur o pipetas de transferencia.
- Tapd6n de goma.

Procedimiento:

¢ Llenar la sangre extraida con anticoagulante con una pipeta pasteur, co-
menzando desde el fondo hasta la marca superior de 100 mm, teniendo
cuidado de no provocar espuma.

¢ Tapar el tubo con un tapén de goma para evitar la evaporacion.
¢ Centrifugar a 3000 rpm por 30 minutos.
Resultados (lectura):

Del tubo graduado se mide directamente el nivel de la columna de gldbulos
rojos.

Valores de referencia:
Hombres : 40% - 54%
Mujeres : 38% - 48%

Fuente: Manual de técnicas bdsicas para un laboratorio de salud. OPS, N° 2.

6.3.2 Método de microhematocrito
Materiales requeridos:
- Capilares rojos y azules (75 mm x 1,5 mm).

- Plastilina.
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Procedimiento:

L4

L2

Tomar la muestra en capilares rojos heparinizados directamente del pul-
pejo del dedo, o utilizar capilares azules sin heparina para sangre venosa
con anticoagulante de Wintrobe o EDTA. Debe llenarse aproximadamente
70% - 80% del capilar.

Ocluir (tapar) un extremo del capilar con plastilina.

Colocar el capilar sobre la plataforma del cabezal de una centrifuga de
microhematocrito, con el extremo ocluido adherido al reborde externo de la
plataforma.

Centrifugar por 5 minutos entre 10 000 - 12 000 rpm.

Resultados (lectura)

La lectura se realiza con una escala estandarizada que expenden en el comercio.

Uso de la escala:

L

Sostenga el tubo frente a la escala de manera que el fondo de la columna
de eritrocitos (no el extremo inferior del tubo) quede exactamente al mismo
nivel de la linea horizontal correspondiente al cero.

Desplace el tubo a través de la escala hasta que la linea marcada con el
numero 1,0 quede al nivel del tope de la columna de plasma. Vigile que el
fondo de la columna de eritrocitos continde sobre la linea cero. El tubo
debe encontrarse completamente en posicion vertical.

La linea que pase al nivel del tope de la columna de eritrocitos indicara la
fraccién de volumen de éstos.

Valores de referencia:

Hombres 40% - 50%
Mujeres 38% - 44%
Ninos (5 afios) 38% - 44%
Lactantes (3 meses) 37% - 42%
Recién nacidos 50% - 58%
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La disposicion celular es:

» Parte superior, una columna de plasma.

_;;’ » En la interfase estan los leucocitos y
c.n/c;a plaquetas.
» Parte inferior esta la columna de
Fig. 15 eritrocitos (Fig. 15).

Fuente: Manual de técnicas bdsicas para un laboratorio de salud. OPS, N° 2.

6.4 DOSAJE DE HEMOGLOBINA

Principio

La sangre se diluye en liquido de Drabkin, el cual hemoliza los hematies y
convierte la hemoglobina en cianometahemoglobina (cianuro de hemiglobina).
La solucién que se produce se lee por medio de un espectrofotdmetro o

fotocolorimetro. Su grado de absorbancia es proporcional a la cantidad de
hemoglobina que contenga la sangre.

6.4.1 Materiales y reactivos
6.4.1.1 Un colorimetro fotoeléctrico o un espectrofotémetro.
6.4.1.2 Pipetas:

¢ Una pipeta para sangre (pipeta de Sahli) graduada hasta 0,02 mL, con
tubo de goma y boquilla.

¢ Una pipeta de vidrio graduada de 5 mL.
6.4.1.3 Tubos de ensayo.
6.4.1.4 Reactivo de Drabkin para dilucion.

Este reactivo se puede adquirir en tabletas o polvos para disolver en 1
litro de agua destilada. Si se dispone de una balanza analitica la pre-
paracion se puede hacer en el laboratorio. Esta solucidon se puede
conservar durante un mes en un frasco de vidrio oscuro. Deséchese si
se enturbia.
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El liquido de Drabkin no debe enfriarse demasiado, pues puede cau-
sar una decoloraciéon con reduccion del ferrocianuro.

Referencia para cianometahemoglobina (estandarizada):

Esta solucién se puede adquirir en el comercio o en un laboratorio de
referencia.

En las soluciones de referencia comerciales casi siempre indica la
concentracion en miligramos por 100 mL (generalmente en mg%).

Se preparan diluciones con reactivo de Drabkin de tal manera que los
patrones contengan concentraciones de 60 mg, 40 mg, 20 mg de CNHi.

Leer los tubos en absorbancia con filtro verde a 540 nm, llevando el
fotdmetro a cero con el reactivo de Drabkin.

Para calcular la concentracion de hemoglobina en cada tubo, realizar
el siguiente calculo:

Hb en g/100 mL P__x D

1000

= Concentracion del patrén.
D = Dilucién de la muestra de sangre,

que es 251 veces.

Para una concentracion de patréon de :
60 mg 15 g/100 mL
40 mg 10 g/100 mL
20 mg 5¢g/100 mL

Luego graficar una curva patrdn colocando en el eje de las ordenadas
las lecturas en absorbancia y en la abcisa la concentracién de hemo-
globina en g/100 mL.

6.4.2 Calibracion del colorimetro

Antes de usar el colorimetro para calcular la hemoglobina se debe elaborar
una curva de calibracién. Con esta curva se puede preparar un grafico y un
cuadro de valores de hemoglobina.
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6.4.3 Procedimiento

6.4.3.1 En un tubo de 13 x 100 colocar exactamente 5 mL de reactivo de
Drabkin.

6.4.3.2 La sangre que puede utilizarse es de puncion del dedo (sangre capi-
lar) o de sangre venosa recién extraida.

6.4.3.3 Con una pipeta automatica o pipeta de Salhi se toma exactamente
0,02 mL (20 mL) de sangre total, limpiar luego la punta de la pipeta y
se vierte en el tubo que contenga reactivo de Drabkin. Se enjuaga 3
veces y se mezcla.

6.4.3.4 Dejar en reposo por espacio de 5 a 15 minutos.

6.4.3.5 Leer en absorbancia con filtro verde a 540 nm llevando a cero el foto-
metro con agua destilada / Drabkin.

6.4.4 Resultados

La lectura en absorbancia del problema debe ser comparada en la curva
patron para encontrar a que concentracion de hemoglobina corresponde ex-
presandose en g/100 mL.

6.4.5 Valores de referencia:

Nifios al nacer 13,6 - 19,6 g/dL
Ninos de 1 ano 11,3- 13,0 g/dL
Ninos de 10 -12 afnos 11,5- 14,8 g/dL
Mujeres 11,5- 16,5 g/dL
Hombres 14,0 - 18,0 g/dL

Fuente: Manual de técnicas bdsicas para un laboratorio de salud. OPS, N° 2.

6.5 FROTIS DE SANGRE PERIFERICA
Se debe considerar lo siguiente:
6.5.1 Calidad del frotis

Debe abarcar 80% de la lamina con cabeza, cuerpo y cola. Extensiones grue-
sas dificultan la visualizacién e identificacién celular, mientras que las delga-
das originan una distribucién anormal de los elementos.
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6.5.2 Eritrocitos

Se estudia su tamano, forma, color y si existen inclusiones o elementos extra-
flos como se vera mas adelante.

6.5.3 Plaquetas

Estudiar tanto cualitativa como cuantitativamente, debiendo observarse de 3 a
10 plaquetas aproximadamente por 100 glébulos rojos o varias plaquetas y
grupos ocasionales por campo. Visto con objetivo de inmersién, no debe exis-
tir menos de una plaqueta por campo.

6.6 FORMULA LEUCOCITARIA

La férmula leucocitaria tiene por objetivo determinar los porcentajes de las
distintas clases de leucocitos normales y anormales en la sangre. A partir de
los porcentajes puede incluso calcularse el numero real de cada clase de
leucocitos por mm?® de sangre (valor absoluto), conociéndose el total de
leucocitos.

Por ejemplo:

Si se tiene 60% de neutrdfilos segmentados y el recuento total de leucocitos
total es de 20 000, entonces la cifra absoluta de neutréfilos segmentados seria:

60/100 x 20 000 = 12 000 (valor absoluto)

Valores de referencia absolutos de neutréfilos segmentados = 3000 - 5000

Conclusidén: Los valores relativos sélo nos sirven cuando los valores totales
de leucocitos se encuentran dentro del valor normal. En caso contrario
(leucocitosis o leucopenia) se debe emplear la férmula para obtener el valor
real, y asi determinar que elemento celular se encuentra fuera del rango nor-
mal, sea elevado o disminuido.

6.6.1 Procedimiento

6.6.1.1 Se examina la lamina a pequefo aumento para comprobar si los
elementos celulares estan bien distribuidos.

6.6.1.2 Si es favorable se examina con el objetivo de inmersion. La parte ideal
para visualizar células para la férmula leucocitaria es en la parte final
del cuerpo y comienzos de la cola, recorriendo la lamina de izquierda
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a derecha o de arriba hacia abajo hasta contar 100 leucocitos inclui-
dos los agranulocitos y granulocitos. Aqui no se incluyen los elemen-
tos inmaduros de sangre roja.

6.6.1.3 A medida que se va contando, se va anotando el nimero de cada una
de las clases de glébulos blancos observados.

6.6.1.4 Se determina luego los porcentajes de cada uno de ellos para luego
comparar con los porcentajes normales.

6.6.1.5 Si se tiene en el recuento de leucocitos valores por encima de 10 000
y por debajo de 5000 se debe repetir el recuento.

6.6.2 Valores de referencia

LEUCOCITOS VALORES RELATIVOS (%) VALORES ABSOLUTOS (%)
Neutrdfilos segmentados 55-65 3000-5000
Neutrdfilos abastonados 3-5 150-400
Eosindfilos 0,5-4,0 20-350
Basdfilos 0-0,5 10-60
Monocitos 4-8 100-500
Linfocitos 25-35 1500-4000

Fuente: Manual de técnicas bdsicas para un laboratorio de salud. OPS, N° 2.
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SECCION 7

VELOCIDAD DE SEDIMENTACION

La velocidad de sedimentacion es un examen hematolégico que no esta in-
cluido en el desarrollo de un hemograma; sin embargo, es una prueba muy
importante por su gran sensibilidad, pues resulta normal en las enfermeda-
des funcionales, asi como en los procesos inactivos o estrictamente locales.

7.1 METODO DE WESTERGREN
Fundamento

Este examen mide la tendencia de los eritrocitos a sedimentar, al colocar sangre
anticoagulada en un tubo en posicion vertical. Se lee macroscépicamente la
columna de plasma al cabo de una hora de reposo.

Materiales

- Tubos de Westergren.

- Soporte para tubos de Westergren.
Procedimiento

En un tubo que contiene 0,5 ml de anticoagulante citrato de sodio al 3,8% se
extrae sangre venosa, se mezcla mediante movimientos rotatorios sobre una
superficie lisa.

Se vierte mediante una pipeta Pasteur o una jeringa de metal en el tubo de
Westergren, el cual tiene una graduacion de 0 a 200 mm de arriba hacia abajo
y presenta ambos extremos abiertos.

La sangre debe llenarse hasta la marca cero, se coloca en posicion vertical
sobre una gradilla especial que obtura ambos extremos.

7.1.2 Resultados

Medir los milimetros descendidos de glébulos rojos mediante la columna de
plasma por encima del paquete globular.

7.1.3 Valores de referencia

Hombres : 1 - 10 mm de altura/hora
Mujeres : 3 - 14 mm de altura/hora
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7.2 METODO DE WINTROBE
Fundamento

Al igual que el método de Westergren, este método mide la tendencia de los
eritrocitos a la sedimentacion al colocar sangre anticoagulada en un tubo
pequefno. Se lee la columna de plasma al cabo de una hora de reposo.

7.2.1 Procedimiento
El mismo que para el método de Westergren.
7.2.3 Resultados

Medir los milimetros descendidos de glébulos rojos mediante la columna de
plasma por encima del paquete globular.

7.2.4 Valores de referencia
Hombres : 0 - 5 mm/hora

Mujeres : 0 - 10 mm/hora

Fuente: Manual de técnicas bdsicas para un laboratorio de salud. OPS, N° 2.
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SECCION 8

PERFIL DE HEMOSTASIA

8.1 PRINCIPIOS GENERALES

Cuando se realizan pruebas de hemostasia se debe considerar los cuidados
comunes a toda prueba de laboratorio. Entre estos tenemos:

8.1.1

8.1.2

Uso de anticoagulantes indicados: EIl tipo y la proporcién del
anticoagulante deben ser evaluados para cada muestra.

Luego de centrifugar la sangre, el plasma obtenido es activado por
contacto con el vidrio. Esto puede alterar algunas pruebas, por ello se
sugiere usar recipientes de superficies “no humedecibles®, como el
plastico o el vidrio siliconizado.

El material debe estar escrupulosamente lavado, ya que residuos de
proteinas pueden contener sustancias tromboplasticas.

El material de vidrio debe lavarse tres veces con detergente y luego ser
puesto en mezcla sulfocromica por lo menos durante seis horas, luego
debe enjuagarse con agua destilada varias veces.

Las pruebas deben realizarse lo antes posible y, si hay demora, las
muestras se podran en congelacion a 4 °C.

Las pruebas se realizan siempre en duplicado y usando controles. Las
muestras controles seran obtenidas usando la misma técnica emplea-
da para obtener las muestras problema (pool/ de plasmas) o en forma
comercial.

8.2 MECANISMO DE COAGULACION

Didacticamente podemos dividir el mecanismo de activacion de la coagula-
cion en tres etapas:

8.2.1

8.2.2

8.2.3

La generacion de la tromboplastina o activador de la protrombina (pri-
mera fase de la coagulacién sanguinea).

La generacién de la trombina (segunda fase de la coagulacién san-
guinea).

La formacién de la fibrina (tercera fase de la coagulacion sanguinea).
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8.3 EXPLORACION DE LA COAGULACION
INTRODUCCION

La exploracion global de la coagulacién sanguinea puede realizarse mediante
varias pruebas que miden el tiempo que tarda en coagular la sangre o el
plasma. No sirve para el diagndstico del déficit de un factor en particular, pero
suministra una idea general sobre el estado de la via intrinseca y de la via
comun.

Para ello existe un conjunto de principios elementales y comunes a todas las
técnicas que es preciso conocer para evitar errores en las determinaciones.

8.3.1 Limpieza del material de vidrio

Las pipetas y los tubos de hemdlisis deben estar muy limpios. Los restos de
detergente o de plasma influyen sensiblemente en el analisis.

8.3.2 Disolucion y conservacion de los reactivos

Para disolver los reactivos debe emplearse agua bidestilada procurando no
agitar (evitar la formacién de espuma y burbujas). Cuando se emplee plasma
control, el tiempo indicado por las diferentes firmas comerciales debe ser
respetado.

Los reactivos que deben conservarse a unos 4 °C se guardaran en la nevera.
Si existe algun tiempo de caducidad, éste viene siempre indicado en el lote
correspondiente. Asimismo, la estabilidad de los reactivos una vez disueltos
esta indicada en cada una de las correspondientes metodologias de trabajo.
Antes de su empleo, los reactivos deben estabilizarse a la temperatura indica-
da en la normativa correspondiente.

8.4 OBTENCION DEL PLASMA

A una parte de citrato trisddico estéril 0,1 mol/L se le afiade nueve partes de
sangre (1/10). La puncion debe ser directa en la vena. No debe aspirarse
violentamente para evitar la formacién de espuma y con ello la existencia de un
cierto grado de hemdlisis, lo que haria inservible el plasma para la realizacion
de las diferentes pruebas.

Una vez extraida la sangre, se centrifuga durante 15 minutos a 3500 rpm. EIl
plasma sobrenadante se trasvasa cuidadosamente a otro tubo de hemdlisis
y puede conservarse hasta cuatro horas a 4 °C antes de su utilizacion.
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8.4.1 Tiempo de incubacién

El tiempo de incubacién del plasma con los reactivos correspondientes debe
ser muy exacto y la temperatura siempre a 37 °C. Cuando no se empleen
métodos automatizados, el tiempo se medira mediante un crondémetro, el cual
debe dispararse simultaneamente con la adicion del reactivo y pararse en el
instante en que se inicia la coagulacion.

8.4.2 Causas de error

8.4.2.1 En la obtencion del plasma

Estasis venosa prolongada. Favorece la fibrindlisis local.
Puncién venosa inadecuada.

Dilucion errénea del plasma. Proporcion de sangre-anticoagulante inexac-
ta. Esta proporcion (una parte de citrato trisédico + nueve partes de sangre)
debe mantenerse con toda exactitud.

Tiempo de centrifugacion inadecuado.
Presencia de hemdlisis en el plasma.

Conservacion prolongada del plasma antes de realizar la prueba. Ello con-
duce a un descenso de la actividad de los factores labiles (V y VIII) y, por
tanto, el plasma debe ser analizado dentro de las dos o cuatro horas de
practicada la extraccion.

8.4.2.2 En larealizacion de la técnica

Errores de pipeteo.

Empleo de los reactivos inadecuados o caducados.
Empleo de los reactivos mal preparados.

Empleo de una temperatura inadecuada.

Tiempos de incubacion inexactos.

Empleo de agua no destilada.

Método de exploracion in vivo

8.5 TIEMPO DE SANGRIA: Método de Ivy.

Método de Duke.
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8.5.1 Método de lvy

Principio

Mediante esta prueba se estudia la adhesién de las plaquetas al endotelio
vascular y su capacidad para formar el trombo plaquetario que detiene la

hemorragia a nivel de un vaso de pequefo calibre. Consiste, por tanto, en
realizar una pequefa herida y medir el tiempo que tarde en dejar de sangrar.

Materiales
¢ Esfingomandémetro o tensiémetro de mercurio.
¢ Lanceta (dispositivo descartable estandarizado para tiempo de sangria).

Crondémetro.

* o

Papel Wathman N¢ 1, cortado en circulos.
¢ Vendita compresiva.

¢ Algodon y alcohol.

Técnica

+ Exponer el antebrazo del paciente y escojer una zona libre de vénulas,
hematomas, heridas y otros. Si el paciente tiene marcada cantidad de
vellos, afeite la zona.

¢ Limpie con alcohol la zona escogida.
¢ Coloque el tensidmetro en el brazo del paciente y regulelo a 40 mm Hg.

+ Se extrae la lanceta de su reservorio estéril y se quita el seguro. No deben
pasar mas de 30 a 60 segundos entre la inflada del tensiémetro y la pro-
duccioén de la incision.

+ Se presiona el disparador al mismo tiempo que el cronémetro y un segun-
do después retire el dispositivo.

¢ Cada 30 segundos secar con el papel de filtro, no tocar los bordes de la
incision para no interferir con el tapdn plaquetario. Se anota el tiempo que
tarda en cesar la hemorragia, o que corresponde al tiempo de sangria.

Interpretacion del resultado

El valor normal del tiempo de sangria segun esta metodologia es de 2 a 8
minutos, por lo que los valores superiores a 10 minutos pueden ser ya consi-
derados patolégicos. Cuando el tiempo se alarga mas de 20 minutos, puede
detenerse la hemorragia aplicando sobre la herida una compresa de algodon
0 gasa estéril si es muy profunda.
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Limitaciones

+ Si existe trombocitopenia menor de 50 000/mm? el tiempo debe ser prolon-
gado.

¢ Debe tenerse cuidado de que el paciente no haya ingerido medicamentos
que interfieran la funcidon plaquetaria, como aspirina u otros, hasta 7 a 8
dias antes de la prueba.

Interpretacion

El tiempo de sangria por este método es la mejor valoracion de la funcion
plaquetaria. La prolongacién del tiempo en esta prueba se encuentra en
trombocitopenias o las enfermedades de alteracién funcional de las plaquetas,
como son la enfermedad de Von Willebrand, la tromboastenia de Glasmann,
el Sindrome de Bernard-Soulier, la enfermedad de Storage Pool y otras. Mide
in vivo la adhesion, la agregacion y la liberacion plaquetaria como respuesta
del organismo a la lesion vascular.

Al realizar esta prueba, debe tenerse siempre en cuenta que la ingesta previa
de acido acetilsalicilico puede alterar los resultados.

8.5.2 Método de Duke

Con una lanceta se hace una pequeia incisién en el I6bulo de la oreja. La
sangre fluye por esta incision y se mide el tiempo que transcurre hasta que se
detiene el sangrado.

Este ensayo se lleva a cabo:

» Para diagnosticar ciertos padecimientos hemorragicos.
» Antes de realizar operaciones quirurgicas.

» Antes de efectuar una puncion en el higado o el bazo.
Materiales

¢ Una lanceta estéril.

s Eter.

¢ Filtro de papel (o papel secante).

¢ Si es posible, un cronémetro o, en su lugar, un reloj con segundero.
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2

(O

Fig. 1

Método 2. Haga la incision en el I6bulo de

la oreja con cierta profundidad,

1. Limpie con suavidad el I6bulo al mismo tiempo cronometrar.

de la oreja utilizando una pieza La sangre debera fluir libremen-

de algoddén embebida en éter. te sin que se necesite exprimir
No frote. Déjese secar (Fig. 2). el I6bulo de la oreja (Fig. 3).

3. Después de 30 segundos. Reco- 4. Espere otros 30 segundos y reco-
jala primera gota de sangre en una ja la segunda gota de sangre con
esquina del papel secante. No to- el papel secante, un poco mas
que la piel con el papel (Fig. 4). adelante de la primera (Fig. 5).
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5. Cuando las gotas de sangre de-
jen de fluir, detener el crondme-
tro (o anote el tiempo transcurri-
do segun el reloj, o contar el nu-
mero de gotas recogidas en el
papel secante y multiplicarlo por
30 segundos) (Fig. 6).

Resultados

Comunique el tiempo de sangrado redondeandolo al medio minuto mas
cercano.

Observaciones

Si el tiempo de sangrado se prolonga examine una extension de sangre
tefiida segun el método de Romanowski para observar si las plaquetas
son escasas.

Interpretacion del resultado

El valor de referencia del tiempo de sangria segun este método es de 1 a 4
segundos.

8.6 TIEMPO DE COAGULACION DE SANGRE TOTAL (TCST): Método de Lee-
White

Principio

Se observa la formacion del coagulo en tubos de vidrio en condiciones
estandarizadas; esta prueba mide el mecanismo intrinseco de la coagulacion.
Materiales (Fig. 1)

+ Un bafo maria a 37 °C, o un matraz al vacio, con agua a la misma tempe-
ratura.

+ Dos tubos de ensayo limpios, de 10 x 75 mm, del mismo calibre, marca-
dos en el nivel de 1 mL.

¢ Un cronémetro.

¢ Utensilios y materiales para puncion venosa.
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Fig. 1

Método

1. Mediante una jeringa de material
plastico extraiga poco mas de 3 mL
de sangre venosa, puncione la
vena rapidamente, de la manera
adecuada. Cronometrar el tiempo
desde el momento que la sangre
entre a la jeringa (Fig. 2).

2. Llenar cada uno de los tubos de
ensayo con 1 mL de sangre. Ta- £ —4€:
ponar con parafilm. Colocar en |~ 777 TRS ~
bafio maria a 37 °C (Fig. 3). ——d
— — - TN
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3. Después de 3 a 5 minutos sa- 4. Examine el segundo tubo inme-
car el primer tubo del bafio ma- diatamente después que haya
ria. Inclinar hacia un plano de 902 coagulado la sangre del prime-
en rotacion a intervalos de 30 se- ro, o que por lo general es in-
gundos hasta que la sangre mediato. Cronometrar. Se notifi-
coagule (la sangre no fluye cuan- ca como tiempo de coagulacién
do el tubo esta en posicion hori- la media de los dos tubos.

zontal) (Fig. 4).

s w —%

Resultados
El tiempo normal de coagulacion en tubo es de 5 a 15 minutos a 37 °C.
Interpretacion

+ El tiempo de coagulacion esta prolongado cuando hay severa deficiencia
de todos los factores de coagulacion, excepto en la trombocitopenia y
deficiencia de factor VII o XIIl. También esta prolongado en presencia de
heparina o anticoagulantes circulantes endégenos. Un tiempo de coagu-
lacion normal no excluye un desorden de la hemostasia.

¢ Es una prueba muy poco dolorosa y es prolongada apenas cuando la
deficiencia es severa.

+ El factor deficiente puede estar a 5% de lo normal sin afectar la prueba.
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8.7 TIEMPO DE TROMBOPLASTINA PARCIAL ACTIVADA (PTTK)
Principio
Esta prueba mide la fase intrinseca de la coagulacién, en presencia de una

“tromboplastina parcial” (cefalina), la cual sustituye la accion del factor
plaquetario tres. Se obtiene maximo efecto de contacto por la adicién del kaolin.

Materiales:

¢ Plasma citratato del paciente.

¢ Plasma citratado control.

¢ Cefalina kaolin (comercial).

¢ Cloruro de calcio 0,025 M.

¢ Pipetas automaticas de 0,1 mL.

¢ Crondmetro.

Método:

+ Precalentar el cloruro de calcio a 37 °C en bafio maria por 5 minutos.

¢ Enuntubo de 12 x 75 mm a 37 °C, afadir 0,1 mL de plasma y 0,1 mL de la
solucion de cefalina kaolin previamente agitada. Accionar el cronémetro.
Agitar. Incubar a 37 °C por 10 minutos.

¢ Anadir 0,1 mL de cloruro de calcio (Ca Cl,). Accionar el segundo cronéme-
tro. Agitar los tubos suavemente a intervalos de 10 segundos, hasta 30
segundos, y agitar rapidamente hasta la formacién del coagulo. Anotar el
tiempo.

¢ Estudiar el plasma del paciente y control por duplicado. Varias pruebas
pueden ser realizadas simultaneamente a intervalos de dos minutos.

Resultados
Se anota el tiempo que tarda en coagular.
Interpretacion

El PTTK es una prueba importante de despistaje, detectando las deficiencias
mas insignificantes (debajo de 25% de los niveles normales) de los factores
XIl, XI, 1X, VI, X, V. Esta prueba es mucho mas sensible que el TCST para la
deteccion de estas deficiencias. Su utilidad mas importante es en la deteccion
de las deficiencias congénitas de los factores VIl y IX. No detecta deficiencias
del factor plaquetario tres y factores VIl y Xlll. Esta prueba esta alargada tam-
bién en presencia de heparina.
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Valores de referencia
De 30 a 45 segundos.
Observacion

En el mercado existen varios preparados comerciales. Si se utiliza cualquiera
de estos preparados, seguir estrictamente las indicaciones del fabricante.

8.8 TIEMPO DE TROMBINA
Principio
Mide el tiempo durante el cual el fibrinégeno presente en el plasma se trans-

forma en fibrina por la adicion de una cantidad estandarizada de trombina.
Explora la ultima fase de la coagulacion con excepcion del factor XIII.

Material

¢ Plasma citratato del paciente.

+ Plasma citratado control.

¢ Trombina en solucién salina 0,9% diluir con 6 mL.

¢ Crondmetro.

Método

¢ Colocar en un tubo de 12 x 75 mm en bafio maria a 37 °C 0,2 mL de plasma.
¢ Incubar un (1) minuto.

+ Anadir 0,1 mL de trombina y poner en marcha el cronémetro.

¢ Medir el tiempo de coagulacién.

+ Hacer igual con plasma control normal (ambos por duplicado).
Resultados

Se anota el tiempo que tarda en coagular.

Interpretacion

Son causas comunes de prolongacion del tiempo de trombina: presencia de
heparina o aumento de los productos de degradacién del fibrindgeno/fibrina,
hipofibrinogenemia, disfibrinogenemia o presencia de una paraproteina que
interfiera con la polimerizacion del fibrinogeno.
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Valores de referencia
De19 + 2 segundos.

En los casos en que se desea demostrar si existe exceso de heparina se
realiza el tiempo de trombina con adicién de sulfato de protamina.

8.9 TIEMPO DE PROTROMBINA (Prueba de Quick)

Principio

Mide el tiempo que tarda en coagular una muestra de plasma, desprovisto de
plaquetas y anticoagulado con citrato sdédico, al ponerlo en contacto con una

suspension de tromboplastina calcica (sustituto de la tromboplastina tisular
fisioldgica). El resultado se da en porcentaje referido al de un plasma testigo.

Segun la relacion:

INR = R
Tiempo de Quick muestra
Tiempo de Quick testigo

En la que R

La prueba de Quick también se conoce con el nombre de tiempo de
protrombina, explora la via extrinseca y comun de la coagulacion en las que
intervienen los factores | (fibrindgeno), Il (protrombina), V, VIl 'y X.

Es una prueba de gran interés y muy utilizada con fines de screening, diagnds-
tico y control del tratamiento con anticoagulantes orales.

Materiales

¢ Plasma citratado del paciente.
¢ Plasma normal de control.

¢ Pipetas de 0,1 mLy 0,2 mL.

¢ Crondmetro.

Método

+ El tubo conteniendo la tromboplastina calcica (Ortho) debe ser incubado a
37 °C (dependiendo del volumen 5 a 10 minutos).
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¢ En un tubo de 10 x 75 mm afadir 0,1 mL de plasma del paciente.

¢ Incubar a 37 °C por 1 6 2 minutos.

+ Anadir 0,2 mL de tromboplastina previamente calentada en el tubo con el
plasma del paciente; simultdneamente, disparar el cronémetro. Mover el
tubo para mezclar los reactivos. Dejar el tubo en reposo a 37 °C por aproxi-
madamente 8 6 10 segundos.

¢ Remover el tubo del bafio maria y mover el tubo por inclinacion hasta que
el coagulo se forme. Anotar el tiempo.

¢ Repetir duplicado del paciente y control.

Resultados

Se anota el tiempo que tarda en coagular.

Interpretacion

El tiempo de protrombina es expresado en segundos con el valor del control
(cada cual es la media de pruebas duplicadas). El valor del control (y paciente)
depende de la tromboplastina y de la concentracion del citrato y hematocrito.
Un tiempo de protrombina prolongado indica deficiencia de los factores Il, V,
VIl o X también est4 prolongado en la hipofibrinogenemia y heparinemia.

El tiempo de protrombina es utilizado como una prueba de despistaje y tam-
bién como control para pacientes anticoagulados con drogas antagonistas de
la vitamina K.

Valores de referencia

12 a 14 segundos.
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SECCION9

RECUENTO DE RETICULOCITOS Y PLAQUETAS

9.1 RECUENTO DE RETICULOCITOS

Los reticulocitos son glébulos rojos inmaduros formados por ARN y
protoporfirina en el citoplasma.

Fundamento

Los reticulocitos contienen una fina red de ARN y protoporfirina que se puede
tefir con el azul de cresil brillante. Este colorante en combinacion con una
misma cantidad de sangre anticoagulada se mezcla y con la ayuda de la
temperatura (bafio maria) se produce la coloracion de estos eritrocitos jove-
nes visualizandose en los frotices sanguineos por microscopia.

Materiales

¢ Laminas portaobjetos.

¢ Tubos de ensayos de 12 x 75 mm.

¢ Embudo.

¢ Filtro de papel.

¢ Pipetas Pasteur con chupones.

¢ Contador manual (no imprescindible).

+ Solucién saturada de azul de cresil brillante (filirada).

Procedimiento
¢+ En el tubo de ensayo colocar dos gotas de sangre total con anticoagulante.

¢ Inmediatamente adicionar con la ayuda de una pipeta Pasteur la misma
cantidad de colorante.

¢ Mezclar la solucion.
# Se coloca luego en bafio maria por espacio de 10 a 15 minutos.
¢ Se realizan frotices sanguineos.

+ Se lee con objetivo de 100x.
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Resultados

Examine por lo menos 100 eritrocitos con el objetivo de inmersion. Cuente
cuidadosamente:

+ Cantidad total de glébulos rojos.

+ Numero total de reticulocitos que haya entre ellos.

El recuento se ha venido haciendo clasicamente de forma manual mediante la
observacion en el microscopio optico. El resultado se da en porcentaje sobre
cada 100 hematies. Es mas util calcular el numero de reticulocitos por litro,
mediante la férmula:

% reticulocitos x numero hematies/L
100

Reticulocitos/L

Observacion

En la actualidad existe la posibilidad de hacer el recuento rutinario de forma
automatica, mediante aparatos especificamente disefiados al respecto, bien
a través de adaptaciones de los clasicos autoanalizadores para hemogramas.
En estos casos se puede conocer, ademas, las distintas proporciones de
reticulocitos segun su grado de maduracion, su volumen medio y el indice de
maduracion.

Valores de referencia
Adultos 0,5 -1,5%
Al nacer 2,5 -6,0%
Causas de aumento

El numero de reticulocitos aumenta en todas las circunstancias en las que
existe un incremento de la eritropoyesis, tales como en la hemdlisis, como
respuesta a sangrados o tras el inicio de un tratamiento antianémico que ha
resultado eficaz.

Causas de disminucion

Como la produccion de reticulocitos es necesaria para compensar las pérdi-
das fisioldgicas de gldbulos rojos maduros, una disminucion de su numero
es la expresion de un estado arregenerativo o hiporregenerativo de la serie
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roja. Esta circunstancia es tipica de anemias aplasicas, anemias carenciales
y enfermedades inflamatorias y neoplasicas.

9.2 RECUENTO DE PLAQUETAS
Principio
El recuento de plaquetas se realiza directamente en un microscopio de con-

traste de fases, previa lisis de los hematies, o también se puede observar en
un microscopio convencional.

Recuento en camara

Materiales

¢ Hemocitometro o camara de Neubauer.

¢ Solucidn de procaina (Anexo A).

¢ Pipetas automaticas de 100 a 1000 mL y 0 a 100 mL.
¢ Camara humeda.

¢ Tubos de plastico de 12 x 75.

¢ Microscopio convencional.

Método

¢ Mezclar bien la muestra de sangre obtenida con EDTA.

¢ Hacer una dilucién de 20 uL de sangre total con 380 uL de solucion de
procaina en un tubo de plastico de 12 x 75 (dilucién 1/20).

¢ Dejar en reposo por 15 minutos en una gradilla.
¢ De esta dilucién, llenar en camara de Neubauer.
¢ Dejar en reposo por 15 minutos en camara humeda.

+ Enfocar con objetivo de 45x y contar las plaquetas en el reticulo central de
1 mm? cuadrado.

¢ Calcular el numero total de plaquetas segun la férmula que se lee a conti-
nuacion:

Resultados

Se aplica la siguiente férmula:
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N2 de plaquetas x mm? _ plaguetas contadas en 5 cuadrados pequenos
altura x dilucion x area

Reemplazando _ plaguetas contadas en 5 cuadrados pequefios
1/10 x 1/20 x 1/5

plaguetas contadas en 5 cuadrados pequenos
1/1000

plagquetas contadas x 1000

Valores de referencia
150 000 - 450 000 plaquetas/mm?3
Recuento en lamina

Se cuentan 10 campos con objetivo de 100x y se multiplica por 1000 que es la
férmula convencional para recuento de plaquetas.

Valores de referencia
150 000 - 450 000 plaquetas/mm?3
Causas de aumento (trombocitosis)

+ La trombocitosis puede ser secundaria a un estimulo medular inespecifi-
co (posthemorragica o tras una crisis hemolitica), paraneoplasica o
posquirurgica. Es especialmente importante la que se produce tras la
esplenectomia.

¢ La trombocitopenia esencial aislada es muy rara, pero puede aparecer
asociada a trastornos mieloproliferativos. En estos casos, las plaquetas
pueden ser funcionalmente inoperantes y cursar, paraddjicamente, con
hemorragias.
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Causas de disminucién (Trombopenia)

¢ Es fundamental descartar que no se haya producido un error de lectura
como consecuencia de una agregacion parcial de las plaquetas en la mues-
tra estudiada. Especialmente llamativos son los casos en los que existe
una agregacion precisamente en presencia de EDTA, que es el
anticoagulante utilizado para mantener incoagulable la muestra de sangre
en la que se ha de realizar la lectura.

¢ Las verdaderas trombopenias pueden obedecer a una causa central (ge-
neralmente asociada a leucopenia y anemia), periférica (inmunoldgica,
secuestro, consumo) o mixta (virica). La purpura trombocitopénica idiopatica
es relativamente frecuente.
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SECCION 10

LEUCOGRAMA

Los leucocitos de dividen en:
10.1 GRANULOCITOS

Aquellos que tienen granulos especificos: neutrdfilos, eosindfilos y basdfilos.
Los granulos observados en extendido estan cargados de lisosomas y
enzimas hidrosolubles que son agentes antibacterianos necesarios para la
digestion de particulas fagocitarias. Aqui tenemos:

10.1.1 Neutréfilos
Neutréfilos abastonados (Fig. 1)

Es el granulocito en banda. Mide de 10m a 14m, nucleo condensado que
puede presentar una 6 dos constricciones, pero no tiene puente de cromatina.
El citoplasma presenta granulos especificos e inespecificos, membrana celu-
lar lisa, citoplasma de color ligeramente rosado dependiendo de la colora-
cion.

Neutréfilos segmentados (Fig. 2)

Mide igualmente de 10m a 14m, nicleo que presenta mayor condensacion y
esta formado por varios Iébulos (hasta 4) unidos por puentes de cromatina. El
citoplasma esta cargado de granulos.

Alteraciones leucocitarias de los neutroéfilos
e Granulaciones téxicas

Son granulos basofilos mas oscuros que lo normal y se observan durante
el transcurso de infecciones severas y estadios téxicos.

e Vacuolas toxicas (Fig. 4)

Se observan en el citoplasma de los neutréfilos durante infecciones seve-
ras y estados toxicos.

e Cuerpos de Dohle (Fig. 5)

Son areas teflidas de azul en el citoplasma de los polimorfonucleares
neutréfilos y se encuentra en infecciones, especialmente en neumonias.

e Palillo de tambor (Fig. 6)

Es un pequefno apéndice (cromatina sexual) que permite conocer el sexo
del individuo mediante una simple observacion en un frotis de sangre

MPR-CNSP-019 63 INsTITUTO NACIONAL DE SALUD

‘ manual de TEC. BASICAS HEMATOLOGIA.pm@t3 10/05/2005, 14:12



MANUAL DE PROCEDIMIENTOS DE LABORATORIO EN TECNICAS BAsICAS DE HEMATOLOGIA

periférica en los neutréfilos. Se presenta en las mujeres.
Polisegmentacion (Fig. 7)

Son neutréfilos con 5 o0 mas lobulaciones. Se observa en las anemias
por deficiencia de vitamina B-12 y acido félico, Sindrome de Down y
otras anomalias.

Ademas existe aumento (neutrofilia) en:

Infecciones bacterianas por agentes piogénicos.
Abscesos y septicemias.

Procesos inflamatorios y necrosis tisular.
Trastornos metabdlicos por intoxicacion.
Procesos malignos: Carcinoma.

Hemorragias y hemodlisis.

O 0 0 0 0 00

Postesplenectomia.
Desviacion a la izquierda

Significa el aumento de las formas inmaduras (en banda o cayado, y juve-
niles) dentro de los neutrdfilos. Constituye un importante valor diagndstico
y prondstico. Puede observarse en: infecciones e intoxicaciones.

Desviacion a la derecha

Corresponde a la hipersegmentacion nuclear. La mayoria de PMN presen-
tan mas de 5 lobulaciones. Ocurre en:

2 Anemia perniciosa.

2 Hipersegmentacién constitucional hereditaria.
2 Reacciones mieloides de la sepsis.

2 Afecciones hepaticas.

2 Leucemia mieloide.

2 En la agonia.

Existe disminucién (neutropenia) en:

2 Aplasia medular

2 Mieloptisis de la médula dsea

S Agentes citotdxicos
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2 Granulopoyesis inefectiva (anemias megaloblasticas).
10.1.2 Eosindfilos (Fig. 8)

Son parecidos a los neutréfilos, pero son algo mayores. Generalmente el
nucleo es bilobulado y lo que mas caracteriza a esta célula es la presencia de
granulos color naranja-marron vistos claramente, muchas veces estos granu-
los hacen que se pierda la membrana celular por el rompimiento de ésta, ya
que estas células son muy fragiles.

Patologia: Existe aumento en:
e Infecciones parasitarias.
e Reacciones alérgicas.

e Enfermedades cuténeas.
e Neoplasias.

10.1.3 Basdfilos (Fig. 9)

La caracteristica mas importante de esta célula es la cantidad de granulos de
color azul negruzco que se encuentra ocupando toda la célula (esto cuando la
célula es madura) y parte de la célula cuando ésta es inmadura. Presenta un
nucleo que muchas veces no logra observarse por la cantidad de granulos
que contienen histamina y heparina.

Patologia: Existe aumento en:

Leucemia por basdfilos.

10.2 AGRANULOCITOS
No poseen granulos. Aqui tenemos a los linfocitos y monocitos.
10.2.1 Linfocitos. Pueden ser:
- Linfocitos grandes.
- Linfocitos pequefios.
2 Linfocitos grandes (Fig. 11a)

Miden de 15m a 25m, presentan generalmente un nucleo ligeramente oval
discretamente indentado, la cromatina es densa pero no tanto como en el
linfocito pequefo (esto lo puede confundir con el monocito). Citoplasma
abundante, azul palido y puede contener granulos azurdfilos inespecificos.
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Patologia
¢ Linfocitos atipicos (Fig. 12)

Llamados también virus linfocitos, células linfomonocitoides, células activa-
das de Turk, células de Turk, virocitos, inmunoblastos, etc. Miden de 15m a
30m, nucleo irregular, indentado, excéntrico y puede observarse nucleolos. El
citoplasma es amplio, color azul tenue, y puede presentar granulos azuroéfilos
y vacuolas. Estas células pueden observarse en mononucleosis infecciosa,
hepatitis viral, herpes zoster, enfermedades autoinmunes y normalmente pue-
den hallarse hasta en 5%.

e Linfocitos con mitosis o binucleados (Fig. 13)
Pueden encontrarse en enfermedades virales.
e Linfocitos vacuolados (Fig. 14)

En caso de linfocitos que reaccionan por efecto de la radiacion ultravioleta o
respuesta a tratamientos de quimioterapia.

2 Linfocitos pequenos (Fig. 11b)

Miden de 9m a 15m, presentan un nucleo que ocupa casi toda la célula,
excéntrico, cromatina fuertemente densa. El citoplasma es escaso, basofilo
y puede contener granulos azurdfilos inespecificos.

10.2.2 Monocitos (Fig. 10)

Son los leucocitos de mayor tamafno en la sangre (14m a 20m). Su nucleo es
generalmente excéntrico, aunque puede ser central. Su cromatina nuclear es
laxa, distribuida en forma regular, la forma del nucleo generalmente es de una
madeja de lana o arrinonada, aunque puede tener forma de un abastonado. El
citoplasma es de color gris y puede presentar granulos inespecificos
(azurdfilos) que carecen de significado clinico.

Patologia: Estan elevados en:

e Tuberculosis.

e Endocarditis bacteriana.

o Enfermedades virales como sarampion, rubéola, etc.

e Colagenosis, neoplasias, etc.
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10.3 CRITERIOS PARA EL DESARROLLO DE UN LEUCOGRAMA

10.3.1 Se considera leucocitosis cuando la cifra de glébulos blancos excede
de 10 000.

10.3.2 Se considera leucopenia cuando la cifra de glébulos blancos es infe-
rior a 5 000.

10.3.3 No olvidar que el ejercicio produce leucocitosis fisiolédgica de consi-
deracidn, de alli que el recuento debe hacerse en condiciones basales.

10.3.4 En los granulocitos debe informarse el niumero de lobulaciones del
nicleo. A mayor edad de la célula mayor el nimero de Iébulos y lo
contrario.

Fig. 1. Neutréfilo abastonado Fig. 2. Neutrdfilos Fig. 3. Granulaciones téxicas
y neutrdfilo segmentado segmentados
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Fig. 4. Vacuolas téxicas Fig. 5. Cuerpos de Dohle Fig. 6. Palillo de tambor
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Fig. 7. Polisegmentacién Fig. 8. Tres Fig. 9. Monocitos Fig. 10. Linfocitos
eosindfilos, una célula grandes y pequefios
baséfila y un linfocito

Fig. 11. Linfocitos atipicos Fig. 12. Linfocitos en mitosis Fig. 13. Linfocitos vacuolados
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SECCION 11

ALTERACIONES ERITROCITARIAS

Aqui se encuentran incluidas las células progenitoras de la serie roja que
normalmente se encuentra en la médula ésea, pero cuando éstas pasan a
sangre periférica antes de su maduracién en normocitos o hematies pueden
indicar alguna patologia como leucemias, anemias u otras alteraciones celu-
lares. Aqui tenemos:

PRONORMOBLASTO (Fig. 1a)

Es una célula primitiva (inmadura) de aproximadamente 25m a 35m de
diametro, citoplasma basofilo, presencia de 1 a 2 nucleolos, existe una
condensacion ligera de la cromatina, citoplasma ligeramente excéntrico.
Esta célula se divide en:

NORMOBLASTO BASOFILO (Fig. 1b)

Es ligeramente menor que el pronormoblasto, 12m a 18m, citoplasma igual-
mente basdfilo, pero, se diferencia del anterior en que ya no presenta nucleolos
y su cromatina nuclear es mas condensada ya que es un elemento menos
inmaduro. El siguiente paso en la maduracion es:

NORMOBLASTO POLICROMATOFILO (Fig. 1c)

Es una célula que mide de 12m a 16m, aunque usualmente puede ser mayor
que el normoblasto basdfilo, presenta nucleo excéntrico y lo que mas caracte-
riza a esta célula es que ya presenta pequenas cantidades de hemoglobina
citoplasmatica que se traduce en un color violeta (azul y rojo). Su cromatina es
mas condensada que la anterior.

NORMOBLASTO ORTOCROMATICO (Fig. 1d)

Mide de 10m a 14m, esta célula es bien caracteristica y no debe confundirse
con el linfocito ya que practicamente es un hematie nucleado, como también
se le conoce. Presenta su citoplasma rosado, nucleo totalmente excéntrico
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como una bola maciza. Este normoblasto ya no se divide, sino que pierde su
nucleo por un mecanismo de expulsion y se convierten en:

RETICULOCITOS (Fig. 2)

Estos todavia presentan en su citoplasma restos de ARN y protoporfirina re-
sultados de la conversion del normoblasto ortocromatico a reticulocito y solo
se pueden observar con coloraciones especiales. En sangre periférica se les
puede observar como elementos macrociticos y policromatdfilos.

NORMOCITOS O HEMATIES (Fig. 3)

Discos cuya biconcavidad hace que aparezcan con cierta palidez central al no
captar el colorante en esa zona. Miden aproximadamente de 7,2m a 7,4m y
puede llegar hasta ocho. Presenta un pigmento respiratorio que le da el color
rosado caracteristico que es la hemoglobina que se encarga del transporte de
oxigeno. Mas adelante se explicaran las alteraciones mas frecuentes de estos
elementos celulares.

Se dividen en:

¢ Alteraciones en tamano.
¢ Alteraciones en su forma.
¢ Alteraciones de color.

¢ Inclusiones anormales.

¢ Alteraciones en el tamafo
Llamadas también anisocitosis. Pueden ser de dos tipos:

Macrocitos (Fig. 4): Hematies que presentan un tamafo superior al nor-
mal (mas de 9m) y su expresion maxima es el megalocito. Suelen aparecer
en la anemia megaloblastica debida a déficit de vitamina B, o acido fdlico.
Se suele observar cuando hay un aumento de la actividad eritropoyética,
como un mecanismo de compensacion a la pérdida de los hematies, sea
por anemia severa o hemorragias. En la sangre periférica se pueden ob-
servar como hematies grandes policromatoéfilos o reticulocitos.
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Microcitos (Fig. 5): Hematies que presentan un tamafo inferior al normal
(menos de 6m) y se encuentran en pacientes con anemia ferropénica y
talasemias.

Alteraciones en la forma
Llamadas también poiquilocitosis. Entre éstos tenemos:

Esferocitos (Fig. 6): Son hematies esféricos como unas pelotas, no son
bicéncavos, presentan un diametro inferior al normal pero mas grueso.
Su vida media es de 14 dias, producen taponamiento de los vasos
sanguineos. Se encuentran en la enfermedad esferocitosis hereditaria o
enfermedad de Mihkowski-Chauffard (defecto congénito de la membrana
eritrocitaria). También pueden ser adquiridos por factores extraeritrocitarios.

Codocitos (Fig. 7): Llamados también dianocitos. En la region central pre-
sentan un area con mayor contenido hemoglobinico (zona densa). La
interfase entre la membrana celular y el centro es transparente. Se
encuentran en hemoglobinopatias, talacemias, anemia ferropénica y en
algunas hepatopatias crénicas con aumento de colesterol y fosfolipidos.

Drepanocitos (Fig. 8): Son hematies cuya membrana hematica se altera'y
se hace falciforme (forma de hoz o media luna). Su apariencia es propia
del estado homocigoto de la hemoglobina S. Su enfermedad se conoce
como drepanocitosis hereditaria.

Eliptocito (Fig. 9): Los hematies son alargados (ovalocitos). Se encuen-
tran en la enfermedad llamada ovalocitosis hereditaria. Su presencia se
debe a una alteracion congénita de la membrana del hematie, aunque
puede ser adquirida en caso de una anemia megaloblastica, ferropénica
0 arregenerativa.

Crenocitos (Fig. 10): Son aquellos que presentan membrana ondulante e
irregular. Se encuentran en algunas anemias hemoliticas. Este fendmeno
puede ser inducido in vitro exponiendo los hematies a una solucién
hiperténica. Cuando la caracteristica es muy notable puede emplearse el
término equinocito.

Equinocitos (Fig. 11): También llamados acantocitos. Las prominencias
de la membrana eritrocitaria son mas aguzadas (alargadas) y distribui-
das irregularmente. Se encuentran en la acantocitosis que se caracteri-
zan por la ausencia de lipoproteinas plasmaticas.
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Dacriocitos (Fig. 12): Son hematies en forma de lagrima. Se encuentran
en la anemia ferropénica, anemia megaloblastica y talasemia.

Esquistocitos (Fig. 13): Son fragmentos hematicos. Se encuentran en
anemias hemoliticas, microangiopatias, quemaduras y con mas eviden-
cias en individuos esplenectomizados.

Estomatocitos (Fig. 14): Son hematies que en lugar de una deplecion
central clara tienen una banda padlida central que les da un aspecto de
boca. Se hereda como caracter autosémico dominante. Esta enfermedad
es causada por anormalidad hereditaria de la membrana eritrocitaria.

Selenocitos (Fig. 15): Son eritrocitos alterados que adoptan forma
semilunar. Es un artificio de técnica que aparece especialmente en
frotices sanguineos de pacientes anémicos.

Excentrocitos: Son hematies con distribucion irregular de la hemoglobi-
na. Su tamano es inferior al normal y se caracteriza por poseer contornos
parcialmente arrugados, pero ademas se observa una distribucion irre-
gular de la hemoglobina que aparece desplegada de la parte interna ha-
cia uno de los extremos.

Qnizocito: Son hematies que presentan un estoma o boca en la regién
central completamente coloreada y lo demas incoloro. Morfolégicamente
es todo lo contrario a las caracteristicas del estomatocito. Se encuentran
en algunas anemias como las ferropénicas.

Alteraciones de color

Aqui observamos las diferentes tonalidades de color de los hematies
dependiendo del contenido hemoglobinico. Tenemos:

Hipocromia (Fig. 16): Son hematies con disminucién del contenido de la
hemoglobina y dependiendo de la cantidad de este pigmento es que ob-
servamos a los hematies con diferentes caracteres de color. Aqui estan
incluidos los anulocitos, que son hematies en forma de anillo en que solo
la membrana eritrocitaria esta coloreada y que se traduce en una
hipocromia de grado severo (+++).

Hipercromia (Fig. 17): Son hematies avidos de hemoglobina. Pueden en-
contrarse en caso de enfermedades como la policitemia vera o la
policitemia fisiologica y esferocitosis hereditaria.
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Policromatofilia (Fig. 18): Presencia de hematies con tonalidad (azul y
rojo) morada. Se le relaciona con inmadurez celular, células nucleadas,
presencia de reticulocitos, macrocitos, etc. Esto debido a su elevada can-
tidad de ARN.

Anisocromia: Diferentes tonalidades de color como hematies
hipocromicos, hipercromicos, normocrémicos y policromatéfilos. Se en-
cuentran en ciertas anemias refractarias.

Inclusiones anormales

Punteado basdfilo (Fig. 19): Son granulos basdéfilos presentes en el cito-
plasma de los hematies. Puede tratarse de un reticulocito por su elevado
contenido de ARN. Se encuentra en una intoxicacion por plomo llamada
saturnismo.

Cuerpos de Heinz (Fig. 20): Son formaciones redondeadas de hasta 3m
de diametro localizadas habitualmente en la periferia de la célula. Se
observan con colorantes para reticulocitos. Estos cuerpos son abun-
dantes en sujetos esplenectomizados.

Anillos de Cabot (Fig. 21): Se cree que sean restos de membrana nuclear
eritroblastica o restos después de una mitosis anormal. Se observan en
forma de anillo u ocho invertido. Pueden ser precipitados de ARN o protei-
na carente de importancia diagndstica.

Cuerpos de Howel-Jolly (Fig. 22): Son restos de cromatina nuclear, resul-
tados de la pérdida del nucleo por parte del normoblasto ortocromatico hasta
la conversion del hematie. Se les considera signos de regeneracion celular.
Se observan en pacientes esplenectomizados.

Siderocitos (Fig. 23): Son hematies con contenido de hierro libre no
hemoglobinico de color verde azulado.

Granulos de Shuffner: Son granulos que presentan algunos hematies en
caso de parasitismo por plasmodium vivax.

Granulos de Maurer: Son granulos de color violeta oscuro que se encuen-
tran en pacientes con parasitismo por plasmodium falciparum.

Granulacion azuréfila: Son pequefas granulaciones eritrocitarias color
violeta purpura y corresponden a restos de normoblastos ortocromaticos
producto de la cariorrexis y del paso de un elemento inmaduro a otro
maduro. Se observa tanto en sindromes diseritropoyéticos congénitos o
adquiridos.
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Elementos progenitores de la serie roja

Fig. 1. Fig. 2. Fig. 3.

1 Pronormoblasto (a) Reticulocitos Hematies normales
2 Normoblasto baséfilo (b)

2 Normoblasto policromatdfilo (c)

6 Normoblasto ortocromaticos (d)

Alteraciones eritrocitarias en tamafo (Anisocitosis)

Fig. 4. Macrocitos Fig. 5. Microcitos

MPR-CNSP-019 74 INsTITUTO NACIONAL DE SALUD

‘ manual de TEC. BASICAS HEMATOLOGIA.pmg4 10/05/2005, 14:12



MANUAL DE PROCEDIMIENTOS DE LABORATORIO EN TECNICAS BAsicAs DE HEMATOLOGIA

Alteraciones en la forma (Poiquilocitosis)

Fig. 6. Esferocito. Fig. 7. Dianocitos.

Fig. 8. Drepanocitos. Fig. 9. Eliptocito.
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Fig. 10. Crenocitos.
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Fig. 12. Dacriocitos Fig. 13. Esquistocitos

Fig. 14. Estomatocitos

Alteraciones de color

Fig. 16. Hipocromia Fig. 17. Hipercromia Fig. 18. Policromatofilia
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Inclusiones anormales

Fig. 19. Punteado basdfilo Fig. 20. Cuerpos de Heinz

Fig. 21. Anillos de Cabot Fig. 22. Cuerpos de Howell-Jolly
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ANEXOA

PREPARACION DE COLORANTES Y SOLUCIONES MAS

A1
A11

A1.2
A.1.21

A2
A.2.1

A22

USADOS EN HEMATOLOGIA

SOLUCION DE GOWER

Reactivos

Sulfato de sodio 12,59
Acido acético glacial 33,3 mL
Agua destilada c.s.p 200 mL

Procedimiento

Disolver el sulfato de sodio y el acido acético glacial en el agua desti-
lada. Guardar en lugar fresco.

SOLUCION DE HAYEM

Reactivos

Bicloruro de mercurio 0,59
Sulfato de sodio 509
Cloruro de sodio 1,09
Agua destilada 200 mL

Procedimiento

A.2.2.1 Se mezclan todos los reactivos y se guarda en frasco de vidrio en lugar

fresco.

A3  SOLUCION SALINA FISIOLOGICA AL 0,9%
A.3.1 Reactivos
Cloruro de sodio 09g
Agua destilada c.s.p. 100 mL
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A.3.2 Procedimiento
Mezclar el cloruro de sodio en el agua destilada. Guardar en lugar
fresco.
A4  SOLUCIONDE TURK
A.4.1 Reactivos
Acido acético glacial
2,0 mL
Solucién acuosa de violeta de genciana al 1% 1,0 mL
Agua destilada c.s.p. 100 mL
A4.2 Procedimiento
Mezclar los reactivos y guardar en frasco ambar en lugar fresco.
A5 REACTIVO DE DRABKIN
A.5.1 Reactivos
Bicarbonato de sodio 109
Cianuro de potasio (KCN) 50 mg
Ferricianuro de potasio (K,Fe, (CN),) 200 mg
Agua destilada c.s.p. 1000 mL
A.5.2 Procedimiento
Mezclar todo y guardar en frasco oscuro protegido de la luz. Es estable
un mes.
A.6 SOLUCION AMORTIGUADORA TAMPONADA
A.6.1 Reactivos
Hidrofosfato disédico (Na,HPO, 2H,0) 3,76 ¢
Fosfato de potasio dihidrogenado 210g
Agua destilada c.s.p. 1000 cc
Ajustar a un pH de 7,2 para coloraciones de Wight o Leishman.
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A.6.2 Procedimiento
Mezclar todos los reactivos y guardar en frasco de vidrio en lugar fresco.
A7 COLORANTE DE GIEMSA
A.7.1 Reactivos
Colorante Giemsa en polvo 1,0
Metanol (CH, OH) 66,0 mL
Glycerol 66,0 mL
A.7.2 Procedimiento
A.7.2.1 Disolver el colorante con el glicerol.
A.7.2.2 Adicionar el metanol, mezclar bien y dejar a temperatura ambiente de
7 a 14 dias (maduracion).
A.7.2.3 Filtrar antes de su empleo. Guardar en frasco color caramelo.
A8 COLORANTE DE LEISHMAN
A.8.1 Reactivos
Colorante de Leishman 159
Metanol (CH, OH) 100 mL.
A.8.2 Procedimiento
A.8.2.1 Disolver el colorante en metanol y trasvasarlo a un frasco oscuro o
color caramelo, agitar, luego filtrar.
A9 COLORANTE DE WRIGHT
A.9.1 Reactivos
Colorante de Wright 0,3¢g
Metanol (CH, OH) 97,0 mL
Glycerol 3,0 mL
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A9.2
A.9.2.1

A.10
A.10.1

A.10.2

Procedimiento

Disolver en un mortero el colorante con el glicerol. Una vez disuelto se
adiciona el metanol trasvasandolo a un frasco oscuro (color carame-
lo), luego agite. Filtrar antes de usar.

COLORANTE DE MAY-GRUNWALD

Reactivos
Colorante May-Grunwald en polvo 0,3g
Alcohol metilico absoluto 100 mL

Procedimiento

A.10.2.1 Calentar la mezcla a 56°C hasta la disolucién completa del colorante.

A11
A111

A12
A121

A12.2

Dejar enfriar en nevera a 4°C durante 24 horas, agitando de vez en
cuando. Filtrar antes de su empleo.

COLORANTE DE MAY-GRUNWALD-GIEMSA

Es el resultado de combinar el colorante de Giemsa con la de May-
Grunwald y se le conoce con el nombre de tincién pandptica. En esta
coloracion resalta especialmente las granulaciones de los neutrdfilos,
eosinofilos y basdfilos.

SOLUCION DE PROCAINA

Reactivos

Procaina (polvo) 39
Cloruro de sodio 200 mg
Agua destilada c.s.p. 1000 mL

Procedimiento

A.12.2.1 Mezclar los reactivos en agua destilada y completar hasta llegar a un

litro. Guardar en refrigeracion a 4°C.
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B.1
B.1.1

B.1.2

ANEXOB
PREPARACION DE ANTICOAGULANTES

ANTICOAGULANTE DE WINTROBE

Reactivos

Oxalato de Amonio (NH,), C,0, H20) 1,2 g (3 partes)
Oxalato de Potasio (K,C,0, H,0) 0,8 g (2 partes)
Agua destilada C.S.p. 100 mL

Procedimiento

B.1.2.1 Mezclar y disolver todos los reactivos en el agua destilada y colocar en

B.2
B.2.1

B.2.2

frasquitos 0,1 mL de la solucién por cada mL de sangre; usualmente
0,3 a 0,4 mL y poner a secar en estufa hasta que se observe un polvo
blanco por aproximadamente 20 minutos.

ANTICOAGULANTE CITRATO DE SODIO al 3,8%

Reactivos
Citrato de Sodio 38 ¢
Agua destilada c.s.p. 100 mL

Procedimiento

B.2.2.1 Se mezcla el citrato de sodio en el agua destilada.

B.2.2.2

Para pruebas de hemostasia se emplea a razén de 1/9 (1 volumen de
anticoagulante para 9 volimenes de sangre) y para la VSG la proporcion
de 1/4 (un volumen de anticoagulante para 4 volumenes de sangre).

B.3 SOLUCION DE ACD (ACIDO CIiTRICO-DEXTROSA)
B.3.1 Reactivos
Acido citrico monohidratado 8¢
Citrato trisddico dihidratado 229
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Dextrosa 25¢g

Agua destilada c.s.p. 1000 mL

Se emplea en proporcién de % (1 vol. de ACD + 4 vol. de sangre).
B.3.2 Procedimiento
B.3.2.1 Se mezcla todos los reactivos con el agua destilada.

B.3.2.2 Se emplea en proporcion de 1:4 (1 volumen de ACD + 4 volumenes de
sangre.

MPR-CNSP-019 86 INsTITUTO NACIONAL DE SALUD

‘ manual de TEC. BASICAS HEMATOLOGIA.pmg6 10/05/2005, 14:12



MANUAL DE PROCEDIMIENTOS DE LABORATORIO EN TECNICAS BAsiCAs DE HEMATOLOGIA

FORMATO PARA EXPEDICION DE RESULTADOS

Nombre del paciente L oo e e e e e e e et e e e e r e aeereenas

Nombre del médico L et eeeeeeeeeeeeeeiteeaseeeeeeeeeeeaseeenseeeiseeaeeeaeeeareeaareeareans

Muestra
EXamen
RESULTADOS

Recuento de hematies ... (/mm3)
Recuento de leucocitos ... (/mm3)
Determin. de hemoglobina: .................... (g/dL)
Vol. globular (hematocrito) :........cceeeeene (%)
FORMULA LEUCOCITARIA
Neutrdfilos : ............ % Blastos TR %
Eosindfilos: ............ % Promielocitos : ............... %
Basdfilos :........... % Mielocitos e %
Monocitos :............ % Metamielocitos: ................ %
Linfocitos :............ % Abastonados :............... %
Segmentados : ............... %
OBSERVACIONES:

e Observar el numero aproximado de plaquetas (normales, disminuidas,
elevadas). Asimismo las alteraciones cualitativas y cuantitativas.

e Ver la morfologia, tamanfo, inclusiones y contenido hemoglobinico en los
hematies.

e Observar la morfologia, tamafo, inclusiones granulocitarias y agranulocitarias.

e Otras observaciones (presencia de normoblastos, hemoparasitos, etc).
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