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I N T R o D (l e e I o N 

En Pl transcurso de Jos últimos años se ha notado un -

aumPnto progrPsivo dP los análisis rutinarios realizados por 

los laboratori<JS el ínicos. Los problemas ordinarios y prácti­

cos quP PlJO ocasiona, ha dado augP al dPsarrollo de las tés 

nic;is aut.rir.1ati zadas por lo que SE> ha presenciado un incremen­

ta contir.·.J'"J t>n la Pficacia y utilid'1.d de los aparatos automá­

tlcos que se ha traducido Pn una disponibilidad y utilización 

siemprP crecientP de la instrumentación automatizada, lama­

yor parte de este equipo es muy costoso; no obstante la efic! 

cia perfeccionada ha trndido a disminuir los costes generales 

dP las pr•Jebas dP laboratorios, además los resultados así ob­

tenidos demuestran una disminución de los errores metodológi­

cos, aumentando por tanto la calidad de los rxamenes. Antes -

del advenimiento de los instrumentos automatizados, las deter 

minaciones más frecuentes en el laboratorio de hematología -

eran la determinación de hemoglobina, el valor de henatócrito, 

el recuento h~ucoci tario y la valoración microscopica de la -

extensión de la sangre teñida, otras determinaciones menos -

frecuentes incluían rl recuento eri troci tario 1 reticuloci tos -

y plaquetas y una serie de indices que se derivan dPl recuento 

dr los glóbulos rojos. De estas pruebas sólo la hrrnoglobina y 

f'l valor de hematécri to pueden realizarse mediante técnicas -

manuales de forma simple y rápida. Por lo contrario, los mét~ 

dos manuales de rE"cuento celular han sido engorrosos y pesa­

dos e impl lean menor grado de presic ión. 
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En un estudio, el recuento de los glóbulos rojos expresa­

ba un coeficiente de variación de 28.2 por ciento. Probable­

mente, en laborat.orios con mucha carga de trabajo, los n~cuen­

tos cotidianos dé un coeficiente de variación más alto, la va­

riabilidad en el recuento manual de las plaquetas y leucocitos 

es semr jan te. 

La falta de precisión en el rP.cuento dP. glóbulos rojos, -

tiene un efecto secundario en dos de los índices eritrocíticos: 

La hemoglobina corpuscular media y el volumen corpusC'ular me­

dio, ya que ambos se derivan del recuPnto eritrocitario. Cuan­

do ocasionalmente se practican recuentos cPlulares repetidos -

ya sea por técnicas manuales o por técnicas automáticas las -

variaciones observadas entre los diferentes resultados siguen 

teóricamente la distribución de Poisson. tina caracter[stica de 

tal distribuci6n, es que la desviación estandar de las repeti­

das observaciones, es igual a la raíz cuadrada del número me­

dio de las células contadas en cada observación; por ello lo -

ideal sería contar un número elevado de células a fin de con­

seguir un grado de precisión más al to. 

Para lograr por ejemplo un coeficiente de variación del 

porciento se tendría que numerar por lo menos 2500 glóbulos 

rojos, entonces resulta obvio que las técnicas automatizades­

permi ten un recuento de cifras mucho mayores que las conseguí-. 

das por los métodos manuales, otra consideraci6n, rs que al 

aumentar el númP-ro de células contadas existen mayores proba­

bilidades de que dos o más cf.lulas sean interpretadas por un 

dispositivo dctr.ctor, produciendo un error progresivo debido 

a coincidencias. Se requiere pues técnicas que disminuyan y/o 

corrijan "los errores de coincidencia" de los contadores au­

lomálicos. 



GENERALIDADES 

El anát1sts de- la sangre periférica se realiza en todos 

los pacientes que padecen enfermedades importantes, debido al 

gran valor que posee el hallazgo de una anemia. o una leucoci­

tosis, SP puede determinar una extensa gama de anomalins en la 

sangrP r.-•!ri férica mediante estudios cuantitativos o cual i tati­

·ms. SF· cuenta "'" todos los laboratorios de análisis clínicos 

con proct'dimientos básicos o de rutina, que permiten en la ma­

yoría de los casos, una orientación diagn6stica bastante apro­

xímada a ta realidad clínica del paciente. Por lo que respecta 

a la hematolog!a, existe lo que se conoce con el nombre de b12, 

metda hemática, la que se encarga del estudio de los elemen­

tos formes de la sangre. Dicho estudio se puede dividir en f6!: 

mula roja y fórmula blanca. La primera incluye la cuantifica­

ci6n de hemoglobina, númr>ro de eritrocitos, el valor de hemat!:?. 

crito, asi como los índices hematol6gicos; la concentración m'!. 

dia de hemoglobina globular (CMHG), hemoglobina corpuscular m!?._ 

dia (HCM) y el volumen corpuscular medio (VCM). La fórmula 

blanca comprende el número de leococ.i tos y su cuenta diferen­

cial. 

Existen para los diferentes parámetros de la. f6rmula roja 

procedimientos tanto manuales como automatizados. 
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DETERMIHACION DE !.A CANTIDAD DE HEMOG!.OBl!lA 

La hemoglobina es una sustancia intensamente colorida y -

ésta propit!dad es aprovechada en el laboratorio para su deter­

minaci6n. 

La hemoglobina circulante en la sangre es una mezcla df" hemo­

globina, oxihemoglobina, carboxihemoglobina, metahemoglobina 

cantidades menores de otras formas de este pigmento. 

Para medir correctamente este componente sanguinPo, es n~ 

cesario disponer de un derivado estable que englobe todas las 

formas de hemoglobina en la sangre, los derivados cianometahe­

moglobina, hrrnoglobina cianadn y cianoferrihemoglobina, son de 

fácil preparación, todas las formas de hemoglobina circulante 

son rápidamente convertidas en cianometahemoglobina, excepto -

la sulfohemoglobina, la cual raramente alcanza niveles impor­

tantes. 

La cianometahemoglobina puede medirse con precisión a 540 
nm. 

El fundamento de rsta prueba consiste en que la sangre se he­

molizo por el agregado de un agente tenso activo(bicarbonato de 

sodio) con el f~rricianuro de potasio ce oxida el átomo ferro­

so a fi!rrico pa:--a producir metahemoglobina. el cianuro de pot!!_ 

sio estabi 1 iza ln metahcmoglobina como c ianomrtahemoblobina, -

la r:oloracíún e::> directamente proporcional a la concentración 

dP hc>moglobinn presente. 

12 



HEMATOCR!TO 

t,a proporc1ón dPI volumpn sanguÍnPo quP nci..ipan los Pri­

trocitos(he:11atócrito) puede determinarse mPdiante una centri­

fugaci6n capaz de compactar a los hematíes en 1•l mPnor volu­

mPn posible. EstP parámetro se rxrresa f>O valorPs porcf'ntua­

les. El volumPn df" plasma quP quedi'l E"ntrr la maBa globular -

t>mpaquetoda suelP ser del l al 4%. 

Con el fin de detrrminar P! hPmatócri to PS nf>CPsario usar 

un anticoagulante que no modífique f'l volumen dP los P.ritroci­

tos de manera importante como la hepnrina, o una mezcla de -

oxalato potásico, amónico o dipotásiro, así como EDTA. 

Este indice puede ser medido en una escala "macro", cen­

trifugado a relativamente pocas revoluciones; o una escala -

"micro 11 mediantt- tubos capilares y alta velocidad de centrif_!:! 

gac16n. Los Prrores que surgen en esta drterminaci6n del va­

lor hemat6cri to se deben a los cambios provocados en el volu­

men celular durante las prP.paraciones previas a una mezcla -

incorrecta, una centrifugación y /o tiempo inadecuados. 

El coeficiente de variación del índice hematócrito dete! 

minado por centrifugación es de l-2%. 

Algunos sistemas automatizados cal:::ulan el hematócrito -

en base del recur.nto eritrocitario y el volum<m corpuscular -

medio o lo estiman por mediciones de cond~ctividad. 

13 



RECl'EllTOS CEL\IL~RES 

La d':'t~rminacif..r1 nurr,?ric:a de ~ritroc1tos, leucocitos y -

pJar::r.J"'ta:. h"3 l'>1do durantF: mucho tiempo fundarre:1taJ en hemato-

1!'..g{a. Anteri"..1!"MPOtf'." el rf:-cuent~' Pritroi:itario no se realiza-

tia cor-1'J ,m procrdif'1iento corric-nte debido fundaT'.lentalrnente a -

~lrl f:'rtbarg0 Pl r'·Ctf.>ntr dPz.arrvllo de los contadores cel!! 

lriP"'S f"lPctrán1ctJs ha n·novario el intPrPs hacia el recur.nto -

1•r1tr'A·i~ar10. 

A fin dP 0btener unos datos cuantitativos verdaderos, el 

número 1P cf.Julas en una muestra sanguinea perfectamente medi­

da y diluida debt> dar un recuento reproducible. 

El procedimiento tradicional de recuento celular consiste 

en que se usa una pipPta de Thoma o una variante de esta. 

La pipeta es un tubo capilar graduado que tiene un bulbo 

en su porción terminal superior donde la sangre es diluida ha!!_ 

ta una marca. La dilución depende de la concentración de las -

p3rt!culas a Pnumerar 1 ordinariamente se tiene una dilución de 

1:20 (V/V) para los leucocitos y la dilución de 1:100 par<'.1 las 

plaquetas excepto cuando se presenta una trornbocitopenio. 1 se -

Pmplea una dilución de 1:20. 

El diluyente para los Pritrocitos es una solución isotó­

nica tal como el 1 íquido de Hayem, para los leucocitos es 

liquido de turk, hPmol izante que se emplea para destruir los -

eritrocitos, y para las plaquPtas oxalato de amonio quP hace -

que los eritrocitos y las plaquetas se vean refringentes. 

Dt>spués de mezclar las células con su resppctivo diluyen­

te se deposita un volumen determinado en la cámara dP NPubauer. 
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L.a cámara de Ueubauer permite PXaminar un volumen fijo a 

travPz d~ una rejilla grabada en la base de la camara cuya 

profundidad es constante. Se examina al microscopio este volu­

men y s~ procPde a "'numerar los elPmentos que se encuentran -

distribuir.tas en el rettculo de la cámara y mediante una opera­

ciln ~ater.iática sP obtifmP el número de células. 

lS 
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ANTECEDENTES HISTORICOS DE METODOS Al'TOMATIZADOS 

lino de los primeros ensayos sobre el método ideado por -

W.H. Coul ter (19?6) provee una buena descripción del principio 

básico del método Coulter. 

El instrumento empleado es un sistema provisto de un re­

gistrador y un valuador del conteo para un flujo continuo de -

6000 células individuales por segundo, con un intervalo entre 

cada conteo de 15 segundos. 

llna suspensión de células sanguineas pasa a través de un 

pequeño orificio donde simultáneamente se aplica una corriente 

eléctrica, generada por 2 electrodos de platino. El paso indi­

vidual de las células sanguíneas a través del pequeño orificio 

introduce un cambio en la resistencia eléctrica. 

El número de células contadas por muestra es aproximada­

mente 100 veces más rápido que le conteo microscopico usual y 

reduce el error estadístico por un factor aproximado de 1 a 10 

veces. 

Se mejoró sustancialmente la precisión sobre los métodos 

estadisticos previamente establecidos ayudando con esto a dar 

una mejor reproducibilidad en el conteo eritrocitario, parti­

cularmente cuando se considera simultáneamente la medida del -

hematócrito y la hemoglobina. 

El 11Coulter Counter" modelo S fué el primer instrumento 

totalmente automatizado el cual mide simultáneamente un gran 

número de parfi~Ptros sanguíneos, su funcionamiento y valor -

clínico fueron mejorados por Brittin {1969) y Davision y por 

Gottman 1-lamil Lon y Oavison los cuales proponen que el mejora­

r;iiento del Coulter provee un dato más preciso de la distribu­

ción del volumen, y un valor de hematócri to mis adecuado ya que 



no se ve involucrado el error introducido por el plasma como -

lo es ~n Ja medida del hemat6crito por centrifugación. 

El uso del Counter Coul ter para cor.tar plaquetas fue des­

crito y d"'sarrollado por Bull ( 1965}. Pero este método fué útil 

sGlamr.ntP. en pr1>parados de plasma ricos P.n plaquetas, en el º!: 

den ~n que cuentan los Pri trocitos se podían contar las ptaqU!;_ 

tas, M.und Schek (1976) y SchuJt y Tlam {1973) indicaron la po­

sibilidad de contar plaquetas directament~. esto e$ en presen­

cia d~ P.ritroci tos, clasificándolos por el volumen. 

Estos m~todos htdrodini:\.micos para aumentar la precisión y 

exactitud en la mcdlc1ón fué meJorado en Pl modelo S-Plus por -

refinamiento clectr6nico. 

La operación del modelo S-Plus III requiere el uso de rea~ 

tivos, los cuales tendrán propiedades bien controladas, un di­

luyente { ISOTON Pl.lJSS} que consiste en una solución electrcli ti 
camente bien balanceada que contiene sulfato de sodio anhidro, 

cloruro de sodio, dimetil urea clohidrato de procaina que fun­

ciona como preservadora de la integridad de las células y como 

1 [qui do conductor del medio de suspens16n. 

El diluyente se requiere para la suspensión de los eri tr,2 

citos, leucocitos y plaquetas en una muestr"a de sangre, sufi­

ciPnte para minimizar las posibilidades de que haya más de una 

célola al mismo tiempo en una apertura. 

El modelo S-Plus III corrtge esta coincidencia automátiC!!, 

mente, entoncesJrl volumPn celular es medido y el efecto de la 

ósmosis y otros fenómenos son controltidcs por el diluyente. El 

diluyente no contiene sustancias que propicien el desarrollo de 

bacterias. 

17 



El conteo de leucocitos y el proceso de la medici6n de la 

hemoglobina, requier~ simultáneamente de la drstrucción rápida 

del eritrocito y la conversión de la hemoglobina a un compuPs­

to estable, mientras que el núcleo de !os leucocitos queda in­

tacto. Esto es posible por la acción de un agente lisante 

(LYSES) el cual no contiene un significativo número de partíc~ 

las contables y que causa hemolisis, por tal camino se hace i~ 

visible electrónicamente el estroma celular, los ingredientes 

activos en este reactivo son sales cuat<'rnarias de amonio y -

cianuro de potasio. 

El agente lisante libera la hemoglobina por hemolisis, 

para as! convertirla en un pigmento estable por medio del ci! 

nuro, la absorción del cual es directamente proporcional a la 

concentración de la hemoglobina en la muestra. 

Este método de medición de la hemoglobina ha sido acept! 

do para introducirlo en el método Coul ter Counter modelo S -

( 1968), este ha sido extensivamente evaluado para correlacio­

narlo entre el método Coul ter Counter y et' de Ciano-metahemo­

globina recomendado por el Comité Internacional de Estandari­

zación en Hemoglobina, por expertos del panel de hemoglobino­

metria y por la Organización Mundial de la Salud. 

16 



fl'KDAMENTOS Y APLICACIONES 
METODO COl<LTER 

(Modelo S/Plus !VI 

EJ "Counter Cou! ter" PS un aparato para el recuento de- -

las cf.JuJas por c:ar.-,bío PO 1~1 resistt>ncia eléctrica. El princi­

pio Coul tPr par~ el rPcuPnto rjrJ las células y la asignación de 

s•.J '.a.l"'~JñO SP bas<i P.n la dPtP.cciÓri y rr.rdición de Jos cambios .PO 

la r~·sistrncia rléctr'icét producido por una partícula en un lf 

q•J1do conductor al cruzar una pPQUPña apertura. 

A mP1hda que la suspPnsión de células diluidas pasa a tr!!_ 

vés de )¡¡5 ~perturas, Pl paso dP cada célula individual momen­

tanramrntr- <iumPnta la resistencta de la trayectoria r-léctrica 

t>ntrr! drJS f'lPctrcdos sumergidos, ubicados a cada lado de la a­

pertura, lo cual genera una variaci6n en el voltaje que es de­

tectada en un osciloscopio como pulsas eléctricos. 

BAÑO-CELDA 

DlLl'Clotl CONOCIDA DE CEl.llLAS 

INTERNO 

DIL\lYENTE 
COND\ICTOR 
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Mientras que P.l número de pulsos indica Pl recuento de -

part{culas, la amplitud del pulso eléctrico producido depende 

del volurnt>n de la célula. (F!g.la.). 

Distintos tipos dP cPlulas son rlasificados electrónica­

mente mcdiantP los pulsos quP generan, cada pulso es sorteado 

de acuerdo a su tamaño. 

Sr puedE"-n transmitir estos pulsos o un analizador dp can! 

les y construir un histograma dr volumen mediante psta inform!!_ 

ción canalizada. (Fig.lb). 

Este resulta en un histograma de volumPn celular. 

36fL 
( femtoli t ros) 

3lfL 

25fL 

fig. la Ocsilosroplo 
Donde se n~gistran los pulGos 
producidos por e>l tamaño de las 
célolas. 

~ 
W; 10 I~ 

25 27 29 31 33 35 37fL 

-femtol i tras 

Fig. lb Histograma de Volu­
men celular, construido a -
partir de los pulsos que ge­
neran lns células cuando pa­
san a travhs de una apert.ura. 
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Los histogramas de leucocitos, eri troci toa y plaquetas -

pre•1eed datos set.re ~l t::t.maño promedio de las partículas¡ la 

distribución de partículas sobre el tam~ño medio y la presen­

cia de subpoblac iones. 

De la infonr.ac1ón deo leucocitos y el uso de los histogra­

~as, se puP.dt obtener el porcicnto y el número absoluto de 

tres clnses de células, los linfocitos, la poblaci6n de célu­

las mononucl~ares y la población de células polimorfonucleares 

También del histograma se evaluan, los parámetros de eri­

t.rocitos, y un nuevo parámetro para eritrocitos ADE o ancho -

de di::.tribuci6n de eritrocitos. 

DP.l hir;tograma de plaquetas se interpretan casos con pro­

blemíls de recuenlo y morfologla anormal y se introduce un nue­

vo parámetro VPM o volumen plaquetario medio. 

EL HISTOGRAMA 

Se refiere a: 

-Volumen medio de partículas en una población. 

-Distribuci6n de partículas a ambos lados de la media. 

-Subpob 1 ac iónea. 

Los analizadores serie Coulter 5-PLtlS utilizan 

dos juegos de t.res aperturas cada una para contar células. 

Las tres aperturas de eritrocitos tienen un tamaño de 

~J() x 60 micrones, el conter.ido del recipiente de leucocitos -

es transferido a una cubeta-celdilla donde la hemoglobina es 

determinada Pspectrofotometrfcamcnte. 

21 



APERTURA DE 
ERITRODICTOS (50 x 60 Mm) 

APERTl 1RA DE LEl'COCITOS 
(100 X 75 Mm) 

22 

SISTEMA DE APERTllRA: Cada juego constil de tres aperturas para 

el conteo de eritrocitos y otro para leucocitos. 

Ciertos parámetros hematol6gicos son medidos directamen­

te y, de éstos, otros son calculados. De las aperturas de eri­

trocitos, son determinados recuentos de eritrocitos, volumen -

de eritrocitos, recuento y volumen de plaquetas. En la parte -

de leucocitos son medidos recuento de leucocitos y volumen. 

La concentración de hemoglobina es medida también en esta 

cubeta. 

Do los parámetros de eritrocitos directamente medidos se 

obtienen: hematócrito, los índices de Wintrobe (HCM y CHCM), -

además del ADE y por medio del histograma de leucocitos se ge­

neru el porciento y número absoluto del linfocitos, células -

mononuclenres y granuloci tos. 
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HISTOGRAMAS ESCALAS NORMALES 

HISTOGRAMA flORMALc HISTOGRAMA HISTOGRAMA 
~ DE LEllCOC!TOS ;: NORMAL DE NORMAL DE 

~ !;; EBITROCITOS P[A_Q!IETAS. 

Sr.n -lº.l'lA w< ~~ • 
a: _J o ::i 
o~ cr:: [al 

e3 DL~~~~~~~!i:::_, ~ e~ . ~ lal ...... 

z"' 
100 200 300 100 200fL 10 20fL. 

INTERPRETAC!Oll DE LOS fflSTOGRAMAS DE ERITROCITOS Y ADE. 

La aperturas de eritrocitos cuentan partículas mayores de 

36 n. como eritrocitos. Las partículas mayores de 3.0 fl o menos 

de 20 fl son contadas como plaquetas, (fl=femotolitros) 

50 100 200 fera toli­
tros. 

Fig. 1 C El histograma de eritrocitos, a diferencia del de leu­

cocitos, muestra las c~lulas en su tamaño original. 

El agente l[tico usado en le recuento de leucocitos no es 

nñadido al baño de eritrocitos. 



El VCM es d~rivado del histograma de eritrocitos en los -

inntrumentos Coultcr, todas las partículas mayores de 36 fl -

non contadaa como eritrocitos, sin embargo el volumen celular 

medio ec cal cu ludo del área bajo la curva del histograma de -

eri lroci tos que tiene un límite lnferior de 36 fl. 

lln nuevo parámetro desarrollado por Coul ter, llamado el -

ancho de distribución de eritrocitos (AOE) es una medida de la 

variación en el volumen de eritrocitos, en los instrumentos -

actunlea el AOE es un coeficiente de variaci6n, y es el resul­

tado de dividir la desviación estándar de la población de eri­

troci toe por la media. 

CALCllLO DE ADE 

AOE es el coeficiente de variación de la distribución del 

volumen de los eritrocitos. 

D.¡:. 
X 100 

ADE 

MEDIA 

OONDE 

ADE= CoeficiPntP. dP. variación de Ja distribución del volumen 

de loa eritrocitos. 

O.E.= Desviaci6n estándar. 

t;SCAl.A NORMA.!. '1El, A.DE lLS-14.5%. 

l.a medJ a ~n esta fórmula es la media de la pobJaci6n de 
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eritrocitos dPspués del ajuste del recuento de eritrocitos del 

6.rea bajo la curva dPl histograma. 

l.as áreas de la izquierda y de Ja derecha del histograma 

se P.Xc,luyrn para PVitar interfen'!ncias y errores en el conteo. 

Por ejPmplo las plaquetas grandf>s interfieren a la izquierda -

del histograma y por lo tanto en el conteo, las aglutininas de 

eritrocitos u otros artefactos a la derecha del histograma. 
1 

1 ~ =­- . • u 
a: • f" • o 
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Es importante tener en mente que el VCM es calculado del área 

completa bajo la curva de Pritrocitos, mientrus que el ADE es cal­

culado solamente sobre la base del histograma ajustado de eri troc! 
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El AOE es expresado numericamente como porciento del coe­

ficiente de variación y puede ser señalado con un asterisco 1!! 

preso a continuación del recul tado, esto ocurre cuando la dis­

tribución de eritrocitos muestra una población doble sobre un 

cierto nivel de detección y se distinguen un valle entre dos -

µleos en los datos canalizados. 

ALARMAS DE ADE 

El valor numérico de ADE puede alterarse en su valor nor­

mal (alarmarse} indicando presencia de distribución anormal de 

eritrocitos. 

o NORMOCITOS 
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En lnn figuras que apar'ecen arriba se observa en los di3-

grnmas de la 0xtrema derecha que existe una población doble p~ 

ro el valle ocurre sobre el nivel de <letección por lo tanto el 

ADE no será señalado. 



VALOR 

UOP.MAL 

VCN= 90 

ADE=l3" 

90 

ERITROCITOS 

NORMOCITOS 

llORMOCROMICOS. 

fL. Fig.3 

L.os sigueintes ejemplas muestran la influencia de los ret.!, 

culocitos en el histograma de eritrocitoB. (Fig.3). 

Este sugiere que los reticulocitos 1cn estas situaciones 

van a tener volúmenes similarer; a las células en las cuales -

van a madurar y un desplazamiE:nto de la curva hacia valores -

orm 1 B fer'(M.r.DC.I~ t'itutOC:.tTO,,-

n a ~J 7 ' A¡ \\~~t~l~$s 
i!\ / ;~ \ -~191 S 

~~ ~~--~"--'-~'-~-'""-~~··· ~''-''"--'--'-~,.....~-'.O.,---::--
.. s µ. '° qo .r.~ .. 

A la izquierda se muestra la curva de un paciente con 

una anemia macrocítica (Fig. 4) y cuyo volum~n celular medio -

es de 115 fl clásico de la anemia magaloblástica ese paciente, 

tratado con B12 o folato, tendrá una respuesta reticulocítica. 

A la derecha se muestra la curva de un pacif:nte con ane­

mia microcítica y un VC~ de 74 fl lo más probable es que se -

trate de una deficiencia de hierro, después del tratamiento -

los eritrocitos tienden a un VCM de 90 fl y van a aparecer C,9: 

mo una segunda población a la derecha de la microcítica indi­

cado por la linea sólida (Fig.5). 

1: Los reticulocitos son considerados como eritrocitos 

inmaduros puesto que estas células sintetizan hemoglobina en 

pqueña proporción ya que conservan, RNA y nitocondrias, y -

pueden ser distinguidas en tamaño y color. 
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El ADE resulta de utilidad para orientarno& entre los di­

versos dPsordenes anPmicos. La distribución de cPlulas eri trni 

des de- un paciente dado, muestra un volumen corpuscular medio 

de 75 fl (Fig.6} pP.ro la arnpl ia distribuci6n produce un aumen­

to en la distribución f!'stándar, lo cual conduce a un aurnP.nto -

en ~1 ancho dP la distri.buci6n de eritrocitos (AOE}. 

V~LOP. ~ 

¡r\\= 
ENFERMEDAD CRONICA • 

NORMAL • DE= ADE . 
~ PROMED !O NORMAL 

DE ADE 
~ DEFICIENCIA DE HIERRO 

ADE=l3Y.; O.E= ADE ANORMAL . PROMEDIO 
• 1 

i 
7$ fl f!g,6 

Variaci6n del ADE con rf'lación a diferentes enfermedades. 

El ADE de un paciente con anemia secundaria a enfermedad 

cr6nica indicado por la línea sólida permanece normal a pesar 

de la microcltosis, debido a que la población de c-ritrocitos -

es pequeña. 

Estos Pnfermos tienen mucho menos anisoci tos is 6 varia­

cl6n en el tamai'lo de la célula, que los pacientes con anemia 

con deficiencia de hierro (fig.6) 

Por lo tanto, pesP que el volumen de su célula media P.S 

f'!l mismo que el de un paciende con dL"fir.iencta de hierro, la 

desviación estlíndar de la población no aumenta y e-1 ADE per­

manece normal. 
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l'so clínico: El Dr. Bessmon ha propuesto una clasificación 

de los estadoa de anemia utU izando las mediciones de A.DE y VCM 

VCM BAJO VCM NORMAL VCM ALTO 

ADE Microcítica Hormodtica Macroc!tica 

NOHMAL tlomoeénea Homogénea Homogénea 

ADE Microcftica Normor. f ti ca Macrodtica 

ALTO Heterogénea Heterogénea He tProgénea 

Cl'ADHO 1 

En el cuadro l. las am.•mias Microcíticas homog~neaa esta­

rían representadas por la tala!iemiu heterocig6tlca al.fa 1 y -

alfa 2 y, beta talaflemia menor asf como Ja anemia de enferme­

dad cr6njca. 

Aquellos con VCM normal y ADE normal incluirán a pacient~s 

oin patoJog(a eritroide, anemia de la enfermedad crónica, hcmo­

globinopat!aa no anémicas tales como trazos de hemoglobina S -

y hc>moglohina e que reciben transfusiones o quimioterapia, leu­

cemia grnnulocítica crónica, leucemia linfocítica cr6nica no -

compJ icada, hemorragia, esferoci tos is hereditaria y formas ané­

micas de deficiencia de enziman o anemia hem61 i ti ca autoinmune. 

En los pacientes con VCM normales pero con ADE elevados -

esperaríamos deficiencias nutricione}P.B tempranas tfll(>s como -

la deficiencia de hierro, la deficic-ncia de vitamina 812 o fo­

lato, las hemoglobinopatían anémicas, lus mielofibro5iB o las 

llamadas aner..ias por metaplasia mieloide agnogénica, 

Las anemins macroc!ticas caractt~rizadas por VCM elevado 

y ADE norm~l. incluyr.n principalmente en an~mia aplástica ad­

quirida, alr.1m0~ pacientes con enfermed¡:id hepática no complic! 

da y ocaaionnlmrmte pacicntea con anemia perniciosa. 
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Laa an,.mias macroc!ticas con ADE !!levados gem.Pralmente re­

presentan paciPntea con dís~ri tropoyesis u otras anf'mias macro­

cítica5 complicadas lalPs como la deficiencia de vitamina 13.12 y 

o la deficiencia de folato, sindromee de hPmOgiobinas SS o e.gl~ 

tininas frias. 

HISTOGRAMA DE Pl.AOPETAS 

lO 20 fl 

Esta distribución de 1ogari tmo normal de plaquetas tiene 

un fondo sombreado que representa el histograma normal (fig.6) 

fig. 

2 10 20 fl 

El recuento y la distribuci6n de tamaño de las plaquetas 

se realiza en la apertura de f"ritrocitos, partículaFi entre 2,0 

y 20 fJ son contadas como plaquetas. 

Los datos mostrados como una línea sólida en la figura 7 son -

ana} izados por un juf~go de criterios y ajustados a una distri­

buci6n logarítmica normal QUP se extíf'ndc de O a 70 fl. el re-

cuento dP plaquetas se dr,f'ivo de esta curva. 

30 



DISTRIBt•CIOtl DE PLAQt 1ETAS E IHTERFEREllCIA 

l.as part[culas de tamaño aproxim<ido al de las plaquetas, 

puedfl'n lnterf*'rir con Pl rf>c:UPnlo y el histograma de plaquetas, 

las part(culas pequeñas, tales como las microburbujas o polvos, 

llegan a traslaparse en f'l extremo inferior, Los Pritrocitos -

l'llicroc[ttcos pur.den introducirse en el f"xtremo superior. El pr2_ 

ceso de ajustf' de la curva P.1 imina la interferencia en los ex­

lrPmou supt>ríorf's P inferiores mediante umbrales de manera que 

se pueda obtener un recuento correcto <fig. B). 

Si Pl recuento de las plaqueta!l es menor de 20 000 hay -

un rechazo de la curva ajustado y se codifica como error. 

La codl.ficaci6n de error tiene lugar si el modo del his­

tograma de pi aqueta a es mPnor de 3 fl o mayor de 15 fl si la -

curva es negativa o si el ancho de distribuci6n de plaquetas -

ea mayor de 20, la codificación de error da por resultado un -

error do por resultado un cálculo incompleto; los reGultados 

no son proyectados o impresos. 

r-lul'J\e.-t.O 

il6Lr.T'"º 
D• 

"'e-. ....... ni.. 

GRAF!CA DE VOLt'MEU PLAQt•ETARIO MEDIO (VPM) 
( BESSMAN) • 10 

VPM 
fl 

(Volumen 

plaquetarig 

""'dio) 

7 

200 

PACIENTE C(JN APROXIMAD.W,EtlTE 
210 000 y t•N VPM. DE 7 fl. 

30D 400 500 
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El volúmen plaquetario medio es una medida del vol úmen -

promedio de las plo.quetas, de manera que tiene QUE" ser consid!, 

rado conjuntamente con el recuento de plaquetas. 

Esto es ilustrado por la grafica elaborada por el Dr. Bessmon 

de la 1'niversidad de Texas. La grafica muestra que los pacien­

tes con un recuento bajo dP. plaquetas normalmPnte tienPn un VPM 

más alto y los pacientes con un recuento de plaquetas más alto 

tienen un VPM más bajo. 

El paciente indicado por f'!l punto en la grafica antPri nr -

tienP un recuento de plaquetas de aproximadamente 210 000 

y un VPM de aproximadamente 7 fl este VPM es bajo para el 

recuento de plaquetas. 

El Or. Besemon sugiere que el VPM valioso para identificar 

una variedad de estados clínicos. 

SIT1'ACIONES CLINICAS DONDE EL VPM ESTA ALTERADO 

VPM ALTO 

-Desordenes mieloproliferativos (mielofibrosis) 

-Purpura trombocí topénica idiopática. 

-Esplenectom{a. 

-Leucemia granuloci ti ca crónica. 

VPM BAJO 

-Hiperespl eni smo. 

-Post-qui miolcfrap ia. 

-Anemia m<>gnloblástica. 



HISTOGRAMA DE LE!ICOCJTOS. 

EJ histograma de lf:ucoci tos provee datos sobre el tamaño 

promedjo de la céJuJa, distribución de células: sobre el tama­

ñoa medJo. 

-P1.rc1Pnto de J 1nfoc1 tos + número absoluto 

-PorctPnto de granulocl tos + número absoluto 

la utilidad del histograma de leucocitos es la de recono­

cer Jos elP.mentos inmaduros, en P.Ute las células proyectadas -

no son de tamario nativo. 

El ag~nte J ftico actúa sobre las membranas y citoplasma -

para provocar un encogimiento de Jos diferentes tipos de célu­

las rfe mant>ra quP. pueden ser identificadas tres poblaciones -

que son: la QU(' corresponde a linfocitos, una población media 

de c/;JuJas r'lOnonucleares y una tercera población, que corres­

ponde a loa eranulocitos. 

En el tratamiPnto con el agente lítico (LYSES III} todas 

laa células rojas sr. estrornalizan. 

El citoplasma de los lcucoci tos no es visible ya, puesto 

que ha sido eliminado de la cPlula o se ha rmcogido, en lugar 

de ver la esperada morfología de Romanovsky para los leucoci­

tos, se ven células pP.queñas, medianas y grandes, reflejando -

principalmente su tamañ() nuclear. 

Al Jado drrecho del histograma se ve el recuento de leu­

cocitos detPrrninado en la apertura y derivado del histograma, 

sn obtitme el porciento y número <tbsoluto de las poblaciones 

lcucocitarh1s, {fig.9. 
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Se observan tres poblaciones derivadas del histograma de 

leucocitos. En el ejP. x del histograma son observadas cuatro -

regiones a 35, 90, 160 y 450 fl ( flg, 9). 

Hay ciertas carncteristícas esperadas de las curvas en e! 

tas ubicaciones, debe haber un valle entre las pobleciom~s de 

J infoci tos y células mononucleares, al igual debe de haber 

otro valle entre la población de células mononucleares, y los 

granulocitos (fig.9). 

El instrumento espera detectar ciertos valles de la curva 

en cada localidad, la computadora en el instrumento utiliza e! 

tas ubicaciones o umbrales para determinar las tres poblacio­

nes, usitndo Jan siguientes f'6rmulas: 

ECl'ACIONES PARA EL % DE CAPA POBLACION 

Purcientos de linfocitos: ____ A"l'--- X 100 

Al + AM + Ag 

Porcientos de Mononuclearcs ----""'AM--. ___ X 100 

Al + Am + Ag 

Porcientos de granuloci tos= X 100 

Al + Am + Ag 

- donde Al .área de linfocitos. 

- donde AM área de monocucleares. 

- donde Ag = áren de granuloci tos. 
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Las ubicaciones son aproximadas, el instrumento en reali­

dad usa umbrales fJotantPS, o la técnica de la ºbusqueda de un 

valle" para determinar la posición de las poblaciones -en una -

muestra individual, estas regiom~s se usan para identificar -

posibles anormalidades de la distribución dP leucocitos que -

normalmente ocurren a 15 fl o por encima, de manera que Ja re­

gi6n por debajo de los 35 fl debe Astar limpia. Sin t'!mbargo si 

hay partfculas presentes talPs como plaquetas agrupadas o gi­

gantes ,eri trae i tc...s nuc leados, proteínas o partículas lipidicas 

resultantes del uso de una nutrición totalmente parenteral, 

entonces se obtiene interferencia en/o por debajo de los 1~ 

fl el instrumento señalará esta condición con una Rl (f1 g.9). 

En dicha figura tambien se observa una región R2 que es el á­

rea que se encuentra entre las poblaciones de células mononu­

cleares y de 1 infoc i tos que son mayores que lo normal 1 tales 

como J as vnri antes o lo~ linfocitos llamado:. reactivos de mo­

nonucleosis infecciosa 1 linfocitos anormales, algunos casos de 

casos de células inmaduras, pequeñas céJulas plasr.i5ticas o en 

algunos casos, eosinofil {a o basofilía puedP.n producir inter­

ferPnf'ia 1quí, puedc•n gPnerar una SPñal R? ~n Pl instrumento. 

Por la situación de la regi6n R3 que se eni::u~ntra entre 

las poblaciones mononucleares y de gran u 1 oci tos se denota un 



aumento en los granulocitos inmaduros u otras poblaciones de 

células anormales, elementos inmaduros de tipo mieloide y eo­

ainofilía, pueden producir una señal R3. 
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\lna anormalidad en la regi6n de la extrema de-recha de la 

curva puede producir una señal R4, la causa es un r~cuento al­

to de granulocitos absolutos, si es afectada más de una de es­

tas regiones, puede dar por resultado un señalamiento. m\,Jltiple. 



FORM11LA LEl'COC!TARIA Al'TOMATIZADA 

El análisis f'!PctrrJnico del volw~Pn de los leucocitos so­

br.-. el cual Pstá basado PI mPtodo para la detf'rminación del 

porcPntaje dP l infoc:j tos ha sido usado desde. 1967 {GuathlPr y 

Van D: l Ja). 

EstP ha sido valorado com0 un posiblf' au>ciliar en Ja cue!l 

ta di fPrenc ia J dP l eucCJc i tos ( HughPs-Jones 1 g74, EngJ and 1975 

y 197f,, 'it:ycht>rlt•y 19711, WPstring 1969 y ObPrjat 1970). 

Snt:.re un control condicionado que provf"e Pl rpactivo iso­

tón1co en t':or.ibinación con la solución estroma! izan te ocurre -

una rPacción qufmica la cual pPrmi tP distinguir pntre dos dis­

tintas poblacionPs dP: lPucocitos, Pn base> al rango de volumen 

de mPdic1ón dfll mPdio Pl cual varía PntrP. 45-99 micrometros 

cúbicos. 

Denis B. Dorsey, propuso Pn 1963 que la constantP. relati­

va de los !nd ices de las cP.l ul as sangu {m'!as podrínn ser usados 

en el de~arrolto de Ja instrumPntación. 

Estas técnicas han sido mejoradas por Brian Bull, sobre -

el término xb tambiPn llamado ''PromPdio de tamaño celular" US!!_ 

do en los paneles. 

Por otra parte los ~ ~flujo pernitPn un análisis 

rápido de numf"rosas células, que incrementan así la Pxacti tud 

dP.l recuento y detPctan componentPs que figuran en pequPñas -

cantidades. 

Para disttnguir el tamaño celular se utilizan las medidas 

de dispersión o conductividad de la luz. Además los elementos 

sanguf neos se carac tPri zan, además mid if'ndo l u absorción 1 umí­

ca, ya sPa dC' ct.">lulas sin teñir o tPñidas, así como la fluorP.!l 

cia dr los componentPS celular"'s tras la tinción con coloran-
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tes fluorescentes. 

En algunos sistPmas pucdP.n mPdír simul tánPamPntP dos o -

más parámPtros, como la dlspersi6n y la absorción de la luz en 

una o más long i tudtos dP onda. 

La morfologfa celular puede obset'varse sin fijar, minimi­

zando la introducctón de artefactos y prrmitiendo la SPlección 

subsiguiente dP células para su caracterizaci6n. 

llsando al sistPma explorador df' hendidura con una banda -

df> 1 uz sólo unos mlcr6mPtros de anchur<'l, Ps posible determinar 

la relación Pntre los diámetros nuclearPs y CPlulares para Jas 

distintas células y la interferencia por macrocítas se reduce 

al mfntmo. 

Tratando las muestras con agentes líticos los "fantasmas" 

celulares son eliminados del examen en un medio dt> suspención 

de índice de refrar;ci6n tal que no son detectados. Las plaque­

tas son suficicntemrnte pequeñas para no intPrferir. 

Al componente analítico dt>l sistema hay qu~ presentarle -

las células aisladas, lo cual se logra util,izondo un flujo ce­

lular con una corriente de muestra rstrecha (por cj.úO micro­

metros) para evitar la oclusión del pequeño tubo capilar por -

grumos o residuos celulares. La suspenci6n se C'lbre con una -

capa de l {quido inerte de Indice de refracción idéntico al del 

Uquid0 de muestra. 

A partir d('l sistPma Coul ter, y ante el constante incre­

mento y consumo de tiEmpo para tener un análisis de rutina de 

ta cuenta diferencial se desarrollaron dos sistemas de a:náli­

sir; (19'/f}) r1u'..nmatiz:mdo para el análisis dP ta misma. 

F.l primf'>r' n:odf>lO r'c>conocido, lle'>'a a ca.bo la cuP.nta di­

fl:'rf'nci<:d ::u-,diantc el uso dP un microscopio automatizado, 

u::>ando 1Jn <>xtr~ndido trdi.ido por la pcapin mi)q1Jina, entonces la 

lf.i distríbución d,. los difert>nte>s subtipos de l~ucocitos ocu­

rre outomi.itícamcntf" de acuerdo al criterio morfológico. 



Entrl" 100 y 1000 cPlulas puP.dera ser contadas d€>p~ndiendo 

o:if l tq,":I rJp ~.,.Jr::IPln •JSi-;tr1r;l(J. 

l-:·s s1st1·r-.<tr. df-' n·i:on(Jcirr.ir·nto de modelos celulares Pm-

·~fcnir::a •:i~· 1:1 PXt<"n~10n o ·-.1n 11,~._,_.d,) "t;11ador". La ti>cn1c:a hil!_ 

rfor•1 í·r"'Ai1-1rf> 1m:J ri1str1buri6n ;n1forne dP las cf.\tJlns sobrP el 

port:.1-.riJr•t.vs. f:'IPd iant,.. Ja fu«r~~ cpntrt f1.g-.i ;Jpl icad3 por rota­

r.i/Jn r-"1r.irja did píJrt<ir,bjPt(JS. PostPriorr•entP t•s teñido y an<:ill 

zad'J :1 tr:uí•.c:; rJ1· un...1 i0jgt>n d1gi.~<.il, 1Jtilizan,jo un s1~terria de 

tel~v1s10n mirrnscc'ip1cn inlf~rcalado con una cr:;mputadora. 

El P'.J1·tw>toj1>tr..1s f"S movido automáticar.iPntP SDbr" una plat~ 

forl"la mPr:Íln1ca y Jns ci•lulns sr c-t•ntr'an Pn rl campo di? la ima­

?,f>O, las d1 f1>rt>nc1as d" color SP miden por exploraciones cons!:, 

rutiv;1!; !je la r:t~lula uttl izando filtres de> color, dPbidamente 

sr>lecrionadrJs para la tinción se valoran los hallazgos citoló­

gicos tales como tamaño c-Plular, tamaño r.1clear, forma. nuclear 

tP.xtura nuclear, densidad nuc- lenr, co 1 or e i topl asmático y te! 

tura citoplasmática y se t•stablecr mod1~los n0rmal~s para célu­

las conocidas. 

Las caracterbtir:~s d1• las células desconocido1s se compa­

r:'ln c•1n los modPlos c-onocidos en la memoria de la cor:iputadora 

y la cPluln P.S ldPnti f1c.ida co~o un tipo particular cuando 

exist<' un númPro suficiPntP dP r.aractPrística~:. sir.ii l:irf':l, r.:on 

tales rnf.todos f',P puPdPn clasificar con prr>cisión linfocitos, -

monocitos, nPutr6filos, (•osinófilos y bnsófilos. 

fl !H"r,11r,d" r~.0d.,,lo (1':379i 1,tiliza tm ~ist.i•ma C:ltoq"Jfr.dco 
qut• PJPl'."'uta ""! on5.1 isis rjp cina r:-.urstra •.;:;ngrP-g·¡ta (.7,¡crcr:•,~f'.s-

tra) d¡rrct:Jr..,~fltP ·fr• U!l mr)d0 rfr fluJO •'Oncf·n~.ric:i, J.:, distri-

bución di• 1:1s dif•'rPntf'S cPlu1as sc> !..ltl 1 iza ¡'<lrtt mi•dirln.c. y -

caructprizarlas a ¡;art1r ¡jp dm; parúmPtrns: ac•w1vidad Pnzinñ-
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ti ca y volumen crJ u 1 ar. Los dos par5m(>tros t.nu annJ i ZíidOP fin ~ 

canaJrc (prroxidoda, rstrra.su y <i7.ul dr> alri;in o ht>p<lrinn) S(" 

ana.lii~ lP,fl(}O, C"Plulrrn pr.ir c-annl ñ l(lfl{'I Pn rnsn dí' )t"'w·rip1>nia. 

~:~>tf• sif>tf•mu conocido como lwm;¡}1lr. ll p;ir:i J~ fñrmuJa lru­

coc1U1rin e~; 1m dl!~pof;1t1vo dP flujo quP cl;1~~ifica a las c-Plu-

r>or1 idr•ntífií'ad<JS t•n un C'a1111!, !ns monocitfJ:~ 1•n otro y una co:!! 

binrtcilm d1• 1 i11foci tos, nPutrlifi los. PfH·;inf1f1 l i~!"· como cP.Julat". 

grandPs nin cJfJS.ificnr y l'c;lulas df" pProx1rfns.:1 1•lt•v<1da en un -

tt•rr:er canal. 

tos basclfilos SP. detectan trás In Undón ron un co.loron-

1.e llwtiado azul d(> ulcian, utiJ1znndo la tf-rnir;a de pH f.icido, 

sales de amonio cuatf'rnaria P inonf>s lantano, qur• minimizo ln 

tincitin nuclrcir con ('Ste colorante. 

Los monoc i tos s1• id!"?nti fj can como grandC's c(. lulas QUI:' ~e 

tiñPn intPnsomc>ntt> por actividad dr. PslPrnsn ínrspí>cffica raed! 

da con un sustrut.o dn nnfti lbutirato y ac-oplamir>nto dc>l produs_ 

to a naftol con fur.sina biísica diaz:ada. 

A la mezcla rf'ar.lívo le añaden inhibidorf's de Ja f'Steresa -

d<' 1os neutrófiJo5 y PI plasma~ 

l.or. nr-utrófi1os y lnr; eosinófi loi-> f;~ tdentífic;in por la -

Uncif¡n rJ" la pProxidasa, ut.i.li::<Jnrh 1ina tnt~.:cla dr '1-cinro, 1-

naftot y rwr'i1x 1 d(, d~· h i drt)w•no a p!l J. 2. 

Lns ("f.lu!a:; se fijan ctin ftJrmold<"hidn ontf·:. dt• la tinción 

c-on pj fin d(• :1:;Pt_;1Jrn.r la local iznr.i6n d1• la enzim,1. 

ln> t·n•:1n6fiJm.: 5f~ diff'r<-neian dr l0s nPutrtifilos por su 

: rnr.¡Qn <i" lJCroxida~:.i más i11ten00 qur> PI resto df~ J;,,5 célu1a~. 



eran de los eosin6filos por la dispersión de la luz. 

los monocitos. los Jinfocítos ''reactivos" y los granuloci­

tos inmaduros no se tiñen cf'>n loa reactivos de peroxi dasa y s~ 

detectan por su aspecto de "grandes células sin teñir". tos li!! 

foci tos se identifican como pP.queñas células sir. teñir. 

Este zistema permite la c:Jasificaci6n de 10,000 células -

r..or minuto en cada canal, los resultados concuerdan con los re­

cuP.ntos manuales dP. 200 ó m.is células. Este sistema también ha 

sido usado para t>l análisis de variación en el recu""nto de los 

basófJ Jos en algunas patologías, y sistemas similares han sido 

utillz.adoa para el estudio de le·i~emia en los que la actividad 

de Psterasa monoc!tica es importante. 

Se han desarrollado equipos comerciale5 que utilizan estos 

principios. El ~ ( Leucocyte Automatic Recogni tion Computer } 

incorpora un portaobjeto computarizado que registra las coorde­

nadas de cada célula contada de suerte que las células no clas.!_ 

ficadas pueden ser revisadas visualmente por el operador. La -

claaifícación determinada por el operador es incorporada des­

pues al recuento final. 

EL clasificador LARC ha sido sometido a una verificaci6n 

de campo 1 imitado y pare.ce proptJrc ionar rcsul tados comparables 

a los procedimientos estándar, salvo que los recuentos de neu­

tr6fi los en banda son más al tos que los obtenidas con métodos 

manualPs. 

Nn obstante el l.ARC y los mf>todos manuales son equivalen­

tes e>n la dP-t.Pcci6n de la "desvinción a la izquierda", las cé­

lulas anormales son detectadas con seguridad par el sistema -

automátic:o. El anal is ta puede explorar el portaobjeton can re;! 

pecto a la morfología eritrocitaria y la estiml'ición del recue!l 

to plaquetario. 
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El sistema ~ utilizo tamblén un método de reconoci­

miento de modelo computarizado para identificar las células nu­

cleadan en extensiones de sangre teñidas con el colorante de -

Wright, el morfolofo revisa la preparación respecto a su cali­

dad y tinci6n, valora la morfología eritrocitaria y el recuento 

plaquctario, selecciona unn zona de la extensión apropiada para 

la fórmula leucocitaria y activo el sistema electrónico. Se PU! 

de programar la máquina para que se pare nnte cualquiera célula 

no identifico.da, de modo que pueda realizarse la identificación 

visual. 

El sistema reconoce neutrófilos segmentados, en banda, l i!:!_ 

focitos, monocitos, cosin6filos y bas6filos. 

En ensayos preliminares realizados en un laboratorio clin! 

co se ha obtenido un acuci-do satisfactorio entre recuentos dif!:_ 

renciales manuales y los recuentos automatizados. 

TECHN 1 CON fl l 

La tecnología inovadora del analizador. hemat6logico TECH­

NICON 11 1 permite evaluar el estado clinico del paciente a tr!! 

vés de una combinac~6n de resultados numéricos, marcadores 

morfológicos, ci togramas e histogramas. 

El sistema coprende marcadores basados en una nueva tec­

nologia, que produce información adicional, sobre las células 

rojas anormales, que sirve como auxiliar para el d1agn6stico y 

en ocasionr.n para el tratamiento. 

Alguno!} !Ü'.,;t<>l'las antecesores de Technicon 111, el O y el -

r:iooo, utili::an fd pri11cipio de la citometría de flujo¡ con es­

te método, se efectúa un conteo completo de las células blancas 

y un conteo diferencial de las célulan morfol6gicamente no -

mnduras, incluyendo también la morfología y conteo de 
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las cPluJas rojas. 

En esta tecnología se involucran t.:.res tipos de marcadores 

o funciones: 

- reacrionP.s citoqu(rntcas que pri;paran a las c~lulas blancas -

para P.l análisis. 

- medidas c1 tor.iPtricas PSpPcfficas de Jas propiedades de las -

cPJ .las. 

- conv<-rsiones por algc·ritmus, quP. transforman las mPdidas ci­

tométricas Pn resultados familiares para la clasificación y el 

conteo. 

En el sistema estos marcadorP.s (funciones) has sido apro­

vechados y Sf' han ampliado su uso, bafiándose en una nueva cit5?_ 

metr!a y J uz experimP.ntal de barrido y se han adaptado a la -

nueva tecnología comput<iri zada '/ desarrollado nuevos algori t-

mos. 

El sistema fil consiste de cuatro canales: 

- Hcmogl ob ina 

- Peroxidasa 

- Células rojas y plaqLJetas 

- Basófilos / canal nuclP0lobular 

l.- Hemoglobina 

El método usado para la medida de hemoglobina en el H 1 

es una modificación del precedimiento tradicional de la cia­

nometahemoglobina. 

La supP.rf1cie de las c~lulas rojas se 1 isa causando la l!. 
beraci6n dP la hemoglobina, la protc~fna desnaturalizada y rl 

grupo hPmogl0bina se solubiliza y SP combina con cianida, la 

mezcla resul tantP. se lee colodmetricamentP a 5a5 nm. 

2.- Peroxid:isa. 

Las células rojas se lisan y las células blLtncas se ti-
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i'len con un cromógeno y peróxido de hidrógPno como sustrato, e!! 

tonces se forma un prPcipi tado negro con Jos granules prima­

rios que contienen pcroxidasa. 

La intf"nsidad de la tinción dppende de la actividad dP Ja 

peroxidasa, Jos PosinófiJos tiPnf'n una actividad más intensa -

que los neutrófilos y Ja actividad de la peroxir1a!Hl dP los mo­

nocitos es más dPbiJ. 

La pProxidasa no f'Sta prPSPntP en los linfocitos y si no 

se tiñen Jas ~PJulas se Jps dPnomina c-PJulas grandes no tPñi­

das (Ll'CS), 

Las células se mueven rápidamente y al mismo tiempo pasan 

a través de un par de drtectores rn un canal óptico. 

l'no es detector de campo claro y es más srnslblP a los di 

ferentes grados de absorvancia, en baoe a la intensidad de -

la tinción. 

Las células son curacterizadas por una combinación de la 

medición del volomen y la actividad dP. peroxidasa. 

El barrido es interpolado en el eje de. la "Y" y la absor­

vancia en el eje de las "X". 

Cada célula se representa como un punto, la posición del 

punto depende de la combinación de la luz de barrido y de la -

absorción por la célula. 

Miles de células son analizadas por segundos, se usa una 

computadore~; P'Jra d1~finir y analizar los agrupnmientos, r.onta!! 

do lélS cP1ul;1s Pn cad<:1 agrupamiento y clasificándolas sobre la 

b<:i.~P dr- la infr.rrnnción almacPnada en la computadora. 

Las medidas de los canales dP. peroxidasn son utilizadas -

pt!rn la cw'nla di fr!rencinl y total de las ct•lulas blancas sin 

tomar en cuf'nta Jos basófilos. Este dato aparece en el repor-
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te final. 

Se usa un nuevo parámetro para medir el índice medio de -

p~roxidasa de los neutrófilos y también corno medida de la in­

tensidad con que se tiñen. 

3.- Canal basófilo / canal núcleo lobular. 

El canal núcleo lobular se emplea para la medida de la -

conformación de Jos núcleos de las células blancas. 

El método se b.:isa en la observación de las células blan­

cas cuando son sometidas a pff al tas, en estas condiciones la -

membrana y el citoplasma de los neutrófilos, eosinófilos, lin­

focitos y monoc1 tos se eliminan y se libera el núcleo. 

Las membranas de los basófilos sin embargo permanecen in­

tactas, lo cual nos permt te su recuento por separado. El canal 

núcleolobular ci tométrico ha sido programudo para distinguir -

los Jeucoci tos por las diferencias en el modelo nuclear, 

La ci tome tría se basa en el laser que mide la luz de bil­

rrido en dos diferentes ángulos, uno bajo y otro alto. 

El ángulo de barrido mide el volumen; como los bas6filos 

son resistentes a la lisis y permanecen intactos, entonces su 

ángulo de barrido es más al to que el núcleo desnudo de los o­

tros leucocitos, así los bas6filos aparecen en lo alto del eje 

vertical. El umbral de fijación horizontal separa los tasófi­

los del núcleo de otros l l?ucoc i tos. 

El ángulo de barrido al to f!S rP.sporisable de los mícleos -

l<b.J.lad'.lS n segmentados, estos y el ángulo de barrido se seña­

la set.re el el taplasma, 

Con la relación P!-!M/Mtl (pal imofonuclP-ar/mononuclear) se 

obtiene el índice de lot..ularidad (LI), este nos indica el gra­

do de segmentación de los pal imorfonucleares 1 el valor bajo -

sugiere una desviación hacia la izquierda. 
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Los blestos aparecen a la izquierda de las células monon.!:!. 

clarea sobre el eje de l&s 11 X11 y son contadas separadamente -

por sus marcadores. 

MARCADORES DE WBC 

EL marcador de la desviación hacia la izquierda se incre­

menta en una muestra con neutrófi los no segmentados. 

En eJ ci tograma nucJP.ar hay dos picos de población uno dP mon!:?_ 

nucleareu y otro de pol imorforiucJeares. Hay un valle bien drf! 

nido que se presenta entre el núcleo de los pol imorfonucleares 

y mononuclr.ares. El rnarcndor aparPce si hay un incremento en -

el índice de segmentación. 

El [ndice de segmentación ~s relativo a Ja posición donde 

está el pico poblacional de estos dos tipos de células nucJea­

das. 

r.:sto ocurre sobre el eje de las "Y. 11 del ci tograma nuclear, 

cuando eJ número de neutr6filos no segmentados se incrementa, -

el pico poblacional se mueve hacia la izquierda y por Jo tanto 

el índice de segmentacion decrece en relación al valor normal y 

el valle entre las dos poblaciones se hace menos pronunciado. 

La combinación de los [ndices de lobulación y la presencia 

o ausencia de vaJ le denota en mayor o menor grado el marcador. 

MARCADOR DI:: BLASTOS 

A causa de su particular estructura interna el nUcleo de 

los blastcs y otras células mononuclear"es anormales se ubican 

h:;iria Ja p;"lrte izquierda del eje de las "X" en el citograma -

nt1clcar y usualmente se agrupa con los mononucleares. 

El porcenloje de células mononuclf'ares se contabiliza co­

mo porciento de blnslos b' y se r(>porln cor.10 LAB SCREEN 



MARCADO ATYP 

El marcador de linfocitos "transformados" se deriva de la 

información obtenida de la peroxidaea y el canal nuclear lobu­

lar cuando el porcentaje de LllCs (células grandes no teñidas) 

se incrementa y este no puede ser contado completamente por un 

incremento f'n el "b", las células remanentes se reportan como 

linfocitos transformados. 

MARCADOR IC ( granuloc i tos inmadurns} 

Los granulocitos inmaduros tal como mielocitos y metamie­

locltos, no se presentan normalmente en sangre periferlca. 

Estos pueden aparecer en desordenes mieloproliferativos y 

ocupan pos ici enes dentro del ci tograma peroxidasa en las regi,2. 

nes de la población de eosinofilos y neutr6filos. 

A causa de que el índice de los granuloci tos inmaduros -

son no segmentados, aparece con un núcleo mononuclear en el ca 

nal nuclear asi como con los polimorfonucleares. 

Si la suma del porciento de neutrófilos y el porciento de 

eosinofilos del canal de peroxidasa es más grande que el por­

ciento de polimorfonucleares del canal de basófilos/lobulos -

el marcador IG aparece. 

ttna variante adicional de estos sistemas es la tipificación de 

11 nfoc i tos. 

HETODO DE LA PEROXIDASA 

La reacción de inmonofluoreci:-ncia se emplea en la subti­

píficación de los 1 infoci tos. 

En este método la sangre total reacciona primero con un 

anticuerpo monoclonal específico el cual se une a los recep-
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tares de superficie de cada ·célula, un segundo anticuerpo marc!!_ 

do con biotina interactúa con P.} anticuerpo monoclonal se adi­

ciona en seguida un reactivo dP avidin-peroxidasa y se tiñe por 

un metodo r>imilar al dPl canal de la peroxidasa. 

Los linfocitos quP han sido marcados por la rPacci6n de -

inmunoperoxidasa aparecen entre la población marcada de linfo­

citos y monocitos: las células con peroxidasa endog(>na por eje~ 

plo, neutrófilos, eosinófilos y monocitos se tiñen intensamente 

y aparecen a la derecha del citogrma. 

MARCADORES MORFOLOG!COS 

El H 1 tiene un sistema dr marcadores para la morfología -

anormal, con los cuales alerta al operador para una revisión -

adicional. 

Tal como el examen microscópico de la sangre, algunos marcado­

res son graduados en cruces (desde una cruz hasta cuatro cru­

ces) qur con generados por una serie de pul.sos. 

I.a forma de reportar los marcadores morfológicos se dan en 

tres columnas: 

la columna: PARAMETER se enlistan Jos marcadores. 

2a columna: S\tSPECT se registra los pulsos o una carta para -

ideñtificar las anormalidades. 

3a columna: VERIFY: un espacio sobn~ comentarios después de la 

revisión visu.al del frotis sang{neo y otra verificación de los 

rr.nrcadores 

MARCADORES 

kBC; Hay ~eis mnrcodores morfológicos para los ertiroci tos, los 

cuales indican el grado de severidad, hay uno relacionado con 

el Volúmen: anisocítosis (ANISO), microcftosis {MICRO). y 

macror. í tos i ~; (MACRO}, 
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ESTA iESlS 
DE LA 

NO DEBf 
BIBLIOTEGA 

Hay otro relacionado con la con:Pntración di'? la hemoglob!. 

n'1 cor~·JscuJar o r.olor (hPmoglobinizacién) anisocromfa (VAR) 

hipócrrJmia (HYPO} hip~rcromfa CHYPER). 

EJ marc:1d0r dP RBC se da f>O cudtro dígitos. 

El primPr dfgi to corresponde a la distribución del RBW (distr!. 

burif.,n dP globuJos rojos) 

Pl :;Pgundo da el volúmPn (macro o r:iicro) 

,,.1 tPrCP.ro HOW concPntración de hemogl obi.na y 

t>l cuarto el color (hipo o hipt>r). 

MARCADORES DEL VOLl•MEll 

El rango normal para et volúmf'n ct"luJar individual de los eri­

tror: v)s PS PntrP 60-1?0 fl como indicadores de los límitr.s -

marcados en Pl histograma dP •1olúmen RBC el cual demustra la 

distribución dPl volúmP.n célular por cP.lula. 

MARCADORES DE COLOR ( RBC) 

El histograma de concentración de hemoglobina representa 

la distribución de hPmoglobina celular individual dP. la pobla-

ción sanguínea, Los 1 fr.ii tes nurmales SP consideran entre los rangos 

de 28 g/L 41 g/L 

El marcador VAR Si? basa P.n la distribución de hemoglobina 

P.StP se desvf.'"l dP su valor si los valorPs son más al tos que -

los normaleos, 

El marcador de e-olor de células con una concentración de 

hemoglobina mPnor dP 28 g/dl se considera como hipocromía y -

CPrca de 41 g/dl como hipercromía. 

El porciento de células normocrómicas, hipocrómacas e 

hipercrórnicas se dislribuyen entre estas categorias. 



RESllMEN 

Comparando las ventajas y desventajas de los métodos auto­

matizados con respecto a los métodos manuales, en el aspecto -

tecnológico se observa una marcada tendencia de uso en el tra­

bajo de rutina hacia los métodos automatizados. ya que nos pr~ 

porciona una gran gama y versatilidad de parámetros de uoa 

muestra analizada. 

Esto proporciona un panorama de apoyo en la evaluación del es­

tado clínico del paciente y a la vez resulta de gran utilidad 

en ciertas ocasiones como factor determinante en el diagn6sti­

co1 terapia, tratamiento, seguimiento y pronostico del pacien­

te. 

El costo del equipo se considP.ra como una 1 imitan te ya -

que en muchos laboratorios no se cuenta con posibilidades eco­

nómicas para adquirir un equipo como este. 

Otra limi taci6n es el manejo y mantenimiento ya que ente equi­

po es muy sensible y delicado. 

Constituye un problema la interpretación de las discrepa!! 

cias entre los datos aportados por el sistema automático y los 

datos aportados por los métodos tradicionales de recuento dif~ 

renciel. 

Aún el problema es el costo del equipo, ya que su cuidado, ma!! 

tenimiento y manejo deben ser minuciosos, no obstante hay una 

tender.ele en disminuir los costos generales de las pruebes de 

laboratorio además los análisis así obtenidos demuestren una -

disminuci6n de los errores técnicos accidentales, aumentando -

así la cn.lid.:ld de las resultados, comparando can los métodos -

mnnuales de recuento célular que resultan en ocasiones engorr~ 

sos y pesados e implica un menor grado de precisión. 

Dentro de las ventajas que ofrecen las técnicas automati­

zr.ir:bs en la rutina del laboratorio de hematología Ge citan las 

siguientes: 



-Menor incidencia de errores en el recuento de eritrocitos, pl!!_ 

que tas y Je u e oc í tos. 

-EJ in1inuci6n dPl error que introducP el plasma en la lectura -

rfo} hematócrí to (hematócri to electrónico). 

-SP tiene un rH·jor control de calidad del trabajo. de forma es­

tadí&tica, ya que estos aparatan trabajan con histogramas, en -

basf! a la desviación eE>tándar y dispersión de los datos. 

-Se pued1•n procesar grandes volúmenes de trabajo en la rutina -

y1.1 que rd t1Pmpo quP se requiP.re para el recuento celular y re­

porte de los rPsul tadCJ~ PS muy corto. 

-El volúmen ocupado d~ muf'stra del paciente es despr,,.ciable con 

r1-spí•cto al uti 1 izado <>n 1os mPtodos manuales. 

-t.a introrJuC'c ión dP lo,; histograrnc:is, e i lograrnas y algoritmos P!!, 

ra transform"'r los datos f'n resuJ tados fami J iares nos da una -

gran ventaja al interpretar los rf'sul tados para así obtener un 

diagnóstico presuntivo de las posibles alteraciones en los ele­

mentoa sanguíneos ya que proporcionan un gran número de rasgos 

a evaluar. 

-Con la introducción de marcadores se elimina la evaluación su~ 

je ti va de las alteraciones en el volumen, color y forma de las 

células. 

-Introducción y uso de técnicas inmunoenzimáticas para la cla­

sificación, identificación de los diferentes estados de madura­

ción y de los PlPt~u'!ntos de la serie blanca r,eut.rófilos, eosin~ 

filos, basófilos l" linfocitos) esto da la ventaja de una buena 

cuenta diferPncia.l, ya que ofrece reacciones bioquímicas ('Specí­

ficas sobre los di frrentes consti t:uyentes bioquímicos de las cé­

lulas blancas. 
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DESVENTAJAS Y LIMITACIONES 

LIMITACIONES 

Los resultados obtenidos por los métodos anteriormente -

descrl tos son similares o mejores que los obtenidos por los -

métodos manual Ps. 

Sin embargo el equipo de canoles múltiples es no obstante, me­

cánica y electronicamente bastante complejo y se requiere un -

nivel de guia y vigilancia, en cuanto a la mala función que ha 

menudo ha confundido al personal operativo en luboratorios he­

mato16gicos. 

!3e utilizan par-a su estandarización normalmente prepara­

ciones de sangre Pstabi 1 izada, suspensiones de partículas o -

muestras de sangre frcüca, analizadas por procedimientos manu!!_ 

les. Ninguna de estas preparaciones ha aido superada completa­

mente de modo satisfactorio. 

Con el contador Coul ter Counter aparecen errores en la m! 

dici6n del volútnen corpuscular mPdio, y como consecuencia en 

el valor de hematócrito, cuando Pl recu~nto de leucocitos es -

muy elevado. frecuentemente ~ste recuento es falsamente bajo -

cuando hny una linfocttosis acentuada, como se observa en la 

leucemia linfocítica crónica debido a la fragilidad de los le!:!_ 

coci tos leucémicos. 

Tampoco resulta muy correcta la correlaci6n entre la con­

ductividad de la sangre y el valor de hematócrito, más impor­

tantes son las alteraciones dP conductividad que ocurren cuan­

do hay una t::!lcvoción manif'iPsta dr. las prote{nas séricas. 

-El recuento eri troci tario se ve afectado por Pri trocitos re­

ststentt'!s a la lis is, o erritrocitos nucleados, fragmentos de 

leucaci tos y partículas más grandes que 45,3 fl. 

-Otro parámetro que se ve dañado <~s el volúm~n {VCM) cuando -
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existP. JPucocitosis, :.robocitosis o aglutininas frias. 

-La tiomoglob1nra t;;inbi¡;r1 SP. vr aparentrrr,Pnte afPctada cuando hay 

leucr,citosis, con una lipF-:nia s~vera, hrparina y la presencia -

de f'ritroc!1:0s '.ln0rmalPs rf'sistentP!; rila lisis. 

~.1 VPrSf' altPr'":lrj"", f"Stf" r·~rfir~.Ptro Sf' veran aff'!ctados algunos de 

los {nd&CP5 t,r-r--.;1tológ1c:os. 

Tales 1ntPrfPr~ncias se drbrn t.e-r.Pr Pn cuenta para dar resulta­

dos conf1ablf'!s, 

- Los lPucocitos norrr.;1lrr.Pnte ocurrPn 13 15 fl a por encirr1a de e!. 

ta rPgi6n dP m;_inf'ra QUP. la zona cPrcana o PO los 3S f1 deben -

r•star librP dP. artefactos o partículas quP puedan interferir en 

f"l cr..ntf'o dP lf''JCucitos, tales cor..::i plaquPtas agrupados o giga!! 

tes, Pritroc1tos nuclPad0s, Pritr'">r1tos no f'S':.r'.J~alizadas, pro­

teínas o p"irt:ículas l'ipidilAJS r•--S'Jltantt>S de una al1mPntación pa­

rienteral entonces SP puPdr tPnPr interfP.rencia en el conteo. 

-Las part{cul~s df" aproximadamentr el tHmaño dP las plaquf'tas -

pueden inv~rft:'rir con el contra y f'I llie ·;rigrarr,3 dP. plaquetas, -

las partículas pequeñas tales como rnicr-r1burbujas o polvo, se -

se pueden sobreponer con Pi extremo infPrior, los eritrocitos -

mlcroc!ticos pueden traslaparse Pn el Pxtremo superior. 

Los Pq•Jipos automal17.ados en her:iatología como en cualquier 

otra árPJJ de Jaboratori.o clínico, r~sulta de gran utilidad para 

a 1 igr•rnr 1 a carga df' trabajo, sin Pmbargo se dPbrn tener prr.sen­

te las J irr.itaciones de la eutomatiza-::ión pues si~mpre existiran 

patologfas r¡ue rPquif'rtm ser analizadas individualmente,~ 

rqulpos, per.:-1iten quP PI morfólogo pu,.da df'sarrollar aun más su 

potf•nciol puPS SP f'nfocará a3·1dlr.s pr0blPmas no rf'suE>ltos por -

la auto1r1.iti:;::ici.6n. 
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