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INTRODUCCION

En £l transcurso de los dltimos afios se ha notado un -
aumento progresivo de los andlisis rutinarios realizados por
los laboratorios clinicos. Los problemas ordinarios y précti-
cos que #llo ocasiona, ha dado auge al desarrollo de las téc
nicas autnmatizadas por lo que se ha presenciado un incremen-
to continuo en la eficacia y utilidad de los aparatos automi-
ticos que se ha traducido en una disponibitidad y utilizacién
siempre creciente de la instrumentacién automatjzada, la ma-
yor parte de este equipo es muy costoso; no obstante la efica
cia perfeccionada ha tendido a disminuir los costcs generales
de las pruebas de laboratorios, ademds los resultados as{ ob-
tenidos demuestran una disminucidn de los errores metodolbgi-
cos, aumentando por tanto la calidad de los examenes. Antes -~
del advenimiento de los instrumentos automatizados, las deter
minaciones mds frecuentes en el laboratorio de hematologia -
eran la determinacién de hemoglobina, el valor de hematécrito,
el recuento leucocitario y ia valoracidén microscopica de la -
extensidn de la sangre teilida, otras determinaciones menos -
frecuentes incluian el recuento eritrocitario, reticulocitos -~
y plaquetas y una serie de indices que se derivan del recuento
de los glébulos rojos. De estas pruebas sélo la hemoglobina y
el valor de hematécrito pueden realizarse mediante técnicas -
manuales de forma simple y répida. Por lo contrario, los méto
dos manuales de recuento celular han sido engorrosos y pesa-

dos e implican menor grado de presicidn.
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En un estudio, el recuento de los gl6bulos rojos expresa-
ba un coeficiente de variacién de 28.2 por ciento. Probable-
mente, en laboratorios con mucha corga de trabajo, los recuen-
tos cotidianos d& un coeficiente de variacién mis alto, la va-
riabilidad en e} recuento manual de las plaguetas y leucocitos

es semejante.

La falta de precisién en el recuento de glébulos rojos, -
tiene un efecto secundario en dos de los fndices eritrocfticos:
La hemoglobina corpuscular media y el volumen corpuscular me-
dio, ya que ambos se derivan del recuento eritrocitario. Cuan-
do ocasionalmente se practican recuentos celulares repetidos -
¥a sea por técnicas manuales 0 por técnicas automiticas las -
variaciones observadas entre los diferentes resultados siguen
te6ricamente la distribucién de Poisson. Una caracteristica de
tal distribucién, es que la desviacién estandar de las repeti-
das observacjones, es igval a la raiz cuadrada del niimeroc me-
dio de las células contadas en cada observacién; por ello lo -
fdeal serfa contar un nimero elevado de células a fin de con-

seguir un grado de precisién mas alto.

Para lograr por ejemplo un coeficiente de variacién del
2 porciento se tendrfa que numerar por lo menos 2500 glébulos
rojos, entonces resulta obvio que las técnicas automatizades-
permiten un recuento de cifras mucho mayores que las consegui-,
das por los métodos manuales, otra consideracibn, es que al -
aumentar el naimero de células contadas existen mayores proba-
bilidades de que dos o mds células sean interpretadas por un
dispositivo detector, produciendo un error progresivo debido
a coincidencias. Se requiere pues técnicas que disminuyan y/o
corrijan "los errores de coincidencia" de los contadores au-

tomdticos.



GENERALIDADES

El andlisis 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, se puede determinar una extensa gama de anomalias en la
sangre periférica mediante estudios cuantitativos o cualitati=~
¥0s. Sr cuenta en todos los laboratorios de andlisis clinicos
con procedimientos bésicos o de rutina, gue permiten en la ma-
yoria de los casos, una orientacién diagnSstica bastante apro-
ximada a la realidad clinica del paciente. Por lo que respecta
a ia hematolog{a, existe lo que se conoce con el nombre de bio
metrfa hemdtica, la que se encarga del estudio de los elemen~
tos formes de la sangre. Bicho estudio se puede dividir en fér
mula roja y f6rmula blanca. La primera incluye 1a cuantifica-
cibn de hemoglobina, nimero de eritrocitos, el valor de hemato
crita, asi como los indices hematolégicos; la concentracibn me
dia de hemoglobina globular (CMHG), hemoglobina corpuscular me
dia {HCM) y el volumen corpuscular medio (VCM). La férmula -
blanca comprende el nimero de leococitos y su cuenta diferen—

cial,

Existen para los diferentes parimetros de la férmula roja

procedimientos tanto manuales como automatizados.
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DETERMINACION DE LA CANTIDAD DE HEMOGLOBINA

La hemoglobina es una sustancia intensamente colorida y -
ésta propiedad es aprovechada en el laboratorio para su deter-

minacién.

La hemoglobina circulante en la sangre es una mezcla de hemo-
globina, oxihemoglobina, carboxihemoglobina, metahemoglobina y

cantidades menores de otras formas de este pigmento.

Para medir correctamente este componente sanguineo, es ne
cesario disponer de un derivado estable que englobe todas las
formae de hemoglobina en la sangre, los derivados cianometahe-
moglobina, hemoglobina cianada y cianoferrihemoglobina, son de
fécil preparacién, todas las formas de hemoglobina circulante
son ripidamente convertidas en cianometahemoglobina, excepto -
la sulfohemoglobina, la cual raramente alcanza niveles impor-
tantes. ’

La cianometahemoglobina puede medirse con precisién a 540
am.

El fundamento de esta prueba consiste en que la sangre se he-
moliza por el agregado de un agente tenso activo(bicarbonato de
sodlo) con el ferricianuro de potasio se oxida el &tomo ferro-
so a férrico para producir metahemoglobina. el cianuro de pota
sio estabiliza la metahemoglobina como cianometahemoblobina, -
la coloracion o5 directamente proporcional a la concentracibn

de hemoglobina presente.
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HEMATOCRITO

La proporcién del volumen sanguineo que ocupan los eri-
trocitos({hematécrito) puede determinarse mediante una centri-
fugacidn capaz de compactar a los hematies en ¢l menor volu-
men posible. Este pardmetro se expresa en valares porcentua-
les, El volumen de plasma que queda entre la masa globular -

empaquetada suele ser del 1 al 4%,

Can el fin de determinar e{ hematbcrito es necesario usar
un anticoagulante que no modifique el volumen de los eritroci-
tos de manera importante como la heparina, o una mezcla de -

oxalato potésico, amdnico o dipotésico, asi como EDTA.

Este indice puede ser medido en una escala “macro”, cen-
trifugado a relativamente pocas revoluciones; o una escala -
"micro" mediante tubos capllares'y alta velocidad de centrifu
gacibn. Los errores que surgen en esta determinacidn del va-
lor hematécrito se deben a los cambios provocados en el volu-
men celular durante las preparaciones previas a una mezcla -

incorrecta, una centrifugacién y/o tiempo inadecuados.
El coeficiente de variacién del {ndice hematécrito deter

minado por centrifugacién es de 1-2%.

Algunos sistemas automatizados calculan el hematdcrito -~
en base del recuento eritrocitario y el volumen corpuscular -

medio o lo estiman por mediciones de condyctividad.
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RECUENTOS CELULARES

La derterminacidn numérica de eritrocitos, leucocitos y -
plaguetas hs sido durante mucho tiempo fundarental en hemato-
legia. Anteriormente el recuents eritrocitario no se realiza-
ba corw un procedimiento corriente debido fundamentalmente a -

las lim

~1unes téenicas.

Sin enbargo el reciente desarrcllo de los contadores celu
lares #lecirénicns ha renovado el interés hacia el recuento -

rritrocitario.

A fin de obtener unos datos cuantitatives verdaderos, el
nimero de células en una muestra sanguinea perfectamente medi-

da y diluida debe dar un recuento reproducible,

El procedimiento tradicional de recuento celular consiste

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

La pipeta es un tubo capilar graduado que tiene un bulbo
en su porcibn terminal superior donde la sangre es diluida has
ta una marca. La dilucién depende de la concentracidén de las -
particulas a enumerar, ordinariamente se tiene una dilucién de
1:20 {V/V) para los leucocitos y la dilucién de 1:100 para las
plaquetas excepto cuando se presenta una tromboéitopenia, se -

emplea una dilucién de 1:20.

El diluyente para los eritrocitos es una solucibn isoté-
nica tal como el ligquido de Hayem, para los leucocitos es -~
1iquido de turk, hemolizante que se emplea para destruir los -~
eritrocitos, y para las plaquetas oxalato de amonio que hace -

que los eritrocitos y las plaquetas se vean refringentes,

Después de mezclar las células con su respectivo diluyen-

te se deposita un volumen determinado en la caémara de Neubauer,
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La cdmara de Heubauer permite examirar un volumen fijo a
travéz de una rejilla grabada en la base de la camara cuya -
profundidad es constante. Se examina al microscopic este volu-
men y se procede a enumerar los elementos que se encuentran -
distribuidas en el retf{culo de la cimara y mediante una opera-

cifn matemitica se obtiene el nimero de células.
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ANTECEDENTES HISTORICOS DE METODOS AUTOMATIZADDS

llno de los primercs ensayos sobre el método ideado por -
W.H. Coulter (1956) provee una buena descripcidn del principio
bésico del método Coulter.

El instrumento empleado es un sistema provisto de un re-
gistrador y un valuador del conteo para un {lujo continuo de -
6000 células individuales por segundo, con un intervalo entre

cada conteo de 15 segundos.

Una suspensi6én de células sanguineas pasa a través de un
pequefio orificio donde simulténeamente se aplica una corriente
eléctrica, generada por 2 electrodos de platino. El paso indi-
vidual de las células sangufneas a través del pequeiio orificio

introduce un cambio en la resistencia eléctrica.

El nimero de células contadas por muestra es aproximada-
mente 100 veces mAs rdpido que le conteo microscopico usual y
reduce el error estadistico por un factor aproximado de 1 a 10

veces,

Se mejord sustancialmente la precisién sobre los métodos
estadisticos previamente establecidos ayudando con esto a dar
una mejor reproducibilidad en el conteo eritrocitario, parti-
cularmente cuando se considera simultineamente la medida del -

hematdcrito y la hemoglobina.

El "Coulter Counter" modelo S fué el primer instrumento
totalmente automatizado el cual mide simulténeamente un gran
nGmero de pardmetros sanguineos, su funcionamiento y valor -
clinico fueron mejorados por Brittin (1969) y Davision y por
Gottman Hamilton y Davison los cuales proponen que el mejora-
miento del Coulter provee un dato mds preciso de la distribu-

cién del volumen, y un valor de hematdcritomis adecuado ya que
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nn se ve involucrado el error introducido por el plasma como ~

lo es en Ja medida del hematéerito por centrifugaciédn.

El uso del Counter Coulter para contar plaquetas fue des-
crito y desarrollado por Bull (1965). Pero este método fué atil
salamente en preparados de plasma ricos en plaquetas, en el or
den en que cuentan los eritrocitos se pod{an contar las plaque
tas, Mund Schek {(1976) y Schult y Tlam (1973) indicaren la po~
sibilidad de contar plaquetas directamente, esto es en presen~

cia de eritrocitos, clasificdndolos pur el wolumen.

Estos métodos hidrodinimicos para aumentar la precisibén y
exactitud en la medicidn fué mejorado en el modelo S-Plus por -

refinamiento electrénico.

La operacifn del modelo S-Plus IIl requiere el usoc de reag
tivos, los cuales tendrdn propiedades bien controladas, un di-
luyente {ISOTON PLUSS) que consiste en una solucién electreliti
cemente bien balanceada que contiene sulfato de sodioc anhidro,
cloruro de sodio, dimetil urea clohidrato de procaina que fun~
cionz como preservadora de la integridad de las células y como

1fquido conductor del medio de suspensién.

£l diluyente se requiere para la suspensidén de los eritro
citos, leucocitos y plaquetas en una muestra de sangre, sufi-
ciente para minimizar las posibilidades de que haya més de una

célula al mismo tiempo en una apertura.

El modelo S-Plus 1II corrige esta coincidencia automética
mente, entoncessei volumen celular es medida y el efecto de la
$smosis y otros fendmenos son controlados por el diluyente. E}
diluyente no contiene sustancias que propicien el desarrollo de

bacterias.



El conteo de leucocitos y el proceso de la medicién de la
hemoglobina, requiere simultineamente de la destruccidn réipida
del eritrocito y la conversién de la hemoglobina a un compues-~
to estable, mientras que el nicleo de los leucocitos queda in-
tacto. Esto es posible por la accifn de un agente lisante -
(LYSES) el cual no contiene un significativo nimero de particy
las contables y que causa hemolisis, por tal camino se hace in
visible electrbénicamente el estroma celular, los ingredientes
activos en este reactivo son sales cuaternarias de amonio y -

cianuro de potasio.

El agente lisante libera la hemoglobina por hemolisis, -
para as{ convertirla en un pigmento estable por medio del cia
nuro, la absorcibn del cual es directamente proporcional a la

concentracién de la hemoglobina en la muestra.

Este método de medicidn de la hemoglobina ha sido acepta
do para introducirlo en el método Coulter Counter modelo S -
{1968}, este ha sido extensivamente evaluado para correlacio-
narlo entre el método Coulter Counter y el’ de Ciano-metahemo-
globina recomendado por el Comité Internacional de Estandari-
zacién en Hemoglobina, por expertos del panel de hemoglobino-
metria y por la Organizacién Mundial de la Salud.
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FUNDAMENTOS Y APLICACIONES
METODO COULTER
(Modelo S$/Plus 1V}

£} "Counter Coulter" es un aparato para el recuento de -
las célulss por carbio en la resistencis eléctrica. E)] princi-
pio Coulter pars e! recuento d+ las células y la asignacidn de
su tarslio se basa en la deteccidn y medicidon de los cambios en
1a resistencia eléctrica  producido por una particula en un 1f

quido conductor al cruzar una pequefla apertura.

4 mrdida que la suspension de células diluidas pasa a tra
vés de las aperturas, el paso de cada célula individual momen-
taneamente aumenta la resistencia de la trayectoria eléctrica
sntre dos electrodos sumergidos., ubicados a cada lado de la a-
pertura, lo cual genera una variacién en el voltaje que es de-

tectada en un osciloscopio como pulsos eléctricos.

BARO-CELDA

r“wl X i @w\cm GMM Hg
7] ELECTRODO
°
>

E;?ﬁ;ﬁg"“——v ) INTERNO
@ e
/1 | J ”'i“\
APERTURA N M DILUYENTE
/ CONDICTOR

DIL{CION CONOCIDA DE CELULAS
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Mientras que el nimero de pulsos indica el recuento de -
particulas, la amplitud del pulso eléctrico producido depende

de}l volumen de la célula. (Fig.la.).

Distintos tipos de células son clasificados electrénica-
mente mediante los pulsos que generan, cada pulso es sorteado

de acuerdo a su tamafio.

Se pueden transmitir estos pulsos a un analizador de cana
les y construir un histograma de volumen mediante esta informa

cién canalizada. (Fig.1lb).

Este resulta en un histograma de volumen celular,

361
-
(femtolitros)
31fL
“
25fL ///
D 2527 29 31 33 35 37l
~femtolitros
Fig. la Ocsiloscopio Flg. 1b Histograma de Volu-
ponde se registran los pulsos men celular, construido a -
producidos por el tamafio de las partir de los pulsos que ge-
células, neran las células cuando pa-

san a través de una apertura.

NO RELATIVO DE CELULAS



Los histogramas de leucocitos, eritrocitos y plaquetas -
preveed datous sobre el tamafio promedio de las particulas; la
distribucién de particulas sobre el tamzfio medic y la presen-

cia de subpoblaciones.

De la informacidn de leucocitos y el uso de los histogra-
mas, se puede obtener el porciento y el ndmero absoluto de -
tres clases de células, los linfocitos, la poblacién de célu-

las mononucleares y la poblacién de células polimorfonucleares

También de) histograma se evaluan, los pardmetros de eri-
trocitos, y un nuevo pardmetro para eritrocitos ADE o ancho -

de distribucién de eritrocitos.

Del histograma de plaquetas se interpretan casos con pro-
blemas de recuento y morfologia anormal y se introduce un nue-

vo pardmetro VPM o volumen plaquetario medio.

EL HISTOGRAMA

Se refiere a:
~Volumen medio de partfculas en una poblacién.
-Distribucién de partfculas a ambos lados de la media.

-Subpoblacidnes.

Los analizadores serie Coulter S-PLUS utilizen

dos juegos de tres aperturas cada una para contar células.

Las tres aperturas de eritrocitos tienen un tamafio de
% x 60 micrones, el conterido del recipiente de leucocitos -
es tronsferido a una cubeta-celdilla donde la hemoglobina es

determinada espectrofotometr{camente.

21
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APERTURA DE APERTURA DE LEUCOCITOS
ERITRODICTOS (50 x 60 Mm} (100 x 75 Mm)

e

SISTEMA DE APERTURA: Cada juego consta de tres aperturas para

el conteo de eritrocitos y otro para leucocitos,

Ciertos parémetros 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 concentracién de hemoglobina es medida también en esta -

cubeta.

De los parémetros de eritrocitos directamente medidos se
obtienen: hematécrito, los Indices de Wintrobe (HCM y CHCM), -
ademis del ADE y por medio del histograma de leucocitos se ge-
neru el porciento y nlmero absoluto del linfocitos, células -

mononucleares y granulocitos.
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HISTOGRAMAS ESCALAS HORMALES

HISTOGRAMA NORMAL~ HISTOGRAMA HISTOGRAMA
g DE LENCOCITOS = NORMAL DE NORMAL DE
b [ ’ ERITROCITOS PLAQUETAS,
< 2 2 o
w = = .
= o a
Q: 6o
@ =
x Za
z .

300 100 200fL 10  20fL.

INTERPRETACION DE LOS HISTOGRAMAS DE ERITROCITOS Y ADE.

La aperturas de eritrocitos cuentan particulas mayores de
36 fi como eritrocitos. Las particulas mayores de 3.0 fl o menos

de 20 f1 son contadas como plaquetas. (fl=femotolitros)

(=}
>
g HISTOGRAMA DE
3 a }
B2 ERITROC}TOS
oA
o ul
O
5]
= W
=a
' 50 100 200 feratoli-

tros.
Fig. 1 C El histograma de eritrocitos, a diferencia del de leu-
cocitos, muestra las células en su tamaiio original.

El agente l{tico usado en le recuento de leucocitos no es
afadido al baflo de eritrocitos.



El VCM es derivado del histograma de eritrocitos en los -
instrumentos Coulter, todas las particulas mayores de 36 f1 -
son contadas como eritrocitos, sin embargo el volumen celular
medio es calculado del area bajo la curva del histograma de -

eritrocitos que tiene un l{mite inferior de 36 fl.

Un nuevo parémetro desarrollado por Coulter, llamado el -
ancho de distribucién de eritrocitos (ADE)} es una medida de la
variacién en el volumen de eritrocitos, en los instrumentos -
actunles el ADE es un coeficiente de variacién, y es el resul-
tado de dividir la desviacién estdndar de la poblacién de eri-

trocitos por la media.

CALCULO DE ADE

ADE es el coeficiente de variacién de la distribucién del

volumen de los eritrocitos.

ADE =

MEDIA

DONDE
ADE= Coeficiente de varjacién de la distribucién del volumen

de los eritrocitos,
D.E.= Desviacién estandar.

ESCALA HORMAL "DEL ADE 11.5-14.5%.

La media en esta férmula es la media de la poblacién de

24
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eritrocitos después del ajuste del recuento de eritrocitos del
&rea bajo la curva del histograma.

Las 4reas de la jzquierda y de la derecha del histograma
se excluyen para evitar interferencias y errores en el conteo.
Por ejemplo las plaquetas grandes interfieren a la izquierda -
de) histograma y por lo tante en el conteo, las aglutininas de

eritrocitos u otros artefoctos a la derecha del histograma.

PLAQUETAS
ERITROCITOS

tivo de celu

]
3

Nimero Rela-

N 108 200
FENTOLITROS
Fig. 1 e. Areas excluidas en el conteo de eritrocitos para evi

tar interferencia y errcores en el conteo.

Ancho de distribucién del eritrocito.

O
o
°
>
2 VErA
p
g p» HISTOGRAMA
§-§ AJUSTADO (ADE)
2% -
50 100 200 FEMTOLITROS.
Figura 2

Es importante tener en mente que el VCM es calculado del 4rea
completa bajo la curva de eritrocitos, mientras que el ADE es cal-

culado solamente sobre la base del histograma ajustado de eritroci
tos.



El ADE es expresado numericamente como porciento del coe-
ficiente de variacién y puede ser seilalado con un asterisco im
preso a continuacidn del resultado, esto ocurre cuando la dis~
tribucién de eritrocitos muestra una poblacidn doble sobre un
cierto nivel de deteccién y se distinguen un valle entre dos -

picos en los datos canalizados.

ALARMAS DE ADE

El valer numérico de ADE puede alterarse en su valor nor-
mal {alarmarse) indicando presencia de distribucién anormal de
eritrocitos.

26

DISTRIBUCION
NORMAL DE
ERITROCITOS o o NORMOCITOS

g 2 £
b P> Pt
I <]
5 3 2
= = &
= [ MACROCITES A
& £ £
Z £ =

TAMARO DE L TAMARD DE fL 1,

ERITROCITOS ERITROCITOS

En las figuras que aparecen arriba se observa en los dia-
gramas de la cxtrema derecha que existe una poblacién doble pe
ro el valle ocurre sobre el nivel de deteccidn por lo tanto el
ADE no serd sefialado.



27

ERITROCITOS
3 T =" HoRMOCITOS
vaor & HORMOCROMICOS .
HORMAL & 4?
ven= 90 3 3
ADE=13% g; RETICULOCITOS
2

90 L. Fig.3

Los sigueintes ejemplos muestran la influencia de los reti
culocitos en el histograma de eritrocitos., (Fig.3).

Este sugiere que los reticulocitos 1en estas situaciones
van a tener vollmenes similares a las células en las cuales -

van a madurar y un desplazamiento de la curva hacia valores -

nomalees. by 1 pha cra 8 MR ECITOS
£ - \ &
1 i \ e [Zaticatocdos
. CE] \
23 =3
?23 :3 \\ ,C‘s,s
Taa 3 4 N
W s 75 ® <o fa.

A la izquierda se muestra la curva de un paciente con -
una anemia macrocitica (Fig. 4) y cuyo volumen celular medio -
es de 115 f1 cl&sico de la anemia magaloblastica ese paciente,

tratado con B12 o folato, tendré& una respuesta reticulocitica.

A la derecha se muestra la curva de un paciente con ane-
mia microcitica y un VCM de 74 f1 lo ms probable es que se -
trate de una deficiencia de hierro, después del tratamiento -
log eritrocitos tienden a un VCM de 90 fl y van a aparecer co
mo una segunda poblacién a la derecha de la microcitica indi-

cade por la l{nea sélida (Fig.5).

1: Los reticulocitos son considerados come eritrocitos
inmaduros puesto que estas células sintetizan hemoglobina en
pﬁucﬁa proporcidn ya que conservan, BNA y mitocondrias, y -

pueden ser distinguidas en tamafio y color.
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El ADE resulta de utilidad para orientarnos entre los di-
versos desordenes anémicos. La distribucién de células eritrei
des de un paciente dado, muestra un volumea corpuscular medio
de 75 f1 (Fig.6) pero la amplia distribucién produce un aumen-
to en la distribucidn esténdar, lo cual conduce a un auments -
en e] ancha de 1a distribucidn de eritrocitos (ADE)}.

VALOR é T &y ENFERMEDAD CRONICA
NORMAL ¥ DE= ADE
3 PROMEDIO NORMAL
O ADE ¢ e e DEFICIENCIA DE HIZRRO
ADE=13% ¢ D.E= ADE ANGRMAL
i FROMEDIO
1
!
o1
75 f1 fig.6

Varijacién del ADE con relacién a diferentes enfermedades.
El ADE de un paciente con anemia secundaria a enfermedad
crénica indicado por la linea sdlida permanece normal a pesar

de la microcitosis, debido a que la poblacién de eritrocitos ~
£8 pequeila.

Estos enfermos tienen mucho menos anisocitosis & varia-
clén en el tamaflo de la célula, que los pacientes caon anemia
con deficiencia de hierro (Fig.6)

Por lo tanta, pese que el volumen de su célula media es
el mismo que 2] de un paciende con deficiencia de hierro, la

desviacidn estindar de ]a poblacidén no aumenta y el ADE per-
manece normal.,



Uso clinico: El Dr. Bessmon ha propuesto una clasificacién

de }os estados de anemia utilizande las mediciones de ADE y VCM

VCM BAJO VCM NORMAL VCM ALTO
ADE Microc{tica Normocitica Macroc{tica
HORMAL Homogénea Homogénea Homogénea
ADE Microc{tica Normoc{tica Macrocitica
ALTO Heterogénea Heterogénea Heterogénea
CI'ADRO 1

En el cuadro 1, las anemias microciticas homogéneas esta-
rfan representadas por la talasemia heterocigbtica alfa 1 y -
alfa 2 y, bets talasemia menor as{ como la anemia de enferme-

dad crénica.

Aquellos con VCM normal y ADE normal incluir&n a pacientes
sin patologfa eritroide, anemia de la enfermedad crénica, hemo-
globinopat{as no anémicas tales como trazos de hemoglobina 5 -
y hemoglobina € que reciben transfusiones o quimioterapia, leu-
cemia granulocitica crénica, leucemia linfocitica crénica no -
complicada, hemorragia, esferocitosis hereditaria y formas ané-

micas de deficiencia de enzimas o anemia hemflitica autoinmune,

En los pacientes con VCM normales pero con ADE elevados -
esperarfamos deficiencias nutricionsles tempranas tales como -
la deficiencia de hierro, la deficiencia de vitamina Bl12 o fo-
lato, las hemoglobinopatfas anémicas, las mielofibrosis o las
llamadas anemias por metaplasia mieleoide agnogénica,

Las anemias macrociticas caracterizadas por VCM elevado
¥ ADE normal, incluyen principalmente en anemia apléstica ad-
quirida, algunos pacientes con enfermedad hepdtica no complica

da y ocsaionalmente pacientes con anemia perniciosa.
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Las anemias macrociticas con ADE elevados generalmente re~
presentan pacientes con diseritropoyesis u otras anemias macro-
citicas complicudas tales como la deficiencia de vitamina B12 y
o la deficiencia de folato, sindromes de hemoglobinas SS$ o agiu
tininas frias. B

HISTOGRAMA DE PLAQUETAS

Fig 6

NUMERO RELATIVO

3 a

10 20 f1

Esta distribucidn de logaritmo normal de plaquetas tiene

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

.

2 10 20 f1

El recuento y la distribucién de tamaflo de las plaguetas

NUMERC RELATIVO

se realizn en la apertura de eritrocitos, particulas entre 2,0
y 20 f} son contadas como piaquetas.

Los datos mostrados como una linea sdlida en la figurs 7 son -
analizados por un juergo de criterins y ajustados a una distri-
bucidn logar{tmica normal que se extiende de O a 70 1. el re-

cuento de plaguetas se derive de esta curva.
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DISTRIBUCION DE PLAQUETAS E INTERFERENCIA

las particulas de tamafo aproximido al de las plaquetas,
pueden interferir con el recuento y el histograma de plaquetas,
las particulas pequefas, tales como las microburbujas o polvos,
ilegan a traslaparse en ¢l extremo inferior, los eritrocitos -
microcfticos pueden introducirse en el extremo superior. El pro
ceso de ajuste de la curva elimina la interferencia en los ex-
tremos superiores e inferjores mediante umbrales de manera que

se pueda obtener un recuento correcto {fig. 8).

Si el recuento de las plaquetas es mencr de 20 000 hay -

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

La codificacién de error tiene lugar si el modo del his-
tograma de plaquetas es menor de 3 fl o mayor de 15 fl1 si la ~
curva es negativa o 8i el ancho de distribucién de plaguetas -
es mayor de 20, la codificacién de error da por resultado un -

error da por resultado un célculo incomﬁleto: los resultados

no son ro, ectados o impresos.
proy s /I/,anauun:
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£l voldmen plaquetario medio es una medida del vollimen -~
promedio de las plaquetas, de manera que tiene que ser conside
rado conjuntamente con el recuento de plaguetas.
Esto es ilustrado por la grafica elaborada por el Dr. Bessmon
de la Universidad de Texas. La grafica muestra que los pacien-
tes con un recuento bajo de plaquetas normalmente tienen un VPK
mis alto y los pacientes con un recuento de plaquetas m&s alto
tienen un VPM més bajo.

El paciente indicado por el punto en la grafica anterjor -
tiene un recuento de plaquetas de eaproximadamente 210 000
Yy un VPM de aproximadamente 7 {1 este VPM es bajo para el

recuento de plaguetas.

El Dr. Bessmon sugiere que el VPM valioso para identificar

una variedad de estados clinicos.

SITUACIONES CLINICAS DONDE EL VPM ESTA ALTERADO
VPM ALTO

~Desordenes mieloproliferativos (mielofibrosis)

-Purpura trombocitopénica idiopética.
~Esplenectom{a.

-Leucemia granulocitica crénica.

VPM BAJO

-Hiperesplenismo.
~Post-quimioterapia,

-Anemia megaloblistica.



HISTOGRAMA DE LE!'COCITOS.

El histograma de leucocitos provee datos sobre el tamafio
promedio de la célula, distribucién de células: sobre el tama-
fioa medio.
~Purciento de linfocitos + namers absoluto

-Porcrento de granulocitos « nimero absoluto

La utilidad del histograma de leucocitos es la de recono-
cer los elementos inmaduros, en este las células proyectadas -

no son de tamafio nativo.

El agente 1{tico actia sobre las membranas y citoplasma -
para provocar un encogimiento de los diferentes tipos de célu-
las de manera que pueden ser ldentificadas tres poblaciones -
que son: la gue corresponde a linfocitos, una poblacidn media
de células mononucleares y una tercera poblacidn, que corres-

ponde a los granulocitos.

En el tratamiento con el agente lftico (LYSES III} todas

las células rojas se estromalizan.

El citoplasma de los leucocitos no es visible ya, puesto
que ha sido eliminado de la célula o se ha encogido, en lugar
de ver la esperada morfologf{a de Romanovsky para los leucoci-
tos, se ven células pequeilas, medianas y grandes, reflejando -

principalmente su tamafic nuclear.

Al ladn derecho del histograma se ve el recuento de leu-
cocitos determinado en la apertura y derivado del histograma,
se ohtiene el porciento y nimero absoluto de las poblaciones

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

leucocitos. En el eje x del histograma son cobservadas cuatro -

regiones a

Hay ciertas caracteristicas esperadas de las curvas en ég

tas ubjcaciones, debe haber un valle entre las poblaciones de

linfocitos

otro valle entre la poblacién de células mononucleares, y los

35, 90, 160 y 450 f1 (fig.9).

y células mononucleares, al igual debe de haber

granulocitos (f!é.g).

El instrumento espera detectar ciertos valles de la curva

34

en cada localidad, la computadora en el instrumento utiliza es

tas ubicaciones o umbrales para determinar las tres poblacio-

nes, usgndo las siguientes férmulas:

Parcientos

Porcientos

Porcientos

- donde Al
- donde AM
- donde Ag

ECI'ACIONES PARA EL % DE CADA POBLACION

de linfocitos= Al X 100
Al + AM + Ag

de Mononucleares = AM X 100
Al 4+ Am + Ag

de granulocitos= Ag X 100
Al + Am + Ag

= area de linfocitos.
= &rea de monocucleares.

= grea de granulocitos.
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Las ubicaciones son aproximadas, el instrumento en reali-
dad usa umbrales flotantes, o la técnica de la "busqueda de un
valle" para determinar la posicién de las poblaciones 2n una ~
muestra individual, estas regiones se usan para identificar -
posibles anormalidades de la distribucidn de leucocitos que -
normalmente ocurren a 3% f1 o por encima, de manera que la re-
gi6n por debajo de los 35 fl debe estar limpia. Sin embargo si
hay partfculas presentes tales como plaquetas agrupadas o gi-
gantes,eritrocitus nucleados, proteinas o particulas lipidicas
resultantes del uso de una nutricién totalmente parenteral, -
entonces se obtiene interferencia en/o por debajo de los 35
fl el instrumento sefalari esta condicidn con una Rl (fig.9).
En dicha figura tambien se observa una regién R2 que es el &-
rea que se encuentra entre las poblaciones de células mononu-
cleares y de linfocitos gue son mayores que lo normal, tales
coms las variantes o los linfocitos llamados reactivos de mo-
nonucleosis infecciosa, linfocitos anormales, algunos casos de
casos de células inmaduras, pequeiias células plasniticas o en
algunos casos, eosinofilia o basofilia pueden producir inter-
ferencia aqui, pueden generar una sefial R? en el instrumento,

Por la situacidn de la regifin R3 que se encuentra entre

las poblaciones mononucleares y de granulocitos se denota un
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aumento en los granulocitos inmaduros u otras poblaciones de
células anormales, elementos inmaduros de tipo mieloide y eo-

sinofilia, pueden producir una sefial R3.

\Ina anormalidad en la regién de la extrema derecha de la
curva puede producir una sefial R4, la causa es un recuento al-
to de granulocitos absolutos, si es afectada mds de una de es-

tas regiones, puede dar por resultado un seflalamiento. multiple.



FORMULA LEUICOCITARIA AUTOMATIZADA

El andlisis electrinico del volumen de los leucocitos so-
bre el cual estd basado el método para la determinacién del -
porcentaje de linfocitos ha sido usado desde 1967 (Guathier y
Van D:1la}.

Este ha sido valorado como un posible auxiliar en la cuen
ta diferencial de leucocitos (Hughes-Jones 1974, England 1975
y 1975, ‘ycheriey 1978, Westring 1969 y Oberjat 1970}.

Sobre un control condicionado que provee el reactivo iso-
ténico en combinacién con la solucién estromalizante ocurre -
una reaccién quimica la cual permite distinguir entre dos dis-
tintas poblaciones de leucocitos, en base al rango de volumen
de medicién del medio el cuval varia entre 45-99 micrometros -~

cibicos.

Denis B. Dorsey, propuso en 1963 que la constante relati-
va de los {ndices de las células sanguineas podrifan ser usados

en el desarrollo de la instrumentacién.

Estas técnicas han sido mejoradas por Brian Bull, sobre -
el término xb también ]lamado "Promedio de tamafio celular" usa

do en los paneles.

Por otra parte los sistemas de flujo pemiten un andlisis
répido de numerosas células, que incrementan asf la exactitud
del recuento y detectan componentes que figuran en pequefias -

cantidades.

Para distinguir el tamafo celular se utilizan las medidas
de dispersién o conductividad de la luz. Ademds los elementos
sangufneos se caracterizan, ademis midiendo la absorcidn lumi-
ca, ya sea de células sin teflir o tefiidas, asi como la fluoren

cia de los componentes celulares tras la tincidn con coloran-
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tes fluorescentes.
En algunos sistemas pueden medir simultineamente dos o -~
m&s parametros, como )a dispersién y la absorcidn de la luz en

una o m&s longitudes de onda.

La morfologia celular puede observarse sin fijar, minimi-
zando la introduccién de artefactos y permitiendo la seleccidn
subsiguiente de células para su caracterizacidn.

{lsando al sistema explorador de hendidura con una banda -
de luz sélo ungs micrémetros de anchura, es posible determinar
la relacién entre los didmetros nucleares y celulares para las
distintas células y la interferencia por macroc{tos se reduce
al minimo.

Tratando las muestras con agentes liticos los "fantaamas"
celulares son eliminados de) examen en un medio de suspencién
de indjce de refraccién tal gue no son detectados. Las plaque-
tas son suficientemente pequefias para no interferir.

Al componente analftico del sistema hay que presentarle -
las células aisladas, lo cual se logra uti{izando un flujo ce-
lular con una corriente de muestra estrecha {por ej.60 micro-
matros) para evitar la oclusibn del pequefio tubo capilar por -
grumos o residuns celulares. La suspencifn se cubre con una ~
capa de l{quido inerte de fndice de refraccidn idéntico al del
1fquido de muestra.

A partir del! sistema Coulter, y ante el constante incre-
mento y consumo de tiempo para tener un andlisis de rutina de
la cuenta diferencial se desarrollaron dos sistemas de anli-
sis (1979) auiomatizando para el anélisis de la misma.

El primer modelo reconocido, lleva a cabo la cuenta di-
ferencinl medlante el uso de un microscopio automatizado, -
usandn un extendido tefido por la propia miquina, entonces la
la distribucién dr los diferentes subtipos de leucocitos ocu-

rre automdticamente de acuerdo al criterio morfoldgico.



Entre 100 y 1000 células pueden ser contadas dependiendo
del tipo de modelo usando,

Los sisteras de reconocimiento de modelos celulares em-
plean fro*is de carpre preparados sobre portacbjetos segin la
“éeniza de ia extensidn o un nétndn “hilador™. lLa técnica hila
dorsa produre una distribucidn uniforme de las células sobre el
purtaenjetos, nediante la fuerza centrifugs aplicada por rota-
cifn ripida de! portacbjetos. Posteriorrente os tenido y anali
zads a tracds de uno inagen digitsl, utilizando un sistema de

televisidn microscdpico intercalado con una computadora.

El purtantjetos es movido automiticamente sobre una plata
forma meeinica y las células se centran en el campo de la ima-
gen, las diferencias de color se miden por exploraciones conse
cutivas de la célula utilizando filtres de color, debidamente
selecrionadns para la tincidén se valoran los hallazgos citolé-
gicos tales como tamafio celular, tamafio ruclear, forma nuclear
textura nuclear, densidad nuclear, color citoplasmatico y tex
tura citoplasmitica y se establece modelos normales para célu-
las conocidas.

Las caracteristicas de las células desconocidas se compa-
ran ¢on los modelos conocidos en la memoria de la computadora

y 1a célula es identificada como un tipo particular cuando -

existe un ndmero suficiente de caracteristicas similarez, con
tales métodos se pueden clasificar con precision linfocitos, -
monocitos, neutréfilos, eosindfilos y baséfilos.

F1 segunds modeio (1979 wtiliza un sistema citogquinmico
que ejecuts el andlisis de una muestra wangre-gota {micromues-

tra) directamente de un mode de flujo concénnrien, 1o distri-
bucién de las diferentes células se utiliza para medirlas y -

caracterizarias a partir de dos parametros: actividad enzind-
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tica y volumen celular. Los dos pardmetros son analizados ena 3
canales {prroxidada, esterasa y azul dr alcian o heparina) se

anatiza 10,000, células por canal 6 1000 en cosa de leucopenia,

Este sistema conocido como hemalop U para 1o formula leu~
cocitoria es un dispasitivo de flujo gue clacifica o las célu~
tas por ol tamaho y sus gropicdades tintoreales, los basdfilaos
son ideptificudos en un canal, los monocitos en otre y una com
binaciNn de tinfocitos, neutrdfilos, eosindfilos come eélulas
grandes gin clasificar y células de peroxidasa »levadas en un ~

tercer canal.

Los baséfilos se detectan trds fa tincidn con un coloraf-
te llamado azul de slcian, utilizando ta téenica de pH acido,
snles de amonic cuaternaria e inones lantano, qQue minimiza la

tincidn nuclear con cste colorante.

Los monocitos se ideatifican como grandes células gue se
tifilen intensamente por actividad de esterasa inespecifica medi
da con un sustrato de paftilbutirato y acoplamiento del produc
to a naftul con fursina bisica diazada.

A la mezcla reactiva se le afiaden inhibidores de la esteresa —

de los neutréfilos y el plasma,

Lot peutrdfilos y log eosindfilos se tdentifican por la -
tincidn de 1o peroxidasa, utilizands uwna mezcla de d-cioro, 1-
naftol y peroxido dv hidrogeno o pi 3.2,

Las células se Tijan con formaldehido antes de la tincién

con o) fin de asegurar la tocalizacion de 13 enzimn,

las cosinéfitos se difereatian de los neutrafiios por su
tineion de peroxidasa més intenso que el resto de las células,
una pequena proporeion de neutréfilos se tifie mds inlensamente

que el resto {célulus con peroxidasa elevada) pero se djiferen-



cfan de los eosinéfilos por la dispersidn de la luz.

Los monocitos, los linfocitos “reactivos™ y los granuloci-
tos inmaduros no se tifien con los reactivos de peroxidasa y se
detectan por su aspecto de “grandes células sin tediir". los Lin
focitos se identifican como pequefias células sin teRir.

Este sistemn permite la clasificacién de 10,000 células ~
for minuto en cada canal, los resultados concuerdan con los re-
cuentos manuales de 200 6 mis células. Este sistema también ha
aido usado para el anélisis de variacién en el recuento de los
baséfijos en algunas patologfas, y sistemas similares han sido
utilizados para el estudio de leucemia en los que la actividad

de esterasa monncitica es importante.

Se han desarrollado equipos comerciales que utilizan estos
principios, El LARC (Leucocyte Automatic Recognition Computer )}
{ncorpora un portaobjeto computarizado que registra las coorde~
nadas de cada célula contada de suerte que las células no clasji
ficadas pueden ser revisadas visualmente por el operador. La -
clasificacién determinada por el operador es incorporada des-

pués al recuento final.

EL clasificador LARC ha sido sometido a una verificacién
de campo limitado y parece proporcionar resuvltados comparables
a los procedimientos esténdar, salvo que los recuentos de neu-
tréfilos en banda son m3s altos que los obtenidas con métodos
manuales.

Nn obstante el LARC y los métedos manuales son equivalen~
tes en la deteccidn de ia "desviacidén a la izquierda”, las cé-
lulas anormales son detectadas con seguridad por el sistema -
automitico. E] analista puede explorar el portaobjetos con res
pecto a la morfologia eritrocitaria y la estimacidn del recuen

to plaquetario.
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El sistema Hematrak utiliza también un método de reconoci-

miento de modelo computarizado para identificar las células nu-
cleadas en extensiones de sangre teflidas con el colorante de -
Wright, el morfologo revisa la preparacifn respecto a su cali-
dad y tincién, valora la morfologia eritrocitaria y el recuento
plaquetario, selecciona una zona de la extensién apropiada para
la férmula leucocitaria y activn el sistema electrénico., Se pue
de programar la miquina para que se pare ante cualquiera célula
no identificada, de modo que pueda realizarse la identificacién
visual.

El sistema reconoce neutréfilos segmentados, en banda, lin
focitos, monocitos, cosinbéfilos y baséfilos.

En ensayos preliminares realizados en un laboratorio clini
co se ha obtenido un acuerdo satisfactorio entre recuentos dife

renciales manuales y los recuentos automatizados.,

TECHNICON H 1

La tecnologfa inovadora del analizador.hematSlogico TECH-
NICON H 1 permite evaluar el estado clinico del paciente a tra
vés de una combinac.én de resultados numéricos, marcadores -
morfolégicos, citogramas e histogramas.

El sistema coprende marcadores basados en una nueva tec-
nologia, que produce informacién adicional, sobre las células
rojas anormales, que sirve como auxiliar para el diagnéstico y
en ocasiones para el tratamiento.

Algunos sistemas antecesores de Technicon Hl, ¢l D y el -
6000, utilizan el priucipio de la citometr{a de flujo; con es-
te método, se efectda un conteo completo de las células blancas
y un contco diferencial de las células morfolbgicamente no -

maduras, incluyendo también la morfologia y conteo de -
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las células rojas.

En esta tecnologfa se invelucran tres tipos de marcadores

<]

funciones:

reacciones citoquimicas que preparan a las células blancas -

para el andlisis.

l

rmedidas citométricas espec{ficas de las propiedades de las -
cél.las.

~ conversiones por algcritmos, que transforman las medidas ci-
tométricas en resultados familiares para la clasificacién y el

conteo.

En el sistema estos marcadores (funciones) has sido apro-
vechados y se han ampliado su uso, baséindose en una nueva cito
metria y Juz experimental de barrido y se han adaptado a la -
nueva tecnologfa computarizada y desarrollado nueves algorit-
mos.

El sistema Hl consiste de cuatro canales:
~ Hemoglobina
- Peroxidasa
- Células rojas y plaquetas
- Bas6filos / canal nuclenlobular
1.- Hemoglobina

El método usado para la medida de hemoglobina en el H 1
es una modificacidn del precedimiento tradicional de la cia-
nometahemoglobina.

La superficie de las céJJlas rojas se lisa causando la 1fi
beracién de la hemoglobina, la protefna desnaturalizada y el
grupo hemogliobina se solubiliza y se combina con cianida, la
mezcla resultante se lee colorimetricamente a 546 nm,

2.- Peroxidasa.

Las células rojas se lisan y las células blancas se ti-
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fien con un crombgeno y peréxido de hidrégeno como sustrato, en
tonces se forma un precipitado negro con los granulos prima-
rios que contienen peroxidasa.

La intensidad de la tincidn depende de la actividad de la
peroxidasa, los eosinéfilos tienen una actividad mé&s intensa -
que los neutréfilos y le actividad de la peroxidasn de los mo-

nocitos es mds débil.

La peroxidasa no esta presente en los linfocitos y si no
se tifien las células se les denomina células grandes no tedi-
das (LUCS).

Las células se mueven répidamente y al mismo tiempo pasan
a t}avés de un par de detectores en un canal Optico.

('no es detector de campo claro y es més sensible a los di
ferentes grados de absorvancia, en base a la intensidad de -~
la tincién.

Las cé&lulas son caracterizadas por una combinacién de la
medicidén del volumen y la actividad de 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 posicién del
punto depende de la combinacién de la luz de barrido y de la -

absorcidén por la célula,

Miles de células son analizadas por segundos, se usa una
computadores pura definir y analizar los agrupamientos, contan
do las células en cada agrupamiento y clasificdndolas sobre la

base de la infurmacidn almacenada en la computadora.

lLas medidas de los canales de peroxidasa son utilizadas -
para la cuenta diferencial y total de las células blancas sin

tomar en cuenta los baséfilos. Este dato aparece en el repor-



te final.

Se usa un nuevo pardmetro para medir el {ndice medio de -
peroxidasa de los neutréfilos y también como medida de la in-
tensidad con que se tiflen.

3.~ Canal bas6filo / canal nicleo lobular.

El canal nicleo lobular se emplea para la medida de la -
conformacién de los nicleos de las células blancas.

El método se basa en la observacién de las células blan-
cas cuando son somctidas a pH altos, en estas condiciones la -
membrana y el citoplasma de los neutréfilos, eosinéfilos, lin-
focitos y monocitos se eliminan y se libera el nficleo.

Las membranas de los basG6filos sin embargo permanecen in-
tactas, lo cual nos permite su recuento por scparado, El canal
nicleolobular citométrice ha sido programado para distinguir -
los leucocitos por las diferencias en el modelo nuclear,

La citometrfa se basa en el laser que mide la luz de ba-

rride en dos diferentes angulos, uno bajo y otro alto.

El &ngulo de barrido mide el volumen; como los baséfilos
son resistentes a la lisis y permanecen intactos, entonces su
&ngulo de barrido es mas alto que el ndcleo deshude de los o-
tros leucocitos, as{ los bas6filos aparecen en lo alto del eje
vertical. El umbral de fijacién horizontal separa los baséfi-

los del nicleo de otros leucocitos.

El angulo de barrido alto es responsable de los niicleos -
Irtulads o segmentados, estos y el &ngulo de barrido se seha-

la sotre el citoplasma,

Con la relacidén PMM/MN (polimofonuclear/mononuclear} se
obtiene el {ndice de lcbularidad (LI), este nos indica el gra-
do de sepgmentacién de los polimorfonucleares, el valor bajo -

sugiere una desviacién hacia la izquierda.
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Los blastos aparecen a la izquierda de las células mononu
clares sobre el eje de las "X" ¥ son contadas separadamente -

por sus marcadores.

MARCADORES DE WBC

EL marcador de la desviacién hacia la izquierda se incre-

menta en una muestra con neutrdfilos no segmentados.
En el citograma nuclear hay dos picos de poblacibén unc de mong
nucleares y otro de polimorfonucleares. Hay un valle bien defi
nido que se presenta entre el nicleo de los polimorfonucleares
y mononucleares. El marcador aparece si hay un incremento en -
el fndice de segmentacidn.

El Indice de segmentacidn es relativo a la posicién donde
estl el pico poblacional de estos dos tipos de células nuclea-
das.

Esto ocurre sobre el eje de las "X" del citograma nuclear,
cuando e! nimero de neutréfilos no segmentados se incrementa, -
el pico poblacicnal se mueve hacia la fzquierda y por lo tanto
el fndice de segmentacion decrece en relacién al valor normal y
el valle entre las dos poblaciones se hace menos pronunciado.

La combinacién de los indices de lobulacién y la presencia

o ausencia de valle denota en mayor o menor grado el marcador.

MARCADOR DE BLASTOS

A causa de su particular estructura interna el nicleo de
los blastcs y otras células mononucleares anormales se ubican
hacia Ja parte izquierda del eje de las "X" en el citograma -
nuclear y usualmente se agrupa con los mononucleares.

El porcentaje de células mononucleares se contabiliza co-

mc porciento de blastos b' y se reporta como LAB SCREEN *.
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MARCADO ATYP

El marcader de linfocitos "transformados" se deriva de la
informacién obtenida de la peroxidasa y el canal nuclear lobu-
lar cuando el porcentaje de LUCs (células grandes nc tefiidas)
se incrementa y este no puede ser contado completamente por un
incremento en el "b", las células remanentes se reportan como

linfocitos transformados.

MARCADOR IG (granulocitos inmadurns}

Los granulocitos inmaduros tal como mielocitos y metamie-
locitos, no se presentan normalmente en sangre periferica.

Estos pueden aparecer en desordenes mieloproliferativos y
ocupan posiciones dentro del citograma peroxidasa en las regig

nes de la poblacién de eosinofilos y neutréfilos.

A causa de que el {ndice de los granulocitos inmaduros -
son no segmentados, aparece con un niclec mononuclear en el ca

nal nuclear asi como con los polimorfonucleares.

Si la suma del porciento de neutréfilos y el porciento de
eosinofilos del canal de peroxidasa es mis grande que el por-
ciento de polimorfonucleares del canal de bas6filos/lcbulos -

el marcador IG aparece.

I!na variante adicional de estos sistemas es la tipificacidn de
linfocitos.
METODO DE LA PEROXIDASA
La reaccién de inmonofluorecencia se emplea en la subti-
pificacién de los linfocitos.
En este método la sangre total reacclona primero con un

anticuerpo monoclonal especifico el cual se une a los recep-



tores de superficie de cada-célula, un segundo anticuerpo marca
do con biotina interactda con el anticuerpo monoclonal se adi-
ciona en seguida un reactivo de avidin-peroxidasa y se tifie por

un metodo similar al del canal de la peroxidasa.

Los linfocitos que han sido marcados por la reaccién de -
inmunoperoxidasa aparecen entre la poblacidén marcada de linfo-
citos y monocitos; las células con peroxidasa endogéna por ejem
plo, neutrofilos, eosinéfilos y monocitos se tifien intensamente

Yy aparecen a la derecha del citogrma.

MARCADORES MORFOLOGICOS

El H 1 tiene un sistema de marcadores para la morfologfa ~
anormal, con los cuales alerta al operador para una revisién -
adicional,

Tal como el examen microscépicn de la sangre, algunos marcado-
res son graduados en cruces (desde una cruz hasta cuatro cru-
ces) que gon generados por una serie de pulsos.

La forma de reportar los marcadores mérfolégicos se dan en
tres columnas:
la columna: PARAMETER se enlistan los marcadores.
2a columna: SUSPECT se registra los pulsos o una carta para -
identificar las anormalidades.
3a columna: VERIFY: un espacio sobre comentarios después de la
revisién visual del frotis sangfneo y otra verificacién de los

marcadores

MARCADORES
RBC; Hay seis marcadores morfolégicos para los ertirocitos,los
cuales indican el grado de severidad, hay uno relacionado con
el Volimen: anisocftosis (ANISO), microcftosis {MICRO)., y
macrocitnsis (MACRO}.
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Hay otro relacicnado con la conzentracién de la hemoglobi
na carpuscular o color (hemoglobinizacidn) anisccromia (VAR)
hipécromia (HYPO) hipercromfa (HYPER).

El marcador de RBC se da en cuatro digitos.

El primer dfgito corresponde a la distribucién del RBW (distri
bucifin de glohulos rojos)

el segundo da el volimen (macro o micro)

el tercero HDW concentracidn de hemoglobina y

el cuarto el color (hipo o hiper).

MARCADORES DEL VOLUMEN

El rango normal para ei volimen célular individual de los eri-
troc:itns es entre 60-120 [l como indicadores de los limites -~
marcados en el histograma de volimen RBC el cual demustra la

distribucién del volGmen célular por célula.

MARCADORES DE COLOR (RBC)

El histograma de concentracidn de hemcglobina representa
la distribucidén de hemoglobina celular individual de la pcbla-
¢ién sangufnea, tos limites nurmales se consideran entre los rangos
de 28 g/L 41 g/L

E] marcador VAR se basa en la distribucidn de hemoglobina
este se desvia de su valor si los valores son mis altos que -
los normales.

El marcador de color de células con una concentracién de
hemoglobhina menor de 2B g/dl se considera como hipocromia y -
cerca de 41 g/dl como hipercromia.

El porciento de células normocrémicas, hipocrdmacas e -

hipercrémicas se distribuyen entre estas categorias.



RESUMEN

Comparando las ventajas y desventajas de los métodos auto-
matizados con respecto a los métodos manuales, en el aspecto -
tecnolégico se observa una marcada tendencia de uso en el tra-
bajo de rutina hacia los métodos automatizados, ya que nos pro
porciona una gran gama y versatilidad de parametros de una -
muestra analizada.
Esto proporciona un panorama de apoyo en la evaluacidn del es-
tado clinico del paciente y a la vez resulta de gran utilidad
en ciertas ocasiones como factor determinante en el diagnésti-
co, terapia, tratamiento, seguimiento y pronostico del pacien-

te.

El costo del equipo se considera como una limitante ya -
que en muchos laboratorios no se cuenta con posibilidades eco-
némicas para adquirir un equipo como este.

Otra limitacidn es el manejo y mantenimiento ya que este equi-
po es muy sensible y delicado.

Constituye un problema la interpretacién de las discrepan
cins entre los datos aportados por el sistema automitico y los
datos aportados por los métodos tradicionales de recuento dife
rencial.

Aiin el problema es el costo del equipo, ya que su cuidado, man
tenimiento y manejo deben ser minuclosos, no cobstante hay una
tendericia en disminuir los costos generales de las pruebas de
laboratorio ademfis los anédlisis as{ obtenidos demuestren una -
disminucidn de los errores técnicos accidentales, aumentando -
asf la calidad de los resultados, comparando con los métodos —
manuales de recuento célular que resultan en ocasiones engorro
sus y pesados ¢ implica un menor grado de precisién.

Dentro de las ventajas que ofrecen las técnicas automati-
zadas en la rutina del laboratorio de hematologfa ce citan las

sigulentes:



~Menor incidencia de errores en el recuento de eritrocitos, pla
quetas y leucocitos.

~Eliminacién del error que introduce el plasma en la lectura -
del hematdcrito (hematdcrito electrénice),

-5¢ tiene un m«jor control de calidad del trabajo, de forma es-
tad{stica, ya que estos aparatos trabajan con histogramas, en -
base a la desviacidén esténdar y dispersién de los datos.

~Se pueden procesar grandes volUmenes de trabajo en la rutina -
ya que el tiempo gque se requiere para el recuento celular y re-
porte de los resultadus es muy corto.

-EJ volimen ocupado d# nuestra del paciente es despreciable con
respecto al utitizado en los métodos manuales.

~La introduccién de los histogramas, citogramas y algoritmos pa
ra transformsr los datos en resultados familiares nos da una -
gran ventaja al interpretar los resultados para asf{ obtener un
diagnéstico presuntivo de las posibles alteraciones en los ele-
mentos sanguinecs ya que proporcionan un gran nimero de rasgos
a evaluar.

-Con la introduccién de marcadores se elimina la evaluacién sub
Jetiva de las alteraciones en el volumen, coclor y forma de las
células.

~Introduccién y uso de técnicas inmunoenzimiticas para la cla-
sificacibn, identificacién de los diferentes estados de madura-
ci6n y de los elementos de la serie blanca ’eutréfilos, eosing
filos, bas6filos y linfocitos) esto da la ventaja de una buena
cuenta diferencinl, ya que ofrece reacciones biovquimicas espec{-
ficas sobre los diferentes constituyentes bioguimicos de las cé-

lulas blancas.
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DESVENTAJAS Y LIMITACIONES

LIMITACIONES

Los resultados obtenidos por los métodos anteriormente -

descritos son similares o mejores que los obtenidos por los -
métodos manuales,
Sin embargo el equipo de canales miltiples es no obstante, me-
cénica y electronicamente bastante compleje y se requiere un -
nivel de guia y vigilancia, en cuanto a la mala funcién que ha
menudo ha confundido al personal operativo en laboratorios he-
matoldgicos.

Se utilizan para su estandarizacibn nurmalmente prepara-
ciones de sangre estabilizada, suspensiones de particulas o ~
muestras de sangre fresca, analizadas por procedimientos manua
les. Ninguna de estas preparaciones ha gido superada completa-
mente de modo satisfactorio.

Con el contador Coulter Counter aparecen errores en la meg
dicién del volimen corpuscular medio, y como consecuencis en
el valor de hematdcrito, cuando el recuento de leucocitos es -
muy elevado. Frecuentemente este recuento es ralsamente bajo -
cuando hay una linfocitosis acentuada, como se observa en la
leucemia linfocitica erédnica debido a la fragilidad de los leu
cocitos leucémicos.

Tampoco resulta muy correcta la correlacién entre la con-
ductividad de la sangre y el valor de hematdcrito, mas impoer-
tantes son las alteraciones de conductividad gue ocurren cusn-~
do hay una elevacidn manifiesta de las protefnas séricas.

-El recuento eritrocitario se ve afectado por eritrocitos re~
sistentes a la lisis, o erritrocitos nucleados, fragmentos de
leucocitos y particulas mis grandes que 45,3 f1.

~Otro parémetro que se ve dafiado es el volimen {VCH) cuando ~
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exigte leucocitosis, trobocitosis o aglutininas frias,
-La homoglobina también se ve aparentemente afectada cuando hay
leucocitosis, con una lipemia severa, heparina y la presencia -~

de eritrocitos annrmales resistentec a la lisis,

£l verse alterads este rarametro se veran afectados algunos de
los fndices hematolédgicos.

Tz2les interferencias se deben tener en cuenta para dar resulta-
dos confiables.

- Los leucocitos normalmente ocurren s 35 fl o por encima de es
ta regién de manera que la zona cercana o en los 3% f1 deben -
estar libre de artefactos o partfculas que puedan interferir en
el conteo de leucocitos, tales como plaguetas agrupadas o gigan
tes, eritrocitos nucleados, eritrocitos no estromalizados, pro-
tefnas o particulas lipidicas resultantes de una alimentaciGn pa-
renteral entonces se puede tener interferencia en el conteo.
-las particulas de aproximadamente el tamafin de las plaquetas -
pueden interferir con el conteo y el hig tograma de plaquetas, -
las partfculas pequeflas tales como microburbujas o polve, se -
s¢ pueden sobreponer con el extremo inferior, los eritrocitos -

microcfticos pueden traslaparse en el extremo superior.

Los equipos autcmatizados en hematologia come en cualquier
otra &rea de laboratorio clinico, resulta de gran utilidad para
aligerar 1a carga de trabajo, sin embargo se deben tener presen-
te lag Jimitaciones de la automatizacidén pues siempre existiran
patologfas nue requieren ser analizadas individualmente,_estos

enquipos, peraiten que el morfélogo pueda desarrollar aun mis su

potencial pues se enfocard aguclles problemas no resueltos por —

la automatizacién.
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