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“Visidon general del diagndstico en un laboratorio de pediatria de tercer nivel: fases preanalitica, analitica y

postanalitica”

1. Introduccion

Los laboratorios clinicos representan un apoyo primordial para el drea médica, ya que a

través de los andlisis realizados en ellos se pueden diagnosticar diferentes patologias y

establecer el tipo de tratamiento que se debe administrar al paciente.

Es imprescindible conocer el método analitico a utilizar entendiendo por tal el conjunto de

instrucciones escritas que describen el procedimiento, los materiales y el equipamiento

gue necesita el analista para obtener resultados.

Concretamente, los detalles de interés del método analitico son:

1.
2.

Fundamento con referencias bibliograficas.

Caracteristicas técnicas de los instrumentos y del material (con detalles para que el
analista juzgue qué instrumentos o modelos de instrumentos se pueden utilizar).
Lista de reactivos con la composicién, concentraciones y origen, asi como el
nombre comercial y la pureza. También se ha de indicar la concentracion de los
calibradores, el método utilizado para asignar valores y los limites de tolerancia de
los valores.

Condiciones del espécimen (muestra): volumen, conservantes o anticoagulantes,
condiciones de almacenamiento y horario de recolecciéon recomendado.
Descripcion de todos los pasos del procedimiento analitico, indicando los pasos
criticos y tolerancias que se pueden permitir en las mediciones.

Procedimiento de calibracion y método de calculo de los resultados.

Intervalo analitico: intervalo de magnitud en la que se puede aplicar el método sin
ninguna modificacion. La imprecisidn y la inexactitud aumenta en los extremos del
intervalo analitico.

Precauciones especiales de seguridad en la manipulacién de especimenes,
preparacion de reactivos, eliminacién de residuos y en los métodos apropiados
para descontaminar (si es necesario) (Prieto, 2003).

Las fases que comprende el proceso analitico son:

Fase preanalitica: incluye todos los procesos desde la solicitud del andlisis por
parte del clinico, hasta el procesamiento de la muestra.

Fase analitica: abarca todos los procedimientos relacionados directamente con el
procesamiento de la muestra hasta la obtencidn de resultados.

Fase postanalitica: se fundamenta en la validacion de resultados, elaboracién y
emisién del informe por parte del laboratorio.
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“Visidon general del diagndstico en un laboratorio de pediatria de tercer nivel: fases preanalitica, analitica y
postanalitica”

La Unidad Médica de Alta Especialidad Hospital de Pediatria "Dr. Silvestre Frenk Freund"
ubicada en el Centro Médico Nacional Siglo XXI se fundd el 15 de marzo de 1963 con 12
especialidades.

Los sismos de septiembre de 1985 dafiaron su estructura, pero acrecentaron el espiritu de
grupo de sus integrantes, lo que motivé un cambio sustancial en los procesos de
asistencia, docencia e investigacién para la solucién de los problemas prioritarios de salud
de la poblacidn infantil.

El nuevo Hospital inaugurado el 27 de abril de 1992, con una etapa previa de transicion de
reinicio de labores en el Hospital Anexo del CMN de 1989 a 1991, a diferencia del anterior,
se estructurd con la filosofia de la Alta Especialidad correspondiente al tercer nivel de
atencion.

Su mision es otorgar atencion médica de alta especialidad en padecimientos complejos a
menores de 17 afios, con un liderazgo efectivo y un enfoque sistémico de atencidn,
sustentado en la investigacidon y la educacién, garantizando la calidad y seguridad de los
pacientes.

Su visidn ser en el pais, la Unidad Médica de Alta Especialidad lider en atencién pediatrica
y mantenerse como drgano consultivo en Pediatria, en todo el Sector Salud.

El laboratorio general de Pediatria cuenta con areas de: Toma de muestras, Urgencias,
Banco de sangre, Bacteriologia, Inmunologia, Hematologia, Hematologia especial,
Coagulacion, Inmunobioquimicas y hormonas, Uroanalisis.

PEDIATRIA

Figura 1. Hospital de Pediatria "Dr. Silvestre Frenk Freund

11



“Visiéon general del diagndstico en un laboratorio de pediatria de tercer nivel: fases preanalitica,

analitica y postanalitica”

Objetivo general

Incursionar en un laboratorio de analisis clinicos de tercer nivel que agrupa una serie de

secciones y cada una de ellas involucra pruebas muy completas para abarcar areas

especificas. Aplicando conocimientos adquiridos durante la licenciatura y aprendiendo el

manejo de equipos automatizados; asi como la realizacion de pruebas manuales; para

adquirir nuevas habilidades dentro de un laboratorio clinico.

Objetivos particulares

1.

Realizar estancia en todas las areas del laboratorio para asi tener una visidon
general de cdmo se trabaja en cada una de ellas.

Aprender vy realizar tomas de muestras pediatricas; asi como las condiciones de
manejo de las muestras.

Aplicar y aprender los fundamentos de cada prueba en las diferentes areas del
laboratorio.

Aplicar criterios y toma de decisiones en el desarrollo de una prueba y emision del
resultado.

Aprender y aplicar los procedimientos de control de calidad en las diferentes areas
del laboratorio.

Relacionar resultados obtenidos con diagndstico del paciente para asi poder
validarlos y asi proporcionar resultados confiables.

12



“Visidon general del diagndstico en un laboratorio de pediatria de tercer nivel: fases preanalitica, analitica y
postanalitica”

2. Fase preanalitica

Probablemente, la fase preanalitica es la mas compleja del proceso por la cantidad de
etapas que incluye, la variabilidad del personal que interviene, con diversa formacion y, en
muchas ocasiones, ajeno al laboratorio y por su impacto en las fases posteriores.

Esta fase abarca todos los procesos (Figura 2) desde el momento en que se solicitan las
pruebas hasta que la muestra ya preparada, entra en la fase analitica (Hernandez, 2010).

Solicitud de analisis

v

Obtencién del espécimeny
acondicionamiento

‘1' — Etapas de la fase
Identificacion preanalitica

\

Transporte al laboratorio

v

Recepcion y clasificacion

Figura 2. Etapas de la fase preanalitica cruciales en el desarrollo del proceso del laboratorio (Campal,
2005)

2.1 Tipos de muestra sanguinea: venosa, arterial, capilar

La recoleccion y el analisis correctos de una muestra de sangre son esenciales, pues de
ellos depende la calidad de los resultados obtenidos y, en consecuencia, de los emitidos
para la practica clinica. Debido a que se trata de una muestra poco invasiva en su toma
que refleja el estado general de salud en su composicién.

El acceso a la circulacion sanguinea se hace a través de los vasos sanguineos y segun el
factor que se quiera determinar, se seleccionara la via de acceso. Las vias de acceso mas
usuales son:
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Via venosa: es la que mas se utiliza, ya que tiene menos posibilidades de causar un
traumatismo al paciente, mayor facilidad de acceso y permite la obtencién de un
volumen de sangre adecuado.

La zona iddnea para la venopuncidn es la fosa antecubital, en la parte anterior del
brazo bajo el codo; la distribucidon de las venas en esta zona, para un 70% de las
personas, es en forma de “H”, representadas por las venas cefdlica, cubital
mediana y basilica. En el 30% restante se asemeja a una “M”, representada por las
venas cefdlica, cubital mediana, basilica mediana y basilica. Las que mas se utilizan
son las venas cefalica y cubital mediana. Cuando estas venas no estan disponibles
0 no son accesibles, se opta por utilizar las venas del dorso de la mano.

Via arterial: es una via que se utiliza menos, ya que es dolorosa, de dificil acceso y
el paciente puede tener riesgo de hemorragia y trombosis; en la practica se
emplea para la determinacion de gases y pH.

El lugar que mas se emplea para este tipo de puncidn es la arteria radial, en la zona
interna de la mufieca, o en la arteria humeral en la flexura del antebrazo porque
representa menor riesgo.

Via capilar: es una via de facil acceso y tiene pocas posibilidades de provocar un
traumatismo al paciente. Normalmente se emplea en neonatologia, por el dificil
acceso a las vias venosas, pero el volumen de sangre que se obtiene es menor.
(Hernandez, 2010)

2.2 Toma de muestra por venopuncion

Observar la vena de mayor calibre y mas adecuada

Colocarse los guantes

Situar el torniquete a 7.5-10cm de la zona elegida, para aumentar la presién
intravascular, facilitar la palpacién de las venas y mejorar la obtencién de la sangre.
Su aplicacion no debe exceder mds de un minuto, pues un uso inadecuado del
torniquete puede dar lugar a valores falsamente altos, errores en el diagnéstico a
causa de hemolisis, asi como complicaciones de la extraccién y hematomas.
Limpiar la zona con algoddn impregnados en alcohol isopropilico o etilico al 70% y
efectuar un ligero masaje circular sobre la piel, desde dentro hacia afuera; esperar
30 segundos antes de aplicar la técnica (Fig. 3).

Extraccion de la muestra: se recomienda utilizar el sistema de vacio, porque es un
mecanismo de seguridad que evita las exposiciones accidentales a la inoculacion y
la hemodlisis; asi como el incorrecto llenado de los tubos. Hacer una puncién lo
menos traumatica posible para asegurar la calidad de la muestra; llenar los tubos
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en el orden adecuado, homogenizando al retirar cada uno de ellos el nimero de

veces indicado en la Fig. 4 (Hernandez, 2010).

Figura 3. Localizacion de las diferentes venas para la recoleccién de muestra sanguinea. (Hernandez, 2010)

Orden de toma para recoleccion de sangre venosa

Tapén Corntenido de tubo Area de uso Inversiones

¥ | Hemocultivo Microbiclogla 5 weces
Coagulacion (Tiem pos de
Citrato de sodio coagulacién fibrinégeno, y 3 adveces
agregacién plaquetaria)
Gel separadaor Quimica clinica 5 WECES

Sin anticoagulante, con
activador de coagulacian,
con silicén

Quimica clinica, banco de sangre
serologla

8 al0veces

Gel separador y trombina

Cbtencién de suero rapido

5 a 6veces

Gel separador y
heparina de litio

Quimica clinica en plasma

5 wveces

Heparina de sodicdditio

EDTAK 2

Quimica clinica (urgencias)

hermatologra (fragalidad osmaética)

Hematologla, banco de sangre

8 al0wveces

8 a 10wveces

Gel separador y EDTAKz

Determinaciones de carga wiral

8 a 10wveces

Oxalato de Potasio/MaF

Quirmica clinica, pruebas de
lactatoy glucosa

8 veces

Figura 4. Orden de toma para recoleccién de sangre venosa
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2.3 Factores que influyen en la calidad de una muestra sanguinea

Hemdlisis: se define como la salida de los componentes intracelulares de los
hematies al plasma o suero, lo que le confiere un color rojizo a la muestra. La causa
mas frecuente es una extraccidon dificultosa y se genera por la liberacion de
cantidades muy elevadas de enzimas como LDH TGO vy electrolitos como K. La
presencia de esta en una muestra, segun el grado en el que se haya producido,
puede invalidar la prueba y hay que informar de su existencia para sopesar la
validez de los resultados.

Lipidemia: puede deberse a no haber guardado el ayuno recomendado o a
problemas metabdlicos.

Almacenamiento: las muestras deben colocarse siempre en contenedores
cerrados para evitar su evaporacion, ya que esta merma también puede producirse
cuando se almacenan en los refrigeradores. Se deben colocar siempre en posicion
vertical.

Evaporacion: el contacto con el aire incrementa la evaporacién o sublimacién de la
muestra, lo cual resulta en el aumento en la concentracién de algunos
componentes.

Efecto de la luz: proteger de la luz para determinar ciertos parametros como:
porfirinas, vitamina D, entre otras.

Congelacidon y descongelacion: la homogenizacidon inadecuada de las muestras
después de la congelaciéon es una causa de error habitual. La muestra, tras la
descongelacién, se debe homogenizar; asi como evitar congelar y descongelar en
repetidas ocasiones.

Tiempo de procesamiento: existen analitos que tienen que ser analizados
rapidamente porque se degradan o bien conservarlos a ciertas temperaturas para
preservar su vida media (cortisol, ACTH, crioglobulinas) (Hernandez, 2010).

2.4 Recoleccion de muestras diversas biologicas

Ademas de la sangre existen otras muestras que se analizan para determinar alguna

infeccion o los metabolitos que poseen ese tipo de muestras como: orina, heces, heridas,

exudados, expectoraciones, entre otras.

Debido a que la mayoria de estas muestras no se recolectan en el laboratorio se deben

seguir las instrucciones proporcionadas por éste para obtener una muestra de calidad y

gue proporcione resultados confiables. Es importante la correcta identificacion de

espécimen con los datos del paciente, en caso de hemocultivos especificar el lugar de

toma de la muestra, en los coproparasitoscépicos de tres muestras indicar el nimero de

muestra (1-3).
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Tabla 1. Muestras diversas y como recolectarlas correctamente.

Orina para EGO

Orina para Urocultivo

Orina de 24 hrs

Heces para coprocultivo

Heces para coproparasitoscopicos

Heces para coproldgico y para
deteccion de grasa

Exudado faringeo

Exudado nasal

Expectoracion

Hemocultivo

Liquidos diversos

Aseo previo de la zona genital

Aseo previo de la zona genital con
jabdn neutro con benzal tépico. Sin
estar tomando antibidticos

Aseo previo de la zona genital

Sin estar tomando antibidticos

No utilizar talco, crema o pomadas

No realizar aseo bucal, sin haber
ingerido alimentos o bebidas 8 horas
previas a la toma.

Sin previo aseo nasal

Enjuagar la boca con solucién salina
estéril

Realizar previa asepsia con yodo y
alcohol etilico al 70% en la zona de
puncidn; creando un campo estéril.
Recolectar las muestra previa al
tratamiento de antibidticos

Realizar previa asepsia

Recolectar la primera orina de la
mafiana, desechar el primer chorro y
recolectar de chorro medio en un envase
limpio. En el caso de los bebes se les
proporciona a los padres una bolsa
recolectora.

Recolectar la orina de chorro medio en
un envase estéril.

En el caso de bebés colocar la bolsa de
recoleccion y tener cuidado de que no se
salga la orina.

Recolectar toda la orina del dia, tarde y
noche durante 24 hrs; anotando la hora
de inicio y la hora de termino. Es
importante recolectarla en un envase
limpio; de preferencia de agua si el
laboratorio no proporciona envase
especial

Recolectar las heces en un envase estéril

Recolectar las heces de 1,2 o 3 dias

dependiendo de lo solicitado por el

médico. Mantener las muestras en
refrigeracion

Recolectar las heces en un frasco limpio

y en el caso de los bebés no recolectar
de panal
Con un hisopo tomar la muestra de la
zona que presente inflamacién o
enrojecimiento; teniendo cuidado de no
tocar mucosa oral, lengua o dientes
Con un hisopo estéril tomar muestra
profunda de ambas fosas nasales

Obtener esputo luego de un esfuerzo de

tosa, preferentemente de la mafiana. Es

importante que la muestra no sea de
saliva, sino de tos profunda.

Con una jeringa recolectar de 1-2 mL de
sangre y en condiciones estériles
depositar la sangre en el medio.

Se recomienda tomar dos muestras de
diferente sitio de puncién.
Preferentemente cuando el paciente
presenta fiebre.

Este tipo de muestras son tomadas por
los médicos, ya sea por puncion lumbar
en caso de LCR o por paracentesis
cuando se trata de liquidos en procesos
inflamatorios o infecciosos.

17



“Visidon general del diagndstico en un laboratorio de pediatria de tercer nivel: fases preanalitica, analitica y
postanalitica”

Existen factores que afectan de forma importante los resultados (Tabla 2). El efecto
incluso puede invalidar la interpretacién del resultado analitico. Las causas de la
variabilidad bioldgica pueden ser enddgenas, como los ritmos circadianos hormonales, o
exogenas, como el estrés o la actividad fisica antes de la extraccion y son modificables.

Tabla 2. Variables preanaliticas

Edad
Variabilidad biolégica no modificable Sexo
Raza
Variaciones ciclicas
Dieta
Variabilidad bioldgica modificable Actividad: ejercicio o estrés
Entorno
Ingesta de farmacos
Postura
Tiempo de aplicacidn del torniquete
Caracteristicas fisicas
Variabilidad debida al espécimen Estabilidad de los constituyentes
Recipiente de la muestra

Variabilidad debida al momento de extraccion

3. Fase analitica

En la fase analitica, se incluye como faceta principal el desarrollo de los métodos analiticos
especificos, necesarios para conocer los valores de las distintas pruebas solicitadas para
cada paciente. Hoy en dia, todo estd protocolizado segun los criterios que indican los
fabricantes de reactivos y segun las caracteristicas técnicas de los autoanalizadores que
se utilizan para cada técnica. Las distintas casas comerciales responsables de las técnicas y
autoanalizadores, entregan como minimo con cada reactivo, la siguiente informacion: el
principio activo del reactivo, (si es un kit, los componentes del mismo), la ficha técnica del
reactivo con los criterios y datos necesarios para protocolizar la técnica, las prestaciones,
las caracteristicas de funcionamiento, la conservacion y la estabilidad, asi como el control
de calidad. Una vez que se han protocolizado todas las técnicas y se han cargado; se
realiza la calibracién de cada técnica introducida. Por ultimo, se procede a realizar un
control interno para cada una de ellas (Quesada, 2010).

En el proceso analitico se pueden distinguir cuatro etapas fundamentales:

e Validacion de la técnica

e Introduccién de controles de calidad

e Calibracién de equipos o instrumentos en caso de que se requiera
e Procesado de muestras
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3.1 Control de Calidad (CC)

El Control de Calidad en el laboratorio clinico es un sistema disefiado para incrementar la
probabilidad de que cada resultado reportado por el laboratorio sea vdlido y pueda ser
utilizado con confianza por el médico para tomar una decision diagndstica o terapéutica.
Los procedimientos de Control de Calidad funcionan detectando los errores analiticos,
idealmente cualquier error suficientemente grande para invalidar la utilidad médica de los
resultados de laboratorio debe ser detectado. En la prdctica, muchos procedimientos de
Control de Calidad operan introduciendo controles (materiales de muestras bien
caracterizadas por ensayos previos) al proceso de ensayo del laboratorio y comparando
los resultados de la prueba con el rango de valores esperado derivado del ensayo previo
(Cooper, 2007).

3.1.1 Control de Calidad interno

Es el analisis de una o mas muestras control, de valores conocidos, utilizadas al mismo
tiempo y en paralelo con las muestras de los pacientes. Permite evaluar la precisién del
sistema analitico.

El control debe realizarse con el mismo método, equipo y personal que las muestras de los
pacientes; asi cuando no se observan anormalidades en los controles se concluye que las
determinaciones de las muestras de pacientes son fiables y se puede proceder al informe
de resultados (Vargas, 2006).

3.1.2 Control de Calidad externo

El control de calidad externo compara el desempefio analitico entre diferentes
laboratorios. Es llevado a cabo por instituciones publicas o privadas, que envian muestras
liofilizadas de un mismo lote de suero a distintos laboratorios para el andlisis de varios
componentes séricos.

Cada laboratorio efectua los analisis y envia los resultados a la institucién encargada de
procesar los datos. Luego ésta envia un informe a cada laboratorio indicando su posicion
con respecto a los demas participantes. A través del control de calidad externo, cada
laboratorio mantiene en forma continua una comparacién de sus resultados con otros
laboratorios. Esto permite detectar errores sistematicos que no se manifiestan en el
control de calidad interno, como por ejemplo, errores en la determinaciéon del valor
promedio del suero control. Ademas, el seguimiento del control de calidad externo
permite detectar errores sistematicos que aumentan lentamente y no son percibidos por
el control de calidad interno (Vargas, 2006).
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3.1.3 Grafica de Levey-Jenning

Generalmente, una gréfica sirve para anotar los valores obtenidos durante un mes (31

dias).

Al trazar las lineas en la gréfica, se establecen los siguientes limites:

Limite de aviso: Corresponde a las lineas que tienen asignado el valor de la media
+/-1 DE. Este limite establece un nivel de confianza del 68%, es decir, de cada 100
veces que se realiza una determinacion, 68 resultados deben estar dentro de este
limite.

Limite de alarma: Corresponde a las lineas que tienen asignado el valor de la media
+/-2 DE. Este limite establece un nivel de confianza del 95%.

Limite de accidn: Corresponde a las lineas que tienen asignado el valor de la media
+/-3 DE. Este limite establece un nivel de confianza del 99,73% (Fig. 5).

Figura 5. Ejemplo del comportamiento del reactivo de albimina del equipo MODULAR EVO® en una

grafica de Levey-Jenning

La inspeccion visual de los resultados anotados en la grafica de Levey-Jenning permite el
descubrimiento de alteraciones en la determinacién, entre las que destacan las siguientes:

Desplazamiento: es la desviacidn de todos los valores hacia arriba o hacia abajo de
la linea media. Si es progresivo se llama tendencia al alza o a la baja. Indica la
existencia de una inexactitud ocasionada por un error sistematico.

Oscilacién: es la presencia de numerosos valores tanto en niveles bastante
superiores como en niveles bastante inferiores al de la media. Si sélo se aleja un
valor de la linea media, la alteracién recibe el nombre de salto.

Tanto la oscilacion como el salto se deben a errores aleatorios (Control de calidad en el
laboratorio, 2013).
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3.1.4 Error aleatorio

Involucra la precision del procedimiento de medicién, lo cual afecta la reproducibilidad.
Son impredecibles inherentes a toda medicidén, pueden ser ocasionados por factores
como: fluctuaciones en la temperatura y energia eléctrica, variacion entre técnicos en las
mediciones, material mal lavado, agitacion incorrecta entre otras. Afectan la precisidon de
la prueba y son detectados a través de un control interno de calidad (Salazar, 2015).

3.1.5 Error sistematico

Implica la veracidad del procedimiento. Se presentan de manera continua y definida; estos
errores incluyen instrumentales, personales, errores de aplicacidn y se puede corregir con
calibracion. Afectan la veracidad y son detectados a través de un control de calidad
interno y externo (Salazar, 2015).

3.1.6 Reglas de Westgard

Son una serie de reglas usadas en el procedimiento de control de calidad para analizar la
medicion del control. Si cualquiera de las reglas es violada, entonces la corrida analitica
debe invalidarse y los resultados de las pruebas no son aceptados. Algunas son disefadas
para detectar un error aleatorio; otras detectan un error sistematico que puede indicar un
sesgo en el sistema.

Los laboratorios usan comuUnmente seis reglas en varias combinaciones. Las
combinaciones de reglas son seleccionadas por los laboratorios y se basan en el numero
de niveles de control corridos con cada corrida analitica. El objetivo general es obtener
una alta probabilidad de detectar el error y una baja frecuencia de falso rechazo de las
corridas. Las seis reglas comunmente usadas son:

1;: Esta regla detecta un inaceptable error aleatorio y el inicio de un posible error
sistematico. La corrida debe considerarse fuera de control por exceder 3DS; en este caso
se rechaza la corrida.

1,.: Esta regla es de aviso. Indica si un control evaluado excede el limite de 2DS.

2,: Esta regla detecta el error sistemdatico. Debe aplicarse dentro de las corridas inter
ensayo. Esta regla es violada dentro de la corrida cuando dos valores consecutivos del
control (o 2 de 3 valores control cuando se corren 3 niveles) exceden el “mismo” limite
(media +2s) o (media —2s). La regla es violada entre las corridas cuando un valor previo

Ill

para un nivel particular del control excede el “mismo” limite (media +2s) o (media —2s).

R4s: Esta regla detecta un error aleatorio intracorrida. Se presenta cuando valores
consecutivos de dos diferentes controles exceden 4DS. En este caso la corrida se rechaza.

21



“Visidon general del diagndstico en un laboratorio de pediatria de tercer nivel: fases preanalitica, analitica y
postanalitica”

4,,: Cuatro resultados de control superan 1DS del mismo lado, no requiere rechazo de la
corrida. ldentifica pequefios errores sistematicos (2 controles) o diferencias analiticas (1
control) que no tienen significado clinico, y se resuelven con una calibracion o
mantenimiento del sistema.

10: Esta regla detecta el error sistematico. Se identifica cuando 10 puntos consecutivos
exceden del mismo lado 1DS.

Para un control indica una diferencia sistematica (error) en un area de la curva de
calibracién. Para dos controles indica una diferencia sistematica (error) en toda la curva de
calibracion.

3.2 Calibracion

Tiene como principal objetivo conocer si el método que estd en estudio tiene una
respuesta lineal y, de ser asi, verificar que el intervalo de valores de interés clinico
(intervalo de referencia: IR) pertenece al segmento lineal. De esta forma todos los
resultados cuyos valores se encuentren en el intervalo lineal, se pueden calcular con un
valor del calibrador, que debe tener una concentracion préxima al limite superior del
intervalo de referencia.

Un calibrador es un espécimen del que se conoce la concentracién exacta del analito. El
término calibrador se utiliza mdas al hablar de Ila soluciéon estandarizadora de
autoanalizadores. Los calibradores pueden ser para uno o multiples analitos. El proceso de
calibraciéon consiste en que el autoanalizador realice la técnica tantas veces como
calibradores sean adjuntados por el fabricante, para que el valor de la lectura obtenida
para cada calibrador cuya concentracidon se conoce, sirva de referencia al sistema para que
se puedan calcular los valores de las distintas muestras que procese con esa técnica. La
validez de la calibracidon estd determinada por la linealidad de la curva de calibracién
cuyos resultados estardn en concordancia con la concentracién del calibrador usado. La
calibracién se realizard solo al implantar por primera vez un método analitico, o cuando
los controles realizados muestren una alteracidén evidente que comprometa la calidad de
los resultados analiticos (Quesada, 2010).

3.3 Mezcla de sueros

Consiste en una mezcla de varios sueros o de varios plasmas, realizada en el propio
laboratorio analitico.

Los valores de concentracién de cada uno de los analitos que contiene son desconocidos,
pero se aproximan mucho a los que se consideran normales (valores comprendidos dentro
del intervalo de referencia). Es el tipo de liquido de referencia mds parecido a las
muestras.
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Se usa en ocasiones como sustitutivo de un control comercial, pero realmente solo es util
para practicar una evaluaciéon de la precision de los resultados (grado de dispersion
encontrado entre los valores obtenidos al repetir una misma determinacion sobre la
misma muestra). En estos liquidos se debe conocer la presencia de VIH y VHB (Quesada,
2010).

4. AREAS ANALITICAS DEL LABORATORIO CENTRAL DEL HOSPITAL DE
PEDIATRIA

4.1 Banco de sangre

Esta drea se basa en inmunohematologia; que es la parte de la hematologia que estudia
los procesos inmunitarios que tienen lugar en el organismo en relacién con los elementos
sanguineos.

Uno de los aspectos mas importantes de la inmunohematologia es el estudio y
cuantificacién de los grupos sanguineos eritrocitarios que son componentes antigénicos
presentes en la superficie de los hematies, ya que se relacionan directamente con la
terapéutica transfusional y la prevencidn de accidentes hemoliticos graves.

Los genes determinantes de los grupos sanguineos transmiten, generalmente, caracteres
codominantes (se expresan en homocigotos y heterocigotos). Todos los antigenos de los
grupos sanguineos han sido definidos serolégicamente por la presencia de sus anticuerpos
correspondientes (Duefias, 2005).

Se divide en tres secciones: a) Recepcidon de pruebas piloto y papeletas solicitando
concentrados eritrocitarios, plaquetas, plasmas y crioprecipitados; b) Semipaneles; c)
Verificacién de grupo sanguineo en paquetes eritrocitarios y plaquetas, identificacion de
grupos sanguineos, Coombs y titulo de crioaglutininas.
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4.1.1 Recepcion de muestras piloto y papeleria

Dentro de esta area se reciben las muestras piloto. Para realizar el semipanel, los médicos
llenan una papeleta en la cual colocan los datos completos del paciente, fecha y hora de la
toma de muestra; esto para pacientes que necesiten una transfusidn sanguinea.

También se reciben papeletas solicitando concentrados eritrocitarios, plaquetas, plasma
y/o crioprecipitados. Cabe destacar que no se proporcionan paquetes eritrocitarios si la
prueba piloto tiene mas de 72 horas de haberse realizado. Esto con el fin de evitar
reacciones transfusionales.

4.1.2 Determinacion de grupo sanguineo ABO y Rh

La prueba para la clasificacion sanguinea de rutina se basa en una técnica de
hemaglutinacién. Se utilizan reactivos comerciales que contienen anticuerpos especificos
para cada antigeno, que se mezclan con la sangre a clasificar. Después de mezclar una
gota reactivo con una gota de sangre se observa la hemaglutinacidn. Se pueden realizar en
placa de vidrio, en tubo y en tarjeta.

Idealmente las pruebas de rutina para determinar el grupo sanguineo ABO deben hacerse
en dos partes: primero buscando en los eritrocitos la presencia de antigenos A y/o B en la
membrana (prueba directa), y segundo, buscando en el suero o plasma los anticuerpos
anti-A y/o anti-B que corresponderia tener esa persona (prueba inversa), en la figura 6 se
pueden observar los diferentes carbohidratos dependiendo del grupo sanguineo (Garcia,
2009).

Acetil- Acetil-
. Fucosa C Galactosa ’ Glucosa | glucosamina galactosamina
Sustancia Antigeno H Antigeno A Antigeno B Anu'genos A y B

precursora

o ¢n fu u Suce

Grupo O Grupo A Grupo B Grupo AB

Figura 6. Fenotipos del sistema ABO (Garcia, 2009)
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Tabla 3. Esquema transfusional para glébulos rojos empacados (NOM-253-SSA1-2012,

2012)
-Grupo ol Opcion 1 Opcién 2 Opcién 3 Opcién 4
paciente/receptor
O positivo O positivo Onegativo - e
O negativo Onegativo = ——— e e
A positivo A positivo A negativo O positivo O negativo
A negativo A negativo O negativo - e
B positivo B positivo B negativo O positivo O negativo
B negativo B negativo O negativo - e
AB positivo AB posit.ivo o] A positi.vo o} B positi.vo o] 0] positivo o}
negativo negativo negativo negativo
AB negativo AB negativo A negativo B negativo O negativo

Tabla 4. Esquema transfusional de plasma (NOM-253-SSA1-2012, 2012)

- O positivo o A positivo o B positivo o AB positivo o
O positivo . . . .
negativo negativo negativo negativo
. O negativo o
O negativo g' I et
positivo
A positivo A positivo A negativo O positivo O negativo
A negativo A negativo O negativo - -
B positivo B positivo B negativo O positivo O negativo
B negativo B negativo O negativo - -
_ AB positivo o A positivo o B positivo o O positivo o
AB positivo P . P . P . P .
negativo negativo negativo negativo
AB negativo AB negativo A negativo B negativo O negativo
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4.1.3 Anticuerpos irregulares o atipicos

Esta prueba se realiza antes de realizar una transfusion en especial a los nifios
politransfundidos; ya que pueden tener una reaccidén transfusional ocasionada por
adquirir un anticuerpo irregular debido a las contantes transfusiones.

Se utilizan paneles compuestos por juegos de 11 o mas tipos diferentes de células del
grupo O. En el Hospital de Pediatria utilizan los siguientes fenotipos: C, D, E, ¢, e, M, N, S,
s, P, Fy?, Fy®, K, k, JK?, JK®, Le?, Le®, Di°.

Otros antigenos de fenotipo poco frecuente, pueden ser incluidos dentro del panel e
incluso pueden estar incluidos dependiendo de la zona geografica, donde se encuentre la
investigacion. Lo anterior de acuerdo a la disponibilidad de células por parte del
fabricante. Para el estudio de anticuerpos es importante tener presente sus caracteristicas
como: rango térmico, respuesta a la reaccidon de la enzima, fuerza de reaccién, (tanto
aglutinacion como hemdlisis), resultado del autocontrol para la deteccion de
autoanticuerpos.

Cuando el patrén de aglutinacion del panel muestra diferencias, se sospecha de mezcla de
anticuerpos. La aplicacidn de técnicas enzimaticas o de reactivos especiales, permite
separar los anticuerpos, en base a las caracteristicas de los antigenos respectivos.

Para determinar los Ac irregulares en tubo existen 3 fases de reaccion:

e Fase de Centrifugacion Inmediata a 22°C: reaccionan mejor los anticuerpos del tipo
IgM como el M, N, Lewis, y el P.

El anti | tiene un rango térmico desde 42C hasta fase de antiglobulina, sin embargo,
su temperatura éptima es de 4°C.

e Incubacion a 379C: En este grupo se incluyen los anticuerpos del tipo I1gG que tiene
la capacidad de aglutinar sin llegar a la fase de antiglobulina humana. Se pueden
mencionar los anti D, C, ¢, E, e, que reaccionan dptimamente al ser incubados por
15 min

e Fase de antiglobulina humana: En esta fase se incluyen todos los anticuerpos tipo
IgG no aglutinantes como el anti Duffy, Kidd, Lutheran, S, s, Kell y Cellano (Garcia,
2009).

Dentro de estas técnicas se deben considerar para separar las mezclas de anticuerpos los
siguientes métodos: absorcidon/elucion, variacion de temperaturas de reaccién, uso de
medios como el polietileno glicol y enzimas los medios reductores.
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Figura 8. Método de microaglutinacion en gel. Identificacion de Ac irregulares

4.1.4 Prueba directa de Coombs

Se utiliza primordialmente para determinar si los eritrocitos del paciente en analisis estan
recubiertos por inmunoglobulinas o fracciones de complemento, conocidos como
“sensibilizados”. Esto puede llegar a presentarse en diferentes condiciones, como por
ejemplo, la presencia de aloanticuerpos, producto de una reaccién hemolitica tardia o por
enfermedad hemolitica del recién nacido o autoanticuerpos en anemias hemoliticas
autoinmunes dirigidos contra antigenos de propios de la superficie eritrocitaria, de
anticuerpos dirigidos contra drogas que se adsorben a la membrana del glébulo rojo o por
la activacion de complemento en esta superficie.

Dado que es posible que exista fijacion de complemento in vitro en muestras no
anticoaguladas, se prefiere realizar esta prueba en muestras con EDTA. De lo contrario, se
puede obtener un resultado positivo debido a la activacion del complemento, durante la
coagulacion (Hernandez, 2010).

4.1.5 Titulo de crioaglutininas

Las crioaglutininas tienen la capacidad para producir hemaglutinacién a 4°C, pero no a
37°C. La presencia de anticuerpos frios en la sangre y su capacidad de aglutinar fue
descrita por primera vez por Landsteiner, en 1903.

En el mecanismo de lisis de los glébulos rojos estan involucrados el complemento como
asi como el sistema reticulo endotelial. El anticuerpo IgM se une a los glébulos rojos y a
temperaturas por debajo de 37°C, actia como gatillo para la activacidon del complemento
(C3b y/o C4b), produciéndose lisis intravascular (Quintanilla, 2004).
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Las crioaglutininas pueden causar dolores en las extremidades, trombosis, aglutinacion y
hemolisis. Su presencia puede seguir a una infeccidn, tal como Mycoplasma pneumoniae.
La autoaglutinacion también puede ocurrir durante una cirugia cardiaca cuando la
temperatura de perfusion estd entre 15°Cy 32°C.

A veces es posible establecer las especificidades de las crioaglutininas. Las mas frecuentes
son: anti-H (no son inmunoglobulinas), anti-l (asociadas a Mycoplasma), anti-i (asociadas a
mononucleosis infecciosa), anti-P (presentes en la hemoglobinuria paroxistica a frigore)
(Hernandez, 2010).

Se sigue el siguiente procedimiento:

® Se colocan las muestras en bafio de Maria a 372C por media hora.

® Centrifugar la muestra sin anticoagulante del paciente 10 min a 3 000 rpm para
obtener el suero.

® Se prepara una suspension 2-5 % de los hematies del paciente.

® Se rotulan 10 tubos del #1 al #10 y se le agregan 100ulL de solucién salina 0.9 % y
una gota de la suspension de hematies del paciente hasta el tubo # 10.

e Al primer tubo se afiaden 100 L de suero del paciente y se mezcla bien con la
pipeta se toman 100 L y se afiaden al tubo #2. Se repite esta operacion hasta el
tubo #10.

® Colocar los tubos en refrigeracidn a 4°C por 2 horas.

e Centrifugar 1 min a 1 000 rpm y observar si hay aglutinacion.

Se reporta el resultado del ultimo tubo donde aparece aglutinaciéon visible. Se considera
un resultado negativo se es menor que 32 (tubo #5)

4.2 Inmunobioquimicas y hormonas

La quimica sanguinea es un conjunto de pruebas que reflejan el estado integral de un
individuo; es realizada con fines diferentes, desde un chequeo habitual recomendado cada
afilo como minimo, lo cual ayuda al clinico a tener diagnostico precoz en caso de ser
necesario, la confirmacion de un diagndstico y en el monitoreo de las diferentes
enfermedades.

Este estudio refleja el estado renal, cardiaco, hepatico, pancredtico, inmunolégico y
hormonal.
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Figura 9. Analitos que sirven para determinar la funcion de los distintos érganos.
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El equipo utilizado en esta area es el MODULAR EVO® (Fig. 10) que esta dividido en tres
modulos: ISE900, P800 y E170. Cada médulo tiene técnicas diferentes para poder analizar
las muestras de suero o plasma y determinar los diferentes analitos.

Figura 10. Equipo MODULAR EVO® utilizando en el area de inmunobioquimicas y hormonas
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Tabla 5. Pruebas que se realizan en el equipo MODULAR EVO® de acuerdo a sus médulos

MODULO TECNICA
ISE 900 lon selectivo

Cinético enzimatico

P 800
Inmunoturbidimétrico
Fotométrico
E 170 Quimioluminiscencia

ANALITOS
Na, Cl, K
Alanina aminotransferasa, Aspartato aminotranserasa, Amilasa, Creatinincinasa
Creatinincinasa MB, Creatinina, Colesterol, Gamma glutamil transferasa, Glucosa,
Colesterol HDL, Deshidrogenasa lactica, Lipasa, Amonio, Triacilgliceridos, Acido urico,
Urea
Antiestreptolisina O, Proteina C reactiva, Complemento C3¢c, Complemento C4,
Hemoglobina glicada, Inmunoglobulina A, Inmunoglobulina G, Inmunoglobulina M,
Factor reumatoide, Microproteinas totales en LCR y orina, Haptoglobinas
Albumina, Fosfatasa alcalina, Bilirrubina total, Calcio, Bilirrubina directa, Hierro,
Magnesio, Proteinas totales, Capacidad de fijacién de hierro sin saturar
Inmunoglobulina E, Alfa fetoproteina, Antigeno carcinoembrionario, Cortisol,
Ferritina, Hormona estimulante de los foliculos, Tiroxina libre, Triyodotironina libre,
Estradiol, Hormona luteinizante, Prolactina, Progesterona, Hormona paratiroidea,
Testosterona, Hormona estimulante de la tiroides, Triyodotironina, Tiroxina,
Hormona del crecimiento, Peptido C, Sulfato de dehidroepiandrosterona, Fraccion B
de la gonadotropina coridnica humana, Hormona adrenocorticotropina, Insulina,
Anticuerpo contra la tircoglobulina, Anticuerpo contra la peroxidasa tiroidea,
Tiroglobulina
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4.2.1 Mdédulo de ion selectivo

En la potenciometria se determina la diferencia de potencial entre dos electrodos que se
encuentran en una solucion. Asi, el potencial de una célula electroquimica esta
determinado por:

E= Ecstodo - Eanodo
Siendo Ecstodo €l potencial del catodo y Esnodo, €l potencial del dnodo.

En soluciones diluidas, como las fisioldgicas, las actividades son equivalentes a las
concentraciones molares. La determinacién de la actividad tiene unas diferencias respecto
a otras técnicas, como la de absorcién atdomica, en que se miden concentraciones:

1. La potenciometria directa no esta afectada por la variacién en la concentracion de
lipidos o proteinas, que pueden afectar a otras técnicas que miden Ia
concentracion. En éstos, la fase acuosa se diluye y producen resultados mas bajos.

2. La determinacién que se realiza sélo corresponde a los iones libres, no a aquellos
gue estan formando complejos o estdn “ocultos” electroquimicamente.

Los electrodos de trabajo suelen ser electrodos selectivos de iones. Estos contienen una
membrana que reacciona de forma selectiva con un solo ion, y cuya parte externa esta en
contacto con la disolucién que contiene el ion que debe medirse mientras que la parte
interna contiene una solucién del mismo ion a una actividad fija. Las muestras bioldgicas
son mezclas complejas y es muy importante que la membrana sea restrictiva solamente
con el ion que se quiera medir (Hernandez, 2010).

El tipo de electrodo que utiliza es un electrodo de membrana de polimeros que consiste
en una membrana de polivinilcloruro (PVC) impregnada con una solucién que contiene un
intercambiador o transportador de iones. Se emplea para medir Na®, CI’, K*. Un ejemplo es
el electrodo empleado en la cuantificacién de potasio. En este caso, la membrana
contiene valinomicina, un antibiético con gran capacidad de transportan este ion
(Hernandez, 2010).

4.2.2 Mdédulo de inmunoturbidimetria

Es un método basado en las reacciones inmunoldgicas (antigeno-anticuerpo), que cuando
la luz incide en una solucidn, parte de la luz se dispersa por las particulas en suspension,
otra parte se absorbe y otra se transmite. La luz dispersada dependerd de distintos
factores, como el tamano y peso molecular de la particula, la longitud de onda de la
energia incidente, la distancia entre el detector y la cubeta, y la concentracion de la
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muestra. El equipo emplea longitudes de onda que evitan aquellas a las cuales se
absorben los compuestos presentes en la muestra.

El equipo mide la disminucion de la luz que atraviesa la solucién debido a la turbidez, por
lo que el detector se sitla en linea con la luz incidente (Hernandez, 2010).

= ) :
i . > . MEDICION
\ i
é LUz incidente Lz NO TURBIDIMETRICA
dispersada
Limpara
Muestra Lz dispersada
b= MEDICION
NEFELOMETRICA

Tabla 6. Fundamento de inmunoturbidimetria (Hernandez, 2010)

4.2.3 Mdédulo de Quimioluminiscencia

Se define como la emisién de radiacién electromagnética (normalmente en la region del
visible o del infrarrojo cercano) producida por una reaccién quimica. Como la intensidad
de emisidn es en funcion de la concentracion de las especies quimicas implicadas en este
tipo de reacciones, las medidas de la intensidad de emisidon pueden emplearse con fines
analiticos. Una ventaja de esta técnica es que permite emplear una instrumentacién
basica bastante sencilla, ya que el sistema dptico no requiere una fuente externa de
excitacion (Hernandez, 2010) .

4.2.4 Médulo de Fotometria
La base del andlisis fotométrico consiste en la absorcion selectiva de la luz por parte de las
especies quimicas (moléculas o iones) contenidas en la muestra.

A ciertas longitudes de onda la absorcion de luz por parte de estas especies puede ser
intensa mientras que en otros casos la absorcién puede ser nula. Esto puede explicarse
por el hecho de que cada molécula posee cierto conjunto de estados excitados diferentes
a la energia hv. Al absorber luz varia la energia interna de la molécula y esta pasa a un
nivel energético superior, captdndose intensamente aquellos cuantos de luz hv cuya
energia es igual a la energia de excitaciéon de la molécula. El caracter de la absorcién
depende de la naturaleza de la sustancia; en esto se basa el analisis cualitativo. Como
consecuencia de la absorcidn de la radiacién que atraviesa la capa de sustancia, la
intensidad de la radiacién disminuye. La intensidad de la radiacion disminuye, también, a
medida que la concentracién de la sustancia sea mayor (Fig. 11) (Quifiones, 2005).
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de muestra

Figura 11. Esquema de la técnica de fotometria

4.2.5 Moédulo de Cinética enzimatica
Las reacciones enzimaticas estan basadas en la Ley de Accién de Masas o Equilibrio de las
Reacciones, que sigue el siguiente esquema:

Las enzimas (E) reaccionan ofreciendo su sitio activo al sustrato (S) con el cual se acoplany
forman un complejo (ES), donde la enzima actia con gran rapidez hasta liberar el
producto transformado (P). La enzima no se altera, quedando libre para volver a fijar otra
molécula de sustrato. Si mantenemos constantes las condiciones de la reaccién (pH;
temperatura; cofactores y la concentracion de la enzima) la velocidad aumentara a
medida que aumente la concentracion del sustrato, hasta que lleguemos a un punto en el
cual se alcanza la velocidad mdaxima (Vmax) y a partir del cual la velocidad es constante.
Aunque sigamos aumentando la concentracion del sustrato, como la enzima estd
saturada, la velocidad deja de aumentar.

Ecuaciéon de Michaelis-Menten: V =K . [S]
V: velocidad de la reaccion

K o Km: constante de Michaelis-Menten. Es la concentracion de un sustrato en moles/L
con la cual la velocidad de la reaccidn es la mitad de la velocidad maxima. Es caracteristica
de cada enzima con su sustrato y nos da informacién de la afinidad que tiene el enzima
por su sustrato.

Cinética de primer orden: cuando las concentraciones de sustrato son bajas y, por lo
tanto, la velocidad es una funcion lineal de la cantidad de sustrato.

Cinética de orden cero: cuando la concentracién de sustrato es muy alta y, por lo tanto, la
velocidad es independiente de la concentracién de sustrato.
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Para una Km alta, la mitad de la Vmax se alcanzara con una concentracion de sustrato alta,
y la velocidad de la reaccidn es lenta.

Para una KM baja, la velocidad de la reaccién es rapida porque con una concentracion baja
se llega rdpido a la velocidad maxima.

Por lo tanto, las determinaciones cinéticas de las concentraciones de sustancias requieren
enzimas con constantes de Michaelis altas para que la velocidad de la reaccién sea lenta,
se tarde mas en llegar a la velocidad maxima y podamos medir mayor cantidad de sustrato
(Hernandez, 2010)

4.3 Coagulacion

La hemostasia es un mecanismo fisioldgico que protege al organismo de la pérdida
sanguinea ante una lesion en la pared de los vasos sanguineos; su objetivo es el cierre del
vaso danado a través de acciones procoagulantes y anticoagulantes que deben de estar en
equilibrio una vez limitada la lesidn. El sistema hemostatico consiste en una compleja red
de componentes cuya accién culmina con la formacion de un coagulo sanguineo.

El modelo denominado “cascada de la coagulacion”, que comprende una serie de etapas
secuenciales en las que la activacién de un factor en la coagulacion activa al que sigue, lo
que favorece la generacién de trombina que convierte el fibrinégeno en fibrina,
constituyente principal del codgulo. Segun el modelo clasico, existen dos vias de
activacion: 1) intrinseca; en la cual todos los componentes se encuentran en la sangre, y 2)
extrinseca; que requiere de un factor externo; las cuales inician por el factor Xl y el
complejo factor tisular FT/FVIla respectivamente, que convergen en una via comun a nivel
del factor X. El complejo protrombinasa, compuesto por el factor Xa, Va y Ca+, favorece la
generaciéon de trombina y fibrina. Actualmente se sabe que ambas vias no operan de
forma independiente; el complejo FT/FVII no sélo activa el FX sino también el FIX; la
hemostasia no es posible sin plaquetas y otras células que también expresan FT y otras
sustancias procoagulantes y anticoagulantes, es decir, el componente celular es de suma
importancia en el proceso de coagulacion.

De acuerdo con el modelo celular de la coagulacién, la via intrinseca es un amplificador
iniciada por la via extrinseca a través de la expresién del factor tisular y la subsecuente
cadena de eventos propiciados por la expresion de macroparticulas en las superficies
celulares que favorecen la unién, activacién e inhibicion de las proteasas procoagulantes y
anticoagulantes. El modelo celular identifica a la membrana de células expresadoras de FT
(fibroblastos, monocitos y neutrdfilos), principalmente las plaquetas, como los sitios
donde la activacidn de la coagulacidn tiene lugar, enfatizando en la interaccién entre los
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factores y los receptores celulares. Asi mismo determina la importancia del complejo
TF/FVlla en la activacion del sistema, considerando un proceso en tres fases simultaneas:
a) Iniciacion: pequefias cantidades de factores de coagulacion son generados.

b) Amplificacidn: la cantidad de factores se eleva y se activan.

c) Propagacién: los factores se adhieren a las plaquetas y se forman los codgulos de fibrina
(Fig., 12) (Esper, 2007).

Plaqueta

—
Iniciacion @ TROMBINA O

“ I / vill/ FVW
——h
VIIIa F"W
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X \ X —» Xia
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)

PLAQUETA l FIBRINA >Propagaci6n
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J
Figura 12. Modelo celular de la hemostasia (Esper, 2007)
Tabla 7.Pruebas que se realizan en el area de coagulacion
Pruebas basales Pruebas hemofilicas Pruebas trombofilicas
TP Factor V Proteina C coagulométrica
TTPa Factor VII Proteina C cromogénica
1T Factor VIl Proteina S funcional
Factor IX Proteina S libre
Factor X Antitrombina Ill
Factor XI Resistencia a la proteina C
Factor Xl Resistencia a proteina C activada
Factor de vW Ag Anticoagulante Lupico
Factor vW actividad Dimero D

Fibrindgeno
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El equipo utilizado en esta area es el ACLTOP500® (Fig. 13), el cual realiza las pruebas con
tres principios: coagulométricas, cromogénicas e inmunoldgicas.

Figura 13. Equipo ACLTOP500® utilizado en el drea de coagulacion

4.3.1 Pruebas coagulométricas

Son aquellas que se manifiestan por la formacién de un coagulo. El principio es por
turbidimetria para la deteccion del coagulo; el cual se mide por la absorcién de luz por
parte de las hebras de fibrina durante el proceso de conversion del fibrindgeno en fibrina.
La absorcion de la luz aumenta a medida que va progresando la formacion del coagulo de
fibrina. La transmitancia de luz a través de la muestra decrece continuamente y es medida
por el fotodetector.

4.3.2 Pruebas cromogénicas

Las pruebas cromogénicas son las que se manifiestan con cambio de color y pueden ser
directos o indirectos.

Las pruebas directas son aquellos en los que el test de interés (Proteina C é Plasmindgeno)
actua directamente sobre un sustrato sintético especifico.

Las pruebas indirectas son aquellos en los que el test de interés (Antitrombina, Inhibidor
de la plasmina) reaccionan con una cantidad fija de la enzima que es medida utilizando un
substrato sintético especifico.
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4.3.3 Inmunologicas

Las pruebas inmunoldgicas utilizan el principio inmunoturbidimétrico evaluando la
concentracion fisica del parametro a analizar por el cambio en la densidad éptica medida;
basadas en la formacion de un complejo antigeno-anticuerpo que afecta la transmisién de
la luz (Mezza, 2012).

4.4. Hematologia

La hematologia es la rama de la ciencia médica que se encarga del estudio de los
elementos formes de la sangre y sus precursores, asi como de los trastornos estructurales
y bioquimicos de estos elementos, que puedan conducir a una enfermedad. Es una ciencia
que comprende el estudio de la etiologia, diagndstico, tratamiento, prondstico y
prevencion de las enfermedades de la sangre y 6rganos hemolinfoproductores.

La sangre es un fluido de color rojo y aspecto viscoso que es bombeado por el corazén
recorriendo todo el organismo a través del sistema vascular para llegar a todos los tejidos
y volver de nuevo al corazén. Este fluido corporal es facilmente coagulable.

La sangre consta de un liquido de color amarillo denominado plasma y diferentes
elementos formes, que se encuentran en suspension.

El plasma forma el 50-55% de la sangre total y a su vez el agua forma el 90% del plasma, el
10% restante lo forman diferentes sustancias disueltas como proteinas, enzimas,
electrolitos o sustancias de desecho. Si eliminamos el fibrindgeno del plasma sanguineo lo
denominamos suero (Gonzalez, 2012).

El 45-50% restante de la sangre lo configuran las células siguientes:
e Hematies.
e Leucocitos (neutréfilos, linfocitos, monocitos, eosindfilos, basofilos).
e Plaquetas.

El equipo utilizado para realizar la BH es el Sysmex XE-2100® el cual utiliza el poder de
citometria de flujo fluorescente y tecnologias de enfoque hidrodindmico. Utilizando una
exclusiva mesa de diodo ldser, la citometria de flujo fluorescente proporciona la
sensibilidad necesaria para medir y diferenciar los tipos de células en sangre total y
muestras de fluidos corporales.

Sysmex ha definido técnicas basicas de la citometria de flujo y utiliza colorantes de
polimetina altamente especificos para adaptar esa tecnologia sofisticada al alto volumen y
requerimientos automatizados del laboratorio clinico.
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e Eritrocitos y plaguetas: son contados en un canal exclusivo que utiliza como

métodos de deteccidon la impedancia o corriente directa con la tecnologia de
enfoque hidrodindmico para minimizar la coincidencia o recirculacién.
Discriminadores automadticos separan las dos poblaciones celulares basados en
algoritmos complejos. La intensidad del pulso electrénico de cada eritrocito
analizado es proporcional al volumen celular.

e Hematocrito (HCT): es determinado directamente, basado en el conteo deteccidn

de volumen en cada glébulo rojo. Aun en muestras con concentraciones
extremadamente bajas o inusualmente altas, los sistemas de Sysmex analizan los
eritrocitos y las plaguetas con gran precision y exactitud.

e Diferencial leucocitario: la medida fluorescente revela la proporcién nucleo-plasma

de cada célula tefiida individual, permitiendo a los analizadores serie XE diferenciar
6 poblaciones leucocitarias reportables. La combinacién de dispersién lateral
(complejidad celular), dispersién frontal (volumen) y fluorescencia de material de
acido nucleico determina la clasificaciéon de cada leucocito.

e Reticulocitos y plaquetas: La tecnologia avanzada permite un conteo exacto de

reticulocitos y plaquetas fluorescentes, aun en concentraciones muy bajas y en
muestras con plaquetas gigantes o fragmentos de glébulos rojos. Debido a alta
intensidad fluorescente de células nucleadas, tales como leucocitos y glébulos
rojos nucleados o glébulos rojos que contienen cuerpos Howell-Jolly, estas células
son separadas de forma distinta de los reticulocitos. El contenido ADN/ ARN de
reticulocitos disminuye a través del tiempo hasta que se convierten en eritrocitos
que estdn sin residuos de acido nucleico. Una poblacién de reticulocitos muy
inmaduros, la fraccidn de reticulocitos inmaduros (IRF, por sus siglas en inglés) es
analizado y reportado, proporcionando informacién sobre la taza de produccién de
reticulocitos. En adicién, la medida de plaquetas fluorescentes (PLT-O) puede
ayudar a resolver avisos de plaguetas de impedancia y reducir la revisidon de
diapositivas manual (Sysmex, 2016).

39



“Visidon general del diagndstico en un laboratorio de pediatria de tercer nivel: fases preanalitica, analitica y

postanalitica”

WBC/BASO R__E'l' PLT-O
IMI NRBC e ais — e
: T RBC PLT

o SFL R

Figura 14. Histogramas de una BH (paciente con leucocitos y plaquetas bajas; con presencia de células

inmaduras)

Figura 15. Equipo Sysmex XE-2100® utilizado en el area de Hematologia

Los frotis se realizan en los siguientes casos:
e Todas las pruebas que provienen del servicio de Hematologia
e Enlos diagndsticos de Linfoma no Hodgkin y Burkit
e En las sepsis y meningitis
e Cuando el paciente presenta células leucocitarias mayores
independientemente del diagndstico.

a 20,000
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Figura 16. Paciente diagnosticado con sepsis. Se observa en el frotis (1) neutréfilo segmentado, (2)
basofilia difusa ++, (3) hipocromia ++, asi como poiquilocitosis ++, microcitosis ++, anisocitosis ++

Figura 17. Paciente diagnosticado con sindrome hemolitico. Se observa en frotis (1) neutroéfilo
segmentado, (2) hemoaglutinacidn, asi como hipocromia ++, anisocitosis ++, plaquetas en diferentes
tamaiios, poiquilocitosis ++
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Figura 18. Paciente diagnosticado con Leucemia linfoblastica. Se observa en frotis (1) blastos 33%, (2)
plaquetas elevadas, (3) plaquetas gigantes y degranuladas, macrocitosis ++, asi como escasos esferocitos,
anisocitosis +++

4.4.1 Tincidon de Wright

Es una técnica que se emplea generalmente para la diferenciacidon de elementos celulares
de la sangre y es clasificada como una tincién policromatica, dado que puede teiiir
compuestos acidos o basicos presentes en una célula.

El reactivo de Wright estd compuesto por eosina y azul de metileno, cuando éste se oxida
se conoce como azur B a una concentracion de 0.8 g/L, empleando como solvente alcohol
metilico. La eosina es un colorante acido que tiene afinidad por componentes alcalinos.
Existen dos compuestos conocidos como eosina y que estan intrinsecamente
relacionados: eosina Y, conocida también como tetrabromo fluoresceina (o, cominmente,
eosina amarilla), y la eosina B, conocida como dibromodinitrofluoresceina o eritrosina B
azulada. Es un compuesto acido cuya propiedad esta basada en su polaridad negativa, lo
que le permite enlazarse con constituyentes celulares de carga positiva; por esta razon,
colorea componentes citoplasmaticos y se les conoce como aciddfilos.

La tonalidad resultante de la tincidn con eosina es rosada-anaranjada para citoplasmas, y
rojo intenso en el caso de los eritrocitos.

El tipico color de los nucleos celulares, principalmente morado, se basa en la interaccién
molecular entre eosina y un complejo azul de metileno-DNA. La intensidad de la
coloracion depende del contenido de azur B y de la relacién con la eosina amarilla. El
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resultado de la tincidén puede ser influido por diferentes factores, como el valor del pH de
los colorantes y de la solucién amortiguadora, esto debido a que la tincidn se fundamenta
en la relacion de las caracteristicas acido-base, y la variacién de estos factores podria
cambiar las caracteristicas tintoriales de la muestra a teiiir al verse favorecida por
caracteristicas mas acidas o basicas (Lopez-Jacomé, 2014).

4.5 Bacteriologia

Este servicio se divide en 5 secciones: Urocultivos, Liquidos, Diversos, Hemocultivos y
BAAR.

4.5.1 Urocultivos y coprocultivo

Las infecciones de tracto urinario (ITU) se definen como la presencia de microorganismos
en las vias urinarias con invasion de los tejidos, y generalmente, cursa con un gran nimero
de bacterias en la orina (bacteriuria). Los microorganismos que se aislan de la orina varian
segun las circunstancias del paciente y sus enfermedades de base.

Para obtener un recuento semicuantitativo, la orina debe ser homogenizada previamente.
Se emplean asas calibradas para contener 0.01 0 0.001mL de orina, la cual se va a sembrar
en los medios empleados en esta drea, como son: agar sangre, Mac Conkey, Salmonella-
Shigella y agar Biggy. La bacteria mas comuUnmente aislada es E. coli y se reportan en
UFC/mL (tienen que ser contadas mas de 25 colonias para ser significativo). Mas del 95%
de las ITU son causadas por E.coli.

Las infecciones gastrointestinales figuran entre las enfermedades infecciosas mas
frecuentes después de las infecciones respiratorias.

Las manifestaciones clinicas mas relevantes de las gastroenteritis son la fiebre, los
vomitos, el dolor abdominal y una diarrea que puede ser acuosa o secretora a causa de
bacterias que producen toxinas como V. cholerae o E. coli enterotoxigénica; y diarrea
invasiva o disenteria, que se caracteriza por heces de menor volumen que contiene
sangre, moco o pus, como las que produce el género Salmonella.

El coprocultivo es el método de eleccidon para este diagndstico. Si las heces son de
consistencia liquida o se han enviado en medio de transporte la muestra se siembra
directamente con ayuda de una asa o pipeta Pasteur. Si las heces son formes, se
selecciona una porcién del tamaiio de un guisante y se emulsiona con solucién salina
estéril (Torre, 2015).
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4.5.2 Liquidos corporales

El cultivo microbiolégico de liquidos corporales, comprende: liquido cefalorraquideo,
liquido pleural, liquido pericardico, liquido de ascitis, liquido peritoneal y liquido sinovial;
es de comprenderse que el estudio de tales liquidos tiene caracter de urgencia al llegar al
laboratorio. En primer lugar se debe verificar que los datos de la solicitud coincidan con
los datos de la muestra, la cual debe ser rotulada a pie de cama; se debe tomar en cuenta
las caracteristicas fisicas de la muestra, tales como color, olor, viscosidad, etc. Se debe
realizar un frotis de la muestra para buscar la presencia de bacterias, células y leucocitos.

Las bacterias comuUnmente aisladas en estas muestras son Pseudomonas sp.,
Staphylococcus sp. Deben ser reportadas en UFC/mL y deben contarse mas de 25 colonias
para ser significativo el resultado.

4.5.3 Cultivos diversos

Esta seccidn se enfoca sobre todo al cultivo de muestras como secreciones de heridas y
abscesos, cultivos oculares, cultivos oticos, cultivos faringeos, cultivo de puntas de catéter,
entre otros.

Todas las muestras son acompafadas por una tincién de Gram, para asi poder realizar un
seguimiento mas enfocado a cada muestra y si es necesario complementar el o los
estudios requeridos por el médico al descubrir alguna etiologia desde este punto.

En el caso de las biopsias, el examen histolégico deben ser acompafiado por tinciones
especiales para bacterias, hongos y de hematoxilina-eosina para blsqueda de inclusiones
virales, y por tanto los resultados deben ser comunicados de forma inmediata al
laboratorio de microbiologia (Torre, 2015).

Los crecimientos (aislamientos) obtenidos en estos medios selectivos y/o diferenciales
luego se identifican mediante tinciones y pruebas bioquimicas en el equipo Vitek®.

Figura 19. Ejemplos de cultivos diversos; herida (izquierda) y exudado faringeo (derecha)
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4.5.4 Hemocultivos

La bacteremia es la presencia de infeccidon con hemocultivos positivos.

La sepsis es una afecciéon generalizada que se produce por la presencia de toxinas de
microorganismos en sangre y se caracteriza por un proceso inflamatorio sistémico.

El hemocultivo o cultivo microbiolégico de la sangre constituye en los casos de septicemia,
el Unico examen que permite su confirmacién. Se define como hemocultivo al cultivo
microbioldgico de una muestra de sangre obtenida por una puncién independiente.

Ante la sospecha de una sepsis y antes de iniciar el tratamiento se debe realizar un
hemocultivo, con dos muestras tomadas de diferente area en condiciones estériles (Lopez,
2006).

Figura 20. Medios de hemocultivo para equipo BacT/ALERT® (aerobio y anaerobio)

4.5.5 BAAR

La presencia de bacilos acidorresistentes (BAAR) en un cultivo de esputo o de otra
muestra a menudo indica que la persona esta enferma de tuberculosis. El andlisis
microscépico de bacilos acidorresistentes es una técnica facil y rapida, pero no confirma el
diagnédstico de la tuberculosis porque algunos bacilos acidorresistentes no son M.
tuberculosis. Por lo tanto, para confirmar el diagndstico se hace un cultivo de todas las
muestras iniciales. Un resultado positivo en el cultivo de M. tuberculosis confirma el
diagnéstico de la enfermedad de la tuberculosis. Los analisis de todos los cultivos de las
muestras se deben completar, independientemente de los resultados de los frotis de
BAAR (CDC, 2012).
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Figura 21. Tincion de Ziel Neelsen para BAAR (imagen izquierda), medio de cultivo Lowenstein-Jensen para
BAAR (imagen derecha)

Para este tipo de pruebas se necesita equipo especial como: un area aislada con una
campana de flujo laminar (Fig. 22), una estufa sélo para cultivos de BAAR; el personal
debe usar una bata desechable asi como guantes y cubrebocas.

Figura 22. Campana de flujo laminar para la siembra de baciloscopias
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4.5.6 Identificacion de microorgamismos

4.5.6.1 Tincion de Gram

El fundamento de la técnica se basa en la diferencia estructural de la pared celular entre
las bacterias Gram positivas y Gram negativas (Fig. 23).

La pared celular de las bacterias grampositivas posee una gruesa capa de peptidoglucanos,
gue consiste en una estructura entrecruzada en forma de malla que rodea a la célula,
ademas de acidos teicoicos y lipoteicoico.

Por el contario, la capa de peptidoglucanos de las Gram negativas es muy delgada,
ademas de presentar una segunda membrana externa (de composicién distinta de la
membrana citoplasmatica), formada por lipoproteinas.

En la técnica de Gram, el cristal violeta penetra en todas la células bacterianas Gram
positivas y Gram negativas a través de la pared celular. El lugol, formado de |, (yodo) y de
yoduro de potasio (para solubilizar el yodo), actia como un mordiente haciendo que el
cristal violeta se fije con mayor intensidad a la pared celular bacteriana, formando un
complejo insoluble en solucién acuosa. La mezcla de alcohol-acetona sirve para decolorar;
asi, las bacterias Gram positivas, al poseer una pared celular con mayor proporcién de
peptidoglucanos y numerosos acidos teicoicos unidos a ella retienen al colorante, por lo
gue resisten la accidn del alcohol-acetona; ademas esta actla deshidratando esta capa y
cerrando los poros, lo que impide que pueda escaparse el complejo cristal violeta-yodo,
tinéndose de color azul purpura. Por otro lado, las bacterias Gram negativas, al tener una
membrana externa rica en lipidos, la cual es soluble en solventes organicos como el
alcohol-acetona y una capa de peptidoglucanos demasiado delgada que es incapaz de
retener el complejo cristal violeta-yodo, favorecen que se escape y se decolore, por lo que
es necesario agregar un colorante de contraste como la safranina, tifiéndose de rojo.

Es necesario que la pared celular se encuentre intacta para una buena reaccién y existe la
posibilidad de que las bacterias Gram positivas no retengan el colorante si los organismos
son viejos, estan muertos o se han dafiado por agentes antimicrobianos. No existen
condiciones similares que ocasionen que un organismo gramnegativo parezca ser
grampositivo (Elinos, 2015).
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Figura 23. Caracteristicas de la pared celular de las bacterias Gram positivas y Gram negativas.

Figura 24. Principales estructuras de las bacterias
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4.5.6.2 Tincidn de Ziehl Neelsen

La propiedad que presentan algunas bacterias de resistir la decoloracion con acidos
fuertes después de ser coloreadas con solucién de fucsina caliente, permite reunirlas bajo
la denominacién general de bacterias “acidoresistentes” o “acido-alcohol resistentes”.

La acido-alcohol resistencia es la capacidad de incorporar ciertos colorantes y retenerlos
después de someterlos a la accién de acidos y alcohol. Esta determinada por la presencia
en la pared celular de los acidos micdlicos que son acidos grasos de cadenas ramificadas
de alto peso molecular (60 a 70 &tomos de carbono).

Las micobacterias son bacilos acido-alcohol resistentes, cortos, ligeramente curvos. El
género Mycobacterium, incluido en esta clasificacién, comprende especies patégenas
para el hombre, animales y especies saproéfitas. El grado de “acido-alcohol resistencia” es
variable entre las especies de este género y estd relacionado muchas veces con las
condiciones culturales, no pudiendo utilizarse esta diferencia para distinguirlos entre si.
Los bacilos “acido-alcohol resistentes” (BAAR) se observan de color rojo al ser coloreados
con los colorantes para Ziehl Neelsen, mientras que otros gérmenes y células toman
distintos tonos de azul debido al azul de metileno que se utiliza como colorante de
contraste (Elinos, 2015).

4.5.6.3 Equipo BacT/ALERT®

En el hospital de pediatria se utiliza este equipo para incubar hemocultivos y liquidos
diversos, estos se incuban de 5-7 dias; una vez transcurrido este tiempo si el equipo no da
una alarma, se considera que no hubo crecimiento en la muestra y se reporta como sin
crecimiento.

El fundamento de este equipo se basa en la detecciéon de productos del metabolismo
bacteriano (CO;,) mediante técnicas radiométricas, espectrofotométricas, fluorométricas
y/o colorimétricas. El computador asociado a los equipos relaciona las mediciones con
indices y/o graficas de crecimiento microbiano que dan un aviso cuando la deteccion
sobrepasa un punto de corte. Las botellas se descargan, se realiza una tincion de Gram y
se siembran en los medios de cultivo utilizados en el laboratorio y se procede a la
identificaciéon del microorganismo (Echevarne, 2012).

4.5.6.4 Equipo Vitek®

El equipo Vitek® es un sistema que utiliza tarjetas con reactivos colorimétricos, las que
son inoculadas con la suspensién de un cultivo puro microbiano y el perfil de desarrollo es
interpretado de forma automatica. Las tarjetas reactivas tienen 64 pozos que contienen,
cada uno, un sustrato de prueba individual. Con estos sustratos se miden varias
actividades metabdlicas como acidificacién, alcalinizacién, hidrdlisis enzimaticas vy
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desarrollo en presencia de sustancias inhibidoras. Las tarjetas estan selladas en ambos
lados por una pelicula clara que evita el contacto entre las diferentes mezclas sustrato-
microorganismo y a la vez permite la transmision del nivel de oxigeno apropiada. Cada
tarjeta tiene un tubito de transferencia pre-insertado para la inoculacion. Estas tarjetas
tienen cddigos de barras que contienen informacién sobre el tipo de producto, nimero de
lote, fecha de caducidad y un identificador Unico que puede ser ligado a la muestra ya sea
antes o después de cargar la tarjeta al sistema.

El hospital de Pediatria cuenta con las siguientes tarjetas:

GN- Bacilos Gram negativos fermentadores y no fermentadores
GP- Cocos y bacilos no fermentadores de esporas Gram positivos
YST- Levaduras y organismos levaduriformes

P w N e

Antibiogramas para Gram positivos y Gram negativos

Durante el tiempo que las tarjetas estan en el carrusel, se incuban a una temperatura
media de 35.5°C. Al girar el carrusel, cada tarjeta de test se traslada a la posicidon de
lectura cada 15 minutos. El cabezal de lectura transporta la tarjeta test a través de las
estaciones Opticas y luego de regreso al carrusel, donde continta su incubacion hasta su
proximo ciclo de lectura. El sistema dptico de transmitancia utiliza luz visible para medir
directamente el crecimiento del organismo. Este sistema éptico se basa en una lectura de
luz inicial en un pocillo, antes de que se haya producido un crecimiento significativo. El
muestreo de la transmitancia de luz en el mismo pocillo cada 15 minutos mide el
crecimiento del organismo mediante la cantidad de luz a la que se impide pasar a través
del pocillo. Después de completarse los ciclos de lectura, el instrumento expulsa las
tarjetas en la estacion de recogida de desechos (bioMérieux, 2016).
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Tabla 8. Medios para pruebas de bacteriologia de rutina en el laboratorio de Pediatria

Caracteristicas del Caracteristicas de

Funcion pH Sustrato Inhibidor Indicador . :
medio la colonia
Favorece el -~
Util para
desarrollo de todas .
. Sangre de . determinar la
Medio las bacterias de .
Agar sangre . . 7.3  carnero al . . presencia de
enriquecido o importancia clinica, )
5-10% , enzimas
excepto las mas -
. hemoliticas
exigentes.
El color del medio
Sales cambia a ambar Lactosa positiva:
Agar Selectivoy biliares y Rojo cuando las son color rosa
. . 7.1 Lactosa . . .
MacConkey diferencial cristal neutro bacterias no Lactosa negativas:
violeta fermentan la colonias incoloras
lactosa
Selectivo para
Salmonella-Shigella
Lactosa Lactosa positivo:
. Sales Cuando no se .p
Agar . Tiosulfato . . colonias rosa
Selectivo y . biliares y Rojo fermenta la lactosa .
Salmonella- . . 7.0 desodioy . Lactosa negativos:
. diferencial . verde neutro el color del medio .
Shigella citrato . . colonias incoloras
- brillante cambia a ambar o
férrico H,S positivo:
colonias con centro
negro
Bismuto,
. . glucosa, Sulfito de Para el desarrollo
Agar Bi Selectivo 6.8 - . . .
& ey glicina, bismuto del género Candida
levadura
Favorece el
crecimiento de la
Sangre de ,
. mayoria de mo,
Agar Medio carnero, . .
. . incluidos los muy
chocolate enriquecido Factor Xy .
exigentes como
Factor V

Neisseria 'y
Haemophilus
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4.6 Inmunologia

La inmunologia es la ciencia biomédica que estudia los mecanismos utilizados por los
seres vivos para defenderse, y esta en constante desarrollo.

El sistema inmune puede ser considerado como un sistema homeostatico fisioldgico, que
contribuye a la integridad del organismo con la neutralizacién del peligro (Robledo, 2014).

Sistema inmune
Inmunidad Inmunidad

natural o innata adaptativa

Fisica Celular Humoral Celular
Piel Macréfagos Linfocitos B Linfocitos T
Mucosas Polimorfonucleares Anticuerpos
Epitelio
ciliado = ~
Citocinas Citotoxinas

Figura 25. Clasificacion basica de los mecanismos del Sistema Inmune. (Palomo, 2009)
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En esta drea se realizan las siguientes pruebas:

e ACa (anticardiolipinas)

e Anti-DNA (anti- DNA)

e ANA (anticuerpos anti-nucleares)

e ANCA (anticuerpos anti-citoplasma de neutréfilos)
e ENA (anticuerpos extraibles del nucleo)

e VDRL (prueba para anticuerpos contra sifilis)

e Reacciones febriles

e Cuantificacion de CD4

Tabla 9. Patron de autoanticuerpos asociado a cada enfermedad autoinmunitaria

Anti- ADNds
Lupus eritematoso sistémico Anticromatina
Anti-ENA (Ro, La, RNP, Sm)
Sindrome de Sjogren Anti-ENA (Ro, La)

Anti-ENA (Scl-70)
Anticentrémero
Dermatomiositis Anti-ENA(Jo-1)
Anticoagulante lUpico
Anticardiolipina
Vasculitis necrosante ANCA

Esclerosis sistémica

Sindrome antifosfolipidico

Las pruebas anteriores se basan en cuatro técnicas diferentes: Inmunofluorescencia (IFl),
Ensayo por inmunoadsorcion ligado a enzimas (ELISA), aglutinaciéon y citometria de flujo.

4.6.1 Inmunofluorescencia (IFl)

La fluorescencia es una propiedad de ciertas moléculas que, al ser irradiadas con energia
electromagnética de longitud de onda adecuada, emiten radiacidon de longitud de onda
caracteristica permitiendo su cuantificacidn.

Las moléculas de un colorante fluorescente absorben luz en una longitud de onda y
convierten la luz absorbida de alta energia (longitud de onda mds corta) que emiten en
forma de fluorescencia en luz de menor energia (longitud de onda mas larga). Cada
fluorocromo tiene un espectro de excitaciéon y emision caracteristicos; si se utilizan dos
con el mismo espectro de excitacion pero distinto espectro de emision, se pueden medir
dos caracteristicas al mismo tiempo (fluorescencia de dos colores).
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Una molécula que fluoresce puede ser fijada en el anticuerpo (Ac) para ser detectada

usando luz UV. La inmunofluorescencia se utiliza esencialmente en la deteccién de

autoanticuerpos y anticuerpos contra antigenos de superficie de células y tejidos (Stock,

2016).

Anticuerpos anti-DNA: Esta prueba se realiza con la técnica de IFl; en la cual la
laminilla tiene pocillos en los cuales esta adherida la Crithida luciliae
(hemoflagelado), que funciona como el antigeno (Ag) porque tiene una gran
cantidad de DNA. Los Ac’s de las muestras del andlisis se unen a los Ag’s del
sustrato. El primer lavado elimina el suero y sobrenadante del sustrato. El
antisuero conjugado con fluoresceina afiadido al sustrato se acopla al
autoanticuerpo unido. Tras un segundo lavado se elimina el conjugado sobrante.
Se le coloca a la laminilla un cubreobjetos y se observa al microscopio. Si se
observa el cinetoplasto (se encuentra una gran cantidad de DNA) fluorescente se
considera una prueba positiva.

Las muestras de suero deben estar diluidas en PBS.

Los organismos Crithida luciliae poseen una mitocondria gigante en la que el DNA
mitocondrial estd compuesto enteramente de DNA circular o nativo concentrado
en una sola red de gran tamano: el cinetoplasto; orientado hacia el flagelo. El
cinetoplasto con tincion positiva debe tener aspecto de disco fluorescente en
forma de rosquilla con una tincién mas intensa en los bordes que en el medio.

Figura 26. Prueba de anti-DNA positiva en paciente con diagnéstico de Lupus eritematoso sistémico (LES)
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4.6.2 ELISA

El ELISA se basa en el uso de antigenos o anticuerpos marcados con una enzima, de forma
gue los conjugados resultantes tengan actividad tanto inmunolégica como enzimatica. Al
estar uno de los componentes (antigeno o anticuerpo) marcado con una enzima e
insolubilizado sobre un soporte (inmunoadsorbente) la reaccidon antigeno-anticuerpo
guedard inmovilizada y, por tanto, sera facilmente revelada mediante la adicion de un
substrato especifico que al actuar la enzima producira un color observable a simple vista o
cuantificable mediante el uso de un espectrofotémetro o un colorimetro.

El ELISA indirecto consta de las siguientes etapas:

e Fijacion al soporte insoluble de antigenos especificos para los anticuerpos objeto de
estudio. Lavado para eliminar los antigenos fijados deficientemente o no fijados.

e Adiciéon del suero problema, de tal forma que sus anticuerpos reaccionardn
especificamente con los antigenos fijados al soporte. Lavado para eliminar los anticuerpos
marcados que no hayan reaccionado.

¢ Adicién de anti-anticuerpos conjugados con una enzima, los cuales reaccionan con los
anticuerpos especificos afiadidos en el paso anterior y que se encuentran fijados a los
antigenos. Lavado para eliminar los anti-anticuerpos marcados que no hayan reaccionado.
¢ Adicidn de un substrato sobre el que sea capaz de actuar la enzima marcadora. Se puede
parar la reaccion si se desea.

e Lectura visual o colorimétrica del producto final coloreado.

Figura 27. Modelo de técnica ELISA indirecto
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Anticuerpos anti-ENA: Se trata de un EIA cualitativo indirecto. La superficie de los
micropocillos ha sido recubierta con un preparado estabilizado de Ag nucleares
purificados en funcién de su afinidad, que actia como Ag en este sistema.

Se disponen de muestras de suero diluidas de los pacientes, se colocan las
muestras en los pocillos, se incuban para que reconozcan al antigeno,
posteriormente se lavan los pozos y luego se adicionan Ac’s marcados con
peroxidasa de rabano (conjugado); este preparado es especifico de las cadenas
ligeras y pesadas de la IgG humana. Tras la incubacidn con los conjugados de
peroxidasa de rabano y si los resultados son positivos, se forma un complejo
estable en tres partes: Ac anti-humano conjugado con peroxidasa de rdbano unido
al Ac anti-ENA humano unido a su vez al Ag estabilizado en la superficie del pocillo.
Se detecta el complejo afiadiendo una solucién de H,0, como sustrato y
tetrametilbenzidina (TMB) como cromdgeno.

Los pocillos estan recubiertos con Ag’s purificados en funcién a su afinidad: Sm,
Sm/RNP, SSA/Ro, SSB/Lo, Scl-70, Jo-1

Division celular

/

Figura 28. Técnica de ANA positiva en paciente con diagndstico de LES, se observa un patréon moteado

4.6.3 Floculacion
La floculacién es otro mecanismo que sirve para evidenciar reacciones antigeno-

anticuerpo in vitro y es considerada de interaccion secundaria.

Este tipo de interaccidn se distinguen dos etapas: la reaccidon primaria, no visualizable y la

reaccion secundaria, que sigue a la anterior, caracterizada por la aparicién de un

fendmeno visible, como es la floculacion.
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La caracteristica lipidica del antigeno es la condicién que la hace ser una reaccidon de
floculacién. Los complejos antigeno-anticuerpo formados se agregan y sedimentan en un
rango muy estrecho de su relacién; en las zonas de exceso de Ag o Ac, sélo forman
complejos solubles dando negativa la prueba.

e Prueba de VDRL: El reactivo para esta prueba es una suspension estable de
antigeno de cardiolipina para detectar “Reaginas” (anticuerpos generados por la
interaccion de treponema pallidum) en suero sin activar, en plasma y LCR. Esta
técnica se basa en la capacidad de las “Reaginas” de unirse al antigeno
produciendo una floculacién al microscopio.

En el drea de inmunologia utilizan esta prueba para detectar Ac anticardiolipinas.

Figura 29. Técnica de aglutinacion. Prueba positiva para VDRL

4.6.4 Aglutinacion

Los anticuerpos son dirigidos contra determinantes antigénicos de superficie que
permiten un adecuado entrecruzamiento con el Ag particulado permitiendo la reaccién de
aglutinacién.

La aglutinacién directa se utiliza cuando el antigeno particulado posee suficientes
determinantes antigénicos en su superficie permitiendo que el antisuero correspondiente
produzca espontaneamente el fendmeno de aglutinacion. Se usa regularmente en la
serotipificacion bacteriana (Palomo, 2009).

4.6.5 Citometria de flujo

La citometria de flujo permite medir la cantidad de anticuerpo monoclonal fluorescente
unido a cada célula en forma individual, facilitando la identificacién vy tipificacion de
diferentes subgrupos de poblaciones celulares con una extraordinaria sensibilidad,
eficiencia y rapidez. En el citémetro de flujo las células atraviesan un rayo laser y son
analizadas individualmente.
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Las células deflectan o dispersan la luz de un laser de una forma estrechamente

relacionada con su tamafio y granularidad que es registrada en un detector. La molécula

de fluorocromo unida al anticuerpo monoclonal absorbe luz del rayo ldser y emite luz en

otra longitud de onda, en que su intensidad es captada por otro detector que esta en
angulo recto al rayo. Ambos fendmenos facilitan la correcta identificacion de las
poblaciones celulares (Palomo, 2009).
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Figura 30. Fundamento de la citometria de flujo para células CD4+

Conteo de células CD4+: Se utiliza el equipo “ALERE PIMA”® el cual realiza un
conteo de linfocitos T cooperadores (Tc) por citometria de flujo. La concentracion
de células Tc es un indicador del estado inmunoldgico del paciente; en pacientes
inmunodeprimidos el recuento absoluto de células T disminuye.

Una bomba peristaltica transporta primero la muestra al compartimiento de
incubacién donde la muestra interactia con Ac especificos marcados con dos
colorantes fluorescentes diferentes. Uno de los Ac es un Ac monoclonal anti-CD3
humano conjugado al colorante uno, el segundo Ac es un Ac monoclonal anti-CD4
humano conjugado al colorante dos. Las sefales de fluorescencia son detectadas
por una cdmara integrada.

Las células Tc expresan dos diferentes antigenos de superficie: CD3 y CD4, por lo
cual emitirdn luz a longitudes de onda especificas para cada Ag; lo cual permite la
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diferenciacién especifica de células Tc de otro tipo de células sanguineas de un
solo Ag de superficie.

Figura 31. Equipo Alere Prima® utilizado en el drea de Inmunologia para el conteo de células CD4+

4.7 Pruebas especiales

4.7.1 Fragilidad osmatica

La prueba de fragilidad osmética incubada a 37°C durante 24 horas se considera la prueba
estdndar en todo paciente que presente anemia hemolitica con esferocitos y Coombs
negativo.

El estudio de la fragilidad osmdtica de los hematies valora la resistencia de los eritrocitos a
soluciones de presién osmoética (soluciones hipotdnicas) decreciente, en condiciones
constantes de pH y de temperatura. Para ello, se colocan los eritrocitos problema en
soluciones tamponadas de cloruro de sodio cuya concentracion es decreciente a partir de
Img.

Cuando los eritrocitos estan en contacto con soluciones hipotdnicas, el agua penetra a
través de su membrana y se hinchan. Al hincharse los hematies, una parte de la
hemoglobina que contienen puede salir a través de los poros de su membrana. Si la
entrada de liquido es excesiva, los hematies se rompen y dejan libre toda su hemoglobina
(hemdlisis).
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En condiciones normales, un eritrocito puede aceptar sin hemolizarse una entrada de
agua que incremente su volumen un 70% como maximo (Campal, 2005).

La prueba de fragilidad osmodtica con cloruro de sodio tiene una sensibilidad y
especificidad de 68% en sangre fresca y 81% en sangre incubada. Sin embargo, la
sensibilidad puede disminuirse hasta 53% en la sangre no incubada y 64% en la incubada
en aquellos casos leves o compensados. Esta prueba puede resultar falsa negativa en
aquellos casos con déficit de hierro e ictericia obstructiva, asi como en la fase de
recuperacion de una crisis aplasica (Berges, 2014).

e @ = e e @ p @ @

Biconcavidad: Mayor Superficie, Aumento hasta el 70% del volumen eritrocitarios
Normalidad: Lisis a Concentracion 0,50% de NaCl

Mayor rigidez superficial, menor relacion S/V=» Menor influjo volumen de Agua para alcanzar la lisis
Lisis Precoz : 0,65% de NaCl

Figura 32. Curva de fragilidad osmética

4.7.2 Tamiz metabdlico en orina

El tamiz neonatal se define como un procedimiento que se realiza para descubrir aquellos
recién nacidos aparentemente sanos, pero nacidos portadores de alguna patologia
endocrina, infecciosa o errores del metabolismo que con el tiempo ocasionard dafios
graves, irreversibles, antes de que éstos se manifiesten, con la finalidad de poder tratarla,
evitando o aminorando sus consecuencias (Evia, 2004).
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Normalmente es un estudio en sangre que se lleva a cabo en los primeros dias del recién
nacido; sin embargo el Hospital de Pediatria recibe nifios de la parte sur de México y hay
algunas provincias en las que este estudio no se les realiza. Es por esto que cuando los
médicos sospechan de algun error innato del metabolismo les mandan realizar este
estudio, en el cual la muestra de estudio es la orina.
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Figura 33. Ejemplo de la realizacion del tamiz en orina, se colocan tres tubos por prueba (de derecha a
izquierda) muestra de paciente, control negativo, control positivo

4.7.3 Electrolitos en sudor

La determinacidon cuantitativa de electrélitos en el sudor resulta ser la prueba mas
importante para confirmar la sospecha clinica de fibrosis quistica. La prueba consiste en la
estimulacion de las glandulas sudoriparas mediante iontoforesis con pilocarpina, la
recoleccidon del sudor y la cuantificaciéon de la concentracidn de cloruros en el sudor,
colectados en papel de filtro mediante el método de Gibson y Cooke. (Avilés, 2013)

La metodologia comprende las siguientes etapas:

e Estimulacion de la secrecién sudoral por iontoforesis con pilocarpina.
e Coleccion de la muestra en soporte de gasa o papel de filtro.

e Analisis cuantitativo de la concentracion de cloruros

e Interpretacién bioquimica de los resultados.
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Figura 34. Equipo CHLORDOMETER utilizado en el area de pruebas especiales para la determinacion de
electrolitos en sudor

El drea de eleccidn para provocar la sudoracidn es la cara interna del antebrazo, a la cual
se le realiza una previa higiene con agua desionizada y una gasa.

Se coloca una almohadilla de gasa impregnada con solucidon de nitrato de pilocarpina;
sobre ella aplicar un electrodo que se sujeta con presion firme y uniforme, con una banda
de goma elastica y se conecta al polo positivo de la fuente de poder. Sobre el mismo
miembro y a corta distancia, se coloca otra almohadilla de gasa impregnada con solucién
de acido sulfurico, sobre la que se fija el otro electrodo, que se conecta al polo negativo.

Se da comienzo a la iontoforesis aumentando muy lentamente la corriente desde 0 hasta
un maximo de 4 mA; de notar molestias en el paciente se reduce la intensidad. Dejar
circular la corriente durante unos 4-5 minutos, y se va disminuyendo la intensidad hasta
llegar a cero. Se retiran los electrodos y las almohadillas de gasa; inmediatamente, se lava
la zona estimulada por la pilocarpina con agua desionizada y se seca con mucho cuidado.
Colocar con una pinza, sobre dicha area, papel de filtro libre de iones, previamente
pesados con pesafiltros. Y cubrirlo perfectamente con y sujetar con cinta adhesiva; es
importante evitar la evaporacidon que puede ser causa de concentraciones elevadas de
electrdlitos. Dejar transcurrir 30 minutos y proceder a retirar, con pinzas, el papel de filtro
y colocar nuevamente en el pesafiltro original. Pesar nuevamente; la diferencia indicara si
la muestra es adecuada para ser analizada. El peso aceptado minimo es de 75 mg. Realizar
una diluciéon adecuada para eluir el sudor durante 40 min (Claudio Castafios, 2008).
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4.8 Urgencias

Para la recepcion y procesamiento de exdmenes de pacientes hospitalizados y de urgencia
durante las 24 horas del dia los 365 dias del afio para satisfacer en forma rapida la
demanda de examenes de los pacientes hospitalizados y de quienes consultan en el
Servicio de Urgencia.

Aqui se analizan muestras de sangre, orina, liquido cefalorraquideo, liquidos serosos y
liquido sinovial. Se realizan pruebas basicas de hematologia, coagulacion y bioquimicas;
también se realizan gasometrias.

4.8.1 Gasometrias

Si no hay datos de trastorno respiratorio relevante, la gasometria debe ser venosa no
arterial. Las gasometrias arteriales no aportan, muchas veces, ninguna informacién que
produzca modificaciones sustanciales de la actitud diagndstica o terapéutica.

Debe ser extraida en una jeringa heparinizada y se debe mantener a 37°C sin camara de
aire para evitar cambios en las presiones parciales de los gases o en el pH.

Es aconsejable mirar la gasometria en este orden: pH, pCO, y HCOs, con el fin de
aprovechar al maximo la informacién que proporciona.

El equipo utilizado es el GEM Premier 3000® (imagen 14) el cual utiliza un sistema
analizador de pH, gases en sangre (p02, pC0O2), electrdlitos (Na+, K+, Ca++) hematocrito,
sustratos (glucosa, lactato) y parametros calculados en sangre total en sélo dos minutos
para evaluar el estado general del paciente.

Analiza sangre completa (arterial, venosa y capilar) y sélo necesita un cartucho de
reactivos el cual integra soluciones calibradoras, gases, biosensores, tuberias, aguja y
bolsa de desecho (Premier, 2015).

Se utiliza en nifos para evaluar enfermedades respiratorias, evaluaciones en
enfermedades cardiopulmonares, respuesta a intervenciones terapéuticas, asi como la
acidosis o basicidad metabdlica.
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cemPremier 3000 GEMPhemicr 300¢

Figura 35. Equipo GEM Premier 3000® utilizado en el drea de urgencias para el proceso de gasometrias

4.8.2 Microscopia de liquidos

En esta drea son recibidos liquidos como: cefalorraquideo, ascitico y pleural.

El liquido cefalorraquideo normal es claro y transparente como agua de roca. Como
consecuencia de diversas enfermedades puede presentar otros aspectos: turbio (cuando
el recuento de leucocitos es mayor a 400/uL), hemorragico (por una hemorragia
subaracnoidea o una puncién traumatica), xantocromico (lisis de eritrocitos). En un
paciente sano deben observarse menos de 5 células /mms, menos de 4 leucocitos/mL y
sin presencia de cualquier microorganismo.

Se denomina ascitis a la acumulacién patolégica de liquido (>25mL) dentro de la cavidad
peritoneal y la etiologia mas frecuente es la cirrosis hepatica.

La pleura es una membrana serosa transparente que rodea a cada pulmén y consta de dos
capas: pleura visceral y pleura parietal.

En el espacio situado entre ambas pleuras se encuentra el liquido pleural. En condiciones
normales, el espacio pleural contiene de 1-10mL de fluido. Los trasudados son
consecuencia de un aumento de la presién microvascular o de la disminucion de la presidon
oncadtica de la sangre o de la combinacion de ambos (Torre, 2015).
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5. Fase post-analitica

La preservacion de la calidad post-analitica es el proceso para verificar la calidad en todos
los procedimientos que se llevan a cabo cuando el reporte sale del laboratorio y queda en
manos del médico o profesional al cuidado de la salud.

Ademas de utilizar intervalos de referencia correctos (en este caso son valores de
referencia en nifios de 0-17 afios) esta fase comprende:

e Verificacidn de los cdlculos en los reportes finales.

e Revision de resultados de las pruebas para detectar posibles errores de
transcripcion.

e Que los reportes sean faciles de leer e interpretar.

e Procedimientos para informar al médico de resultados que requieran de atencion
inmediata.

e Vigilar que se reporten en el momento preciso los resultados en el expediente del
paciente.

e Verificar que el médico interprete en forma correcta las pruebas de laboratorio.

6. Resultados

La importancia de un laboratorio clinico tan completo como lo es este, es que ayuda en un
80% en las decisiones clinicas; se realizan estudios para establecer el tipo de tratamiento
que debe administrarse al paciente, asi como el seguimiento del mismo.

Se realiza un trabajo con precision y confiabilidad. Esto es gracias a los controles de los
analitos que se realizan a diario, y las calibraciones cuando son necesarias; asi como seguir
las reglas de Westgard en las graficas de Levey-Jenning que proporcionan los equipos con
los controles diarios.

Todos los quimicos estan capacitados y tienen los conocimientos necesarios para llevar a
cabo su trabajo, lo que garantiza que los resultados sean confiables y de calidad.
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7. Discusion

El papel del Q.F.B. es de suma importancia dentro del laboratorio clinico, a pesar de que la
mayoria de las pruebas se realizan en equipo automatizado, el Quimico debe tener la
capacidad de analizar lo que estd haciendo, de relacionar el diagndstico del paciente y su
historial previo con los resultados que esta obteniendo.

Al realizar el servicio social y/o tesis en un hospital de tercer nivel como es el Hospital de
Pediatria de CMINSXXI, nos ofrece un panorama mas amplio de cdmo se trabaja dentro de
un laboratorio, la importancia de saber los fundamentos de los equipos y la carga de
trabajo que uno como Quimico puede tener; asi como las habilidades que se adquieren
para trabajar bajo presién, de manera rdpida proporcionando resultados confiables como
lo es en el drea de urgencias.

La fase preanalitica es la mas critica ya que de ella depende en gran medida que los
resultados sean confiables. Es por eso que la toma correcta de muestras a pacientes
pediatricos a los cuales a veces no se les siente bien la vena, o debido a los tratamientos
tan agresivos en el area de oncologia las venas se endurecen es de mucha importancia; y
dependiendo de las pruebas que se van a realizar determinar si es viable la toma de
muestra por goteo cuando no son viables las venas de los brazos. Asi como el correcto
llenado de tubos cuando son varias pruebas.

En la fase analitica es importante ser muy observador en muestras donde se separa el
suero y el plasma para su posterior analisis; ya que la muestra puede estar lipemica o
hemolizada y esto puede interferir en la determinacidn de ciertos analitos en especial en
el drea de inmunobioquimicas y hormonas donde ciertas pruebas pueden verse alteradas.

Si la muestra esta hemolizada pueden verse alterados el potasio y el LDH debido a la
ruptura del eritrocito. Si la muestra esta lipemica, podria necesitar diluciones manuales
para poder determinar analitos que se cuantifica por técnicas de inmunoturbidimetria o
fotometria; por lo que cuando se obtenga el resultado este debera multiplicarse por la
dilucién realizada. En ambos casos se debe colocar una leyenda en donde se coloquen
cruces del 1+ al 4+ dependiendo del grado de hemdlisis y lipemia que presenten.

En area de transfusiones el rastreo de anticuerpos irregulares se realizaba en tubo; sin
embargo optaron por cambiar a la técnica de tarjeta. El fundamento es el mismo, la
diferencia radica en que la lectura sélo se realiza en la fase Coombs y tiene la peculiaridad
de que es mas especifica y ayudar a que la reaccidon se observe mejor; se tiene que tener
cuidado con los autotestigos ya que al ser una prueba muy sensible se dan falsos positivos
cuando el paciente esta tomando ciertos medicamentos o esta pasando por una infeccién.
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En el caso de los autotestigos positivos se recomienda realizar la prueba en tubo para
confirmar que no sea un falso positivo.

El drea de microbiologia se divide en 5 secciones: urocultivos, liquidos, diversos,
hemocultivos y BAAR. En todas las secciones excepto en BAAR se realiza un frotis en
fresco y un frotis con la tincién de Gram. Debido a la cantidad de muestras, dividen la caja
de agar en dos, y realizan un sembrado que debe revisarse a las 24, 48 y 72 horas, si hay
crecimiento se realizan las pruebas bioquimicas primarias (oxidasa y catalasa); se realiza
una dilucién al 0.5 de McFarland para realizar la identificacion de la bacteria y su
antibiograma en el equipo Vitek.

El equipo Bact Alert es de gran ayuda para detectar el crecimiento en liquidos diversos y
hemocultivos; debido a la gran cantidad de muestras que se analizan. Este equipo cuenta
con un sensor que va a detectar el crecimiento microbiano sin que se tenga que sacar del
equipo para revisar si hay crecimiento.

Debido a que los reactivos utilizados en el adrea de inmunologia son muy caros, las
diferentes pruebas se hacen una vez a la semana, en el caso de las laminillas para el
microscopio de inmunofluorescencia se deben juntar minimo 8 pruebas para a completar
todos los pocillos de las laminillas. Los quimicos del area les recomiendan a los médicos
realizar las pruebas en cierto orden dependiendo del diagndstico del que sospechen:

Para el drea de pruebas especiales cabe resaltar que la metodologia de la prueba de
electrolitos en sudor fue implementada en el Hospital de Pediatria en los afios 90’s. Fue
realizada en diferentes partes del cuerpo en donde se logra obtener un considerado
volumen de sudor utilizando diferentes grados de voltaje hasta lograr estandarizar la
prueba, con la metodologia antes mencionada.

Para la prueba de tamizaje metabdlico en orina son muy pocos los casos en las que se
realiza, normalmente se utiliza en muestras de nifios que vienen de alguna locacién
alejada, en donde no se le realizd el tamiz en sangre a los pocos dias de que el nifio haya
nacido. Los médicos mandan realizar esta prueba cuando tienen sospecha de algun error
innato del metabolismo y no hay un tamiz previo.

En el drea de hematologia hay que tener un ojo muy entrenado para poder observar e
identificar las células al microscopio; ya que en la mayoria de frotis hay células inmaduras.
En el caso de las leucemias o células con granulaciones tdxicas es de suma importancia
saber distinguirlas; ya que el diagndstico y el tratamiento dependen de los resultados
obtenidos.
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A pesar de ser un laboratorio de tercer nivel hay muestras que se envian a un laboratorio
de referencia o especializado, esto debido a la falta de reactivo que algunas pruebas no
cumplen el costo-beneficio, o no se cuenta con la tecnologia necesaria para realizarlas.

Algunas de las pruebas que se envian son: 17HPG, DNA, tiroglobulina, IGFBP3, IGFI,
peptido C, Insulina, Calcitonina, aldosterona, Transferrina, Cal25, Cal53, Cal99,
Procalcitonina, HCPHB, HCCGB, Cistatina, Ceruloplasmina. Cabe destacar que se trata de
pruebas especiales muy particulares que no cualquier laboratorio tiene y es de suma
importancia contar con estos estudios para un mejor diagndstico médico..

8. Conclusiones

Se llevaron a cabo rotaciones en todas las adreas del laboratorio central de pediatria,
aprendiendo a usar todos los equipos de laboratorio y las diferentes técnicas manuales
para las diferentes pruebas.

Se aprendid a tomar muestras pediatricas a pacientes con diferentes padecimientos en los
cuales influia la correcta toma de muestra; asi como las condiciones especiales que tienen
ciertos analitos.

Se aplicaron los conocimientos adquiridos en la facultad y se adquiriendo nuevos;
completando asi el aprendizaje necesario para poder laborar en cada area.

Con los conocimientos adquiridos se adquirio la capacidad de relacionar el fundamento de
la prueba con los resultados y el diagndstico; para asi poder decidir si el resultado es
correcto o hubo algun error, y en el caso de haber un error tener la capacidad de
identificar ese error y corregirlo para poder emitir un resultado confiable.

Al incursionar en un laboratorio de tercer nivel como lo es el Hospital de Pediatria, se
adquirié un panorama general de cdmo es trabajar en un laboratorio, los conocimientos
gue se deben tener, y la toma de decisiones correctas para ayudar al diagndstico médico.
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