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: 'r. emre el método emcnféiﬁcti ¥ el m..vuai hecho cqmunm_ente.

Lai‘bﬁ‘e‘ha @réﬂétiég»pamit’e; al ‘Ia}?pra_'tpﬂsm realizar un promedio de
. entre veinté o treinta cuentas visuales por dfz, limitando su exactitud, =

Con el empleo del método electrénico aumentars el nimero de determi~
naciones, la exactitud y se reducira el tiempo.

Con esta ventajs el personal técnico necesario para este tHpode and

lisis rutinarios serd menor, pudiéndose entorices dedicar mayor nime—

ro de profesionistas a estndios mas velicados que a 1a fecha reqmeren -
mayor atencidn, : :

Agradezco al Dr, Alfcxisa'Velez_ O,, su valiosa cooperacitn al diri~
girme esta Tesis, Asimismo agradezco a la Sociedad de Beneficencia
“Espanola el permitirme realizar gste xtz'abajo dentro de sus laborato~ ~
_rios de Andlisis Clinicos. v
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ﬂﬁggﬁ, LIDA DES o I
— — La sangreas
plasms,

vectores de ox{gem y de anhidridc narbémr:o, Son las células qne sirven
de enlace entre el pulmén y la itimidad de los tejidos, y por lo mismo for
man parte de la funcién respiratoria. La destruccién de los hematies su—
ministra la bilicrubina, materddl necesariu para la saponlticacién ¥ absor.
oitn de los lpidos. ‘ S

, Loe leucocitos intervienen en 1as funciones defénsivag antimicrobia -~
nas, contienen anticuerpos ¥ liberan gamma globulinas muy ﬁtues para -
Ia defensa orgénics.

Los trombesitos o plaguetas intervienen en la hemostasis, acuminldn-
dose en las heridas vasculares e iniciando la coagulacién dela sangre pur
1iberac16n de tromboplasting,

El recuento de los glébulos rojos, blancos ¥ plaqugtas de 1a sangre -
£5 un examen tan fundamental que g2 practica en todos los enfermos hos-
pitalizados y ain en los ambulatorios. La determinacisn del nimero de -
cada uno de estos elementos poseé Ia mayor importancia no solo para &l
dingutstico propio de las enfermedadey de la sangre y d& los Orgenos he-. -
matopoyétices, sino también enel de otroz muchos procesos paiéidgicos
que repercuten grandemente en 13 sangre, ya que puede decirse que la —
sangre es &l espejo de la patologia,

El principio de 1os recuentos ,g,lnbulai-es consiste en diluir la sangre~
en una proporcién exacta, con ciertos lquidos, ¥ luego examinar al mi--
croScopio, por medio de qi'maras especiﬂea, una pequem can'tldad d“e la




E) mimero total de. hfemaﬂ'eg’pb{zhﬁi'inét‘x% otibicy se-considera ‘eritve .
5,000,000 a §. 500, 800 s 61 hombre ¥ de 4, 000, 000 a 4, 500, ooo en la my
jer, a4 altura de la Cludsd de México.

Elnimero de plaquetas es muy varfable y depende mucho del método =~
empleado en au determinacién, en general ogcila entre 150,000 y 350,000 -
elementos por milimetro chbico, “

- El ntimero y proporeidn relativa de leucocitos que existen po¥ milfmes~

. tro cibico de sangre periférica posed gran interés diagnbstico, Cifras den-

o0 drode os Hinites nopmales. (6,500 a 8,500 por mm3 } se llaman normo-~

"~ leucocitosis, por debajo de élla hay leucopenia y las cifras elevadas se de~
nominan leucocitosis.

Las variacionas de lan cifras gbaolutas de leucocitos en estados patolé~
gicos, polo tienen interés si se foman en cuenta las alteraciones especlii~ «
cas de cada una de las variedades. Estas alteraciones de la variedad de len
cocitos, se determinan mediante la f6rmula diferencial,

ElL nimero de leucoCitos egtd sujeto a variaciones fisiclégicas como son:
1a edad, tipo de alimentacifn, ete.

La sangre conteniendo un nimero normal de eritrocitos por milfmetro -

cbico se llama normocitémica, sl es menor oligocitémica y si es mayor -
policitémica, .

Las policitemias pueden ser reales y sparsites, pues en caso de hemo~
concentraci6n el ndmero total de eritrocitos no varfa, 1as cuentas altas re-
sultantes débense a la disminuci6n de ¢l 1fquido donde se encuentran suspen
didos. En el caso de policitemias veérdaderas hay aumento efectivo de el mi
mero total de hematfes en Is circulacion, La policitemia=vera o enfermedad
de Vaguez se debe a una hiperplasia medilar, con producci6n exsgerada de
hemaifen, pregentindose hastn més de 10,000,000 por millmetro cibico,

Lus policitemias sintométicas alcanzan cifras tan eievadas como lagan
eriores y sus causas fundamentales se clasifican en respiratorias y circu=
1atorias, Negéndose a producir cIanosIs y congestionamisntes graves

La hemoglobina &3 una cromoprotelna que seupa el segundo Juger en - »
abundancis en Is mangre, {después del agus ) constituye aproximsdamente
€1 16% de este tejldo. Su funcién principsl, como ya se mencioad con ante=
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riéridaﬁ,i és el acarreo de oxfgeno desde los pulmones hasta ca.da tna deé 1as

- eélalas del organismo.

Constituye aproximadamente &l 3"% de los eritrocitas ¥ normalments 56
1o se encuentra en el interior de los hematfes,

Las cifras de hemoglobina én sangre se cons;dera gue pueden variar de
13.5 & 17,5 g/ 100 ml. de sangre, 8in embargo la cifra normal debe ser —
considerada en cada caso dé acuerdo ton las circunstancias del sujeto, Ci-
fras de 1l a.11,5 8¢ considemn como principio de anemia; de 9 a 11 inc
'gain anemia franca; de T a 1 de anemia gravé des. a 7 anemia muy gra-
ve o peligrosa, y menos de ,5. g] 100 ml, constituyen anemzaqextrema.

La anernia es un sindrome comin a muchas enfermedades, consiste en=
Iz disminuecibn de 1a cantidad de hemoglobina y de eritrocitos en el organie=
ino, Conviene precisar que 13 disminucién de Hemogiobina { slgeeronemia)
y 12 de los eritrocitos { oligocitemia ) debe ger absoluta, o gea un descenso
real de dichos valores,

Ls anemis es un sindrome ¥ no ung enfermedad; puede ser provocads ~
lmn causas variadas y complejas { factores constitucionales, carencias, ~= .
pérdidas de sangre, intoxicaciones, etc. } Estas csusas pusden actuar én~
forima atenuada, €l organismo compensa ests falta de hematfes por regula-
cibn de los Srganos de depbsito ¥ por ther:tuncibn del sistema medular exi~
tropoystics, Quundo Yd causa eg muy interisa y fallan 108 mecanismog com
pensadores, estonces se establece 1a aneniis,

METODCS EMPLEADOS PARA L.0OS RECUENTOS
GLOBULARES
‘Log métodos comun;m‘ante empleados con este fin ge clasifican sn:

a) Densitométricos
Se practican determinando 1a cantided de 1a sangm fotaly ladel = =

plasma ¥y comparando iosresuliados en tablas especizles se deduce ol nie<
mero de eritracitos por milfmetro ¢ibico, Este procedimiento es inexscto———
Y muy poco emplesdo,

ol -



b). Turbidimétricos. o ) B

Se basan en hacer diluciones de la sangre y comparar la turbidez -
de las mismas con patrones tratados en igual forma. Puden trazarse una ~
gréaficade turbidez contra dilucién por medio de un fotocolorimetro,

Las principales fallag estdn en la variacidn de las lecturas causa-=
das por la diversidad de tamafios, formas anormales de hematfes, y sobre

todo aglomeraciones de los mismos, que 2 traducen an ampliag alteracio~
AR R T ST . l +
:,-—.r,nieéw‘ .

. ) Ppr ‘Dilu;ién o Cuenia Directn

Son los métodos m4s empleados, su fundamento ya se explics con =
anterioridad y su técnica se tratard més detalladamente en el capitulo si«-

guiente,

d). Electrométricos

Este procedimiento es muy exacto y répido, pero como inconvenien
te practico estd el dito sosto del aparato.

Para la determinacién simultdnea de cuenta de gldbulos blancos, =<
glébulos rojos y hemoglobina es muy usado ¢l Sistems Autoanalizador Con~
tador, Nathan Goochman y €l Dr. Sturk Jon en el Simposium de Technicon
de 1864 pxés,enta,ron una evaluacidn del autoanalizador con un médulo conta

‘dor de ¢€lulas prototipo para la determinacitn simultdnes de cuentas de ~~

Frap

gl6bulos rojos y hemoglobina, antes en el Programa de 1685 &i Dr. Teodo
ro Spaert evalud la defermlnacién automdtica de glébulos blancos con un ==
modelo nuevo de contador de células.

Lia determinacién de cusntas de glébulos rojos, glébulos blancos y~-
hemoglobina son realizadas aut;:miticaxnente a razén de sesenta muestras-
de sangre sin medir por hora, trayendo las ventijas de l1a antomatizacion »
complets del trabajo de rvtine pezado del laboratorio de hematologfa,

La figura A flustra esqueméticamente los sistemas Spticos y elec—

trénicos del contador ¥ la generacionus tas-salislex sne o _“;W_:tr;dag:*’_w

Un rayo de luz extremadaments pequefio es producido por uns serie de len
tes y proyeciada & través de ung celda de flujo hasta un disco de campo o8-
curo, tods 1 Iuz es detenida en el disco. Uns particula interrumpe el rayo

de luz y produce un parpadeo que pasa al disco y es enfocsdo hasin 1 tubo
- X -
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fotomultiplicador, esto generd va pui‘éé ';léi;tﬁéb el cugdl ey proyectado vi~ -

sualmente sobre el vsciloscopis e introducido al cirguito contador, Sila —-=
amphtud del pulso excede al limite del umbral preajustado, este es contado
¥ se registra la escala de pulsos contadores, La cuenta registrada es pro~

porcional & la eoncentracidn de partfculas que pasan a través de la celda —

de flujo. { Figura B).
La Figura B muestra con detalle una importante viga de la celda -

~cual estd automaticamente programadi paca introducir un flujo lavador de

células, diez segundos después de que cada " pico " de muestra es regis—
‘trado, esto hace que la prictica sea continua y de poco cuidado sin la posi-
bilidad de que s¢ acumule basura celular en la celda de flujo argosta e inte-
rrumpa el patrén-ds fluje, Para iniciar el ciclo lavado muestra,el opera- -
dor acciona el contacto de la valvula reloj después de que la muestra esre

gistrada,

Un diagrama esquemstico del flujo de los médulos y del multiple pa
ra el sistema simultdnea se muestra en la Figura C. ‘

. 0.3 m}. dé la muestra de sangre la cual ha sido automaticamente -
agitada para asegurar homogeneidad, es aspirad_i de la capa de muestra y
distribufda a los tres circuitos. La muestra para hemoglobina es dilufda =
con un chorro de agua destilada segmentada con aire para hemblisis rdpi—
da, enseguids s2 mezclada con reactivo de Drabkin modificado para con-«
vercion de hemoglobina a ciano;netarhemoglobina ¥ entonces s medida ¢o-
lorimétricamente a 550 milimicrones, La muéstra para cuenta de glébulos
Blancos el dilufida ton reactivo segmentado con aire conteniendo 3% de 4ci~
do acético y 1% de tergitol Npx en agua destilada. Esto hemoliza efectiva~
mente glabulos rojos. Las nicleos de glébulos blancos residuales son con=
tados por el primer cantador de glébulos, La muestra para cuenta de glé-
bulos rojos es dilufda con soluecién salina al 10. 9% segmentada con aire y -

entonces pasa al desburbujador desde una porcidn 2a-remuestrada y dilui-
_da con salina,
Los glébulos rojos incluyendo un porcentaje Insigniicume degishe—

los blaricos son contados por el segundo contador de célulag. Las tres de—
terminaciones son registradas simultineamente con plumas individuales.

. -7 .

o

-de flujo continuodel contador. Este es una vélvula lavadora reyersible 1a = '.
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Caleulds: Lo
do por comiparacitn con unaha‘f"&de calibracion preparada con una serie

de standars, En trabajes anteriores sob% determinaewnes de glébulos. ~
rojos fué usada una muestra standard de sangre Vencsa, 1a cual fue conta-
da repetxdamente con: la téanica manual de Ja-&& Smars para establecser un~
valor altamente satisfactorio, este método tuvo la desventaja de que el -~
standard se puede usar solo porun dfa y qué 1ss cuentas manuales tenen -
que volver a efectuarse cuands un standard de sangre fresca se tenga que
contar. Esto fundamenta que levadura seca del tipo comunmente adquiri-w
‘ble para banco de gsangre puede ser pre;:arada en suspensién para dar uba
concentracién de partfculas similar a la concentracibén de glébulos rojos ~
_ de sangre venosa, La adicion de fnaal 1% a 1a levadura dilufda previénen
B la farmentacién y mulhphcacién ¥ resulta un standard el cuzl és estable~
por unz gemans. Debido al tamafio de particulas bomogéneo de 1a levadura
Ios'niveiés &"e concentracion son reproducibles ¥ pueden ser arehivados ~
con peso dado relacion de volumen ejemplo: 2 25% (p/v )'la suspension —
produce una cuenta de ocho millones de células por mm® En una manera
similar una eoncentracxbn mucho més baja puede ser preparada para - -
standarizacibn dela cuenta de glébulos blancos,

‘Para el standard de hemoglobina wa solucién de hemoglobina puri~
 ficada y standarizada es adquirible la cual puede ser corrida a través de ~
1a mismia dilucién y la gecuencia de regceidn coma 1as muestras de St «
gre p—mblema. ’

C_'.onclusxén;s- Bete trabajo ha descrito un sistema de instrumenta--
cibn completamente automético y reproducible para la determinacibn de =-
globulos rojos, glébulos blancos ¥ hemoglobing,

~ | HEMATOCRITO

‘El Hematocrito eg el volumen ocupado por los elementos figurados
de 100 mi. de sangre. El dato indica el porciento del volumen, que se refxe

neg se deben o m;%\..»\
Los métodos empleados pard sv

- 10 -
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a). ,Témﬁ&f&é?saifféiaimg et - -

'Em'pl‘ea un ik especial graduado de 6 ml. de capacidad en el -
‘que se mezela 1 ml. de oxalato de sodio al 1. 1% con § ml. de sangrs, se <
invierte suavemente ¥ se ventrifugs por 30 minutos, e lee el nivel aI que
1legan los eritrocztos se vuelven a cenfrifugar cuantas vecés sea necega~=
rio hasta igualax dos lecturas.

x

b). Método de Wmtrobe

L

Se hate sn el tubo de ese nombre utilizado para sedmentaexén,
se cenfriluga 3 aitas velocidades hasta lograr 1a sedimentacién completa,
que e ‘compueba por 1a Lgualdad de dog Iecturas

’:f

c}. Método-del Tu Qanilar - .

: ’Se. hace con sangre tratada con cinco gotas de EDTA al 10% pa-

ra cada 3 ml. de sangre, -se llena un tubo céapilar, se cierraala flamay-

se centrifuga & 3,500 RPM durante fres minutoav Se leé el paguete celular
¥ se relaciona &l totel del tubo, | e

El valor del Hematocrita depende de dos factorea, el niimero dé
eritrocitos por milimetro ciibico’ y de su tamaﬂo, Todas lis causas fisiold
gicas gue modifican el ntimera de eritrocitos, tenen su reflejo en cambios
discretos del hematoorito stemplor edad, sexo, altura sobre el nivel del -
- year, Patolégicamente hay aumento en las poliglobulias, ya sean lag rea=-
les o las hemoconcentraciones; én donde el emamcrit{! aumenta en forma
brusca, esta constituye una forma répidz de deseubx:xrlas Hay disminge ~
¢ifn de hematocrito en anemias y m#4s adn cuando el transtorno vé acom-

panado de microcitosis, .

Los hematoeritos considerados normales sony

Recién Nacido 46 a 80
De 1 a 15 Afios 35 a 38
Adulto Hombre 38 a 48
T Aduit-Mujer— __35a45
Ancianos 352 43 -

=11 =



VOLTJMEN GLOBULAR ‘vmmo T

Es el volumen promedm de 1os eritrocitos, Para su déterminacion se~ - -
multiplica ¢l hematocrito por diez y se divide enire los millones de eritro-
citps por milimetro cibivo. Sus valores normales son ertre ochenta y no=-
venta y tres micras etbicas, el considerado como normal es de ochenta y - -
octio micras ctibicas. La f6rmula a seguir es la siguiente: T

Y

Hematoorito %10 -Volumen Eritocitario
Numaro de Hematles en Millones p/tam3 n Micrag Cibicas.

~ Enanemias perniciosas, el volumen medio llega & ser de ciento cuaren
te micras cdbicas, Es interesanté conocer la superficié de cada hematie —
en mieras cuadradas, que por tépming medic es de cxento veinte a ciénto -
cuarenta migras cuadradas, ; SRR I

En la anémia pernicio,sa‘ és-de ciento segents y cinco micras cuadradas.
¥ en las anemias microciticas de sesenta a noventa micras cuadradas.
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MATERIAL Y MBETODOS

GENERALIDADES

El cént;ador eleetrénico Coulter Counter Modelo F que fué el emplea-
do en esté estudio, realiza cuentas de 50, 000 particulas en uns muestia.
normal en-quince Segundos o menos, ton un margen de ervpr del 2%, en
cuentas de erifrocitos y de 1% en cuentas de leucocites, esto representa
¢ien veces mas partfeulas contadas que en el método comidn de dwucxén—
yenla cuenta dirvecta,

Hasta el preseriire. todos los esfuerzos para automatizar las cuentas
globulares habfan side basadas en métodos 6pticos, las células individua
1es en varics sistermas de detuceidn, causan cambios en la cantidad de -
luz que caé sobre uni celda fotoeléctrica, produciendo pulsos eléctricos. -
para contar, ‘

En este método 1a particula pasa a través de un orificio, suspendida
efiun electrolilo, junto con una corriente; y la deteccidn estd basada en
1a diferencia de conductividad entre Ia célula y el electrolito, tomando ~
en consideracitn que todas las partfculas sanguineas son pobres conduc+
toras de la electricidad, al pasar la particnla s través del orificio. ésta

desplaza electrolito, esto hace cambiar la resistencia entre los dos elee
irodog produciendo una caida de voltaje, cuya magnitud es propo*ccicnal -
al volumen de 1a particula. Con este sistema i seleccidn de tamafio de -
particula es independierite de 1 forma de ésta, ’ -

)

Los glébulos sanguineos pueden seyw suspendidos en log eq:iidds dilu-

* yentes usados commmente
Y " 4

DESCRIPCION GENERAL |

El contador elecirénico Coulter Counter Models F, consiste endosg -
dades separadas, el porta muestras y el contador electrénico, monta

dos en un solo gabineiemm ¥ —_—

Las partes visibles del frente del Modelo F son las siguientes:
1.~ Contadores Digitales

-13’-‘
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%« & Monitor Boble que congta des .

&). Ogciloscopio Electrénico
b}). Sistemu de Microproyeccién

3. = Controles de -‘Sensibﬂidad qiie comprenden:
&) Controles de Atenuacién
b}, Control de Aberturs de Corrfente
€}, Conirol de Umbral

\ . 4.~ Palanca de Encendido y Apagado

5. = Porta Muestras que consta des
8}. Porta Vasoes
b} Tubo del Orificio
6}, Llaves de Control e

A 1z derecha del gsbinete hay una puerta que dé acceso al eumpwﬁixgi
to del manbmetro ¥ 1a bomba, También hay dos ventanas donde se encuen=
tran los siguientes conirales: { Figura 2 )

‘ 1. = Control Regulador de Vacfo
2. = Control de Intensidad de Luz
,Pt.:_aicionldor del Orjfm;o
A, 1a izquierda del gabine’:e. ‘hay cira ventavi donde se encuentran log -

, controles del oaciloscopio electrénico: g : i
1.= Control de Brillantez
2.~ Control de Enfoque '
3. = Control de Retencidn Borizontal . =

#4, - Comtrol de Retencitn Vertical

ﬁesc’ripci&n Dehﬂada

- ontador Dizitu. = El Contador Digital cousiste en~
einca tubos contadores de decenu eontrolados por el Manbmerro; ixcusats——
indicads es proporcionsl al volumen de la muesira. { Figura 3§,

2.~ Monitor Gemelo, = Consiate &1 un caciloscopio slec=

.15 -



v
Cuérpo de Control
de Vacfo

. Ajuste de Alturade®

1a Plataforma
Agegurador de \
Funtas Esféricas ™ S

\ :’ g;.gg’ . Regulador de Vacio
Manometso de Hg B e & &4 ] Switch del ManGmetro
\M‘ ] a = . ‘
cors b Pants ' S Qonitrol de Brillantez
Vicera ofantnll; ~ B e Prayoocion
Posicionador del -5;,‘ A\l ; Marpode la Fﬁmpgra
Or . l‘v'~“ A1 A% i - ) y :
lfif’%?,_mam_\ : | Jgmiiis »% i o ~ LL, smpara de Proyeeeion
* ’ a1 LI I~ Ajuste de Limite de
. L wal® | Vacio
<l A\ ; - Bomba de Vacio
: S Al Reservorio del Liguido
Asegurador del Manometro ?
#atraz para Drenaje
¥ Vacfo
FIGURA No. 2 YVISTA LATERAL DEL
CONTADOR
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A
FIGURA NQ. 3
TABLERQ DE CONTADORES DIGITALES
FIGURA NO. 4
MONITOR GEMELOQ
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trénico y una pantalls de proyeceién fisica del orificio, la presencia de
basura es indicada por irvegularidades en el patrén de pulsos en la pan-
talla osciloscépica, al mismo tiempo en la pantalla de proyeccién fisics,

- 's& observard el objeto que obstruye el orificio. { Figura 4 ) ( Figura 44},

3. - Controles de Sensibilidad, - L.a magnitud de los pul-
Hos eléctricos es directamente proporcionsl z la abertura dé corriente y
al sistema de amplificacisn,

La sensibilidad de 1a unidad puede ser controlada ajustando los si= =
guientes controles: ‘
.. ... ___  8). Control de Atenuacién. - Ajusts 1a sensibilidad de

todo el sistema con respecto a la amplificacién electrénica, '

B)., Go_ntrcﬁ de Abertura de Corriente, - Cambia el pa
50 de corriente entre los dog electrodos, incrementando. la abertura de<
corriette, uria particula producirs un pulgo grande y-alto para un volu- -
men dado, |

). Control de ™ Unibral *, = El umbral discriminador -
controla €l nivel sobre el cual los fmpulsos producidos por las particulas
perén contados. : ‘

E} conjunto porla ruestras consiste del manémetro de mercurio, el

tubo del orificio, los slesiredos de platino ¥ la plataforma porta. vasos,-

en los que se colocan las muestras para ser valuadas. { Figura 5 ).

4, - Porta Muestras. - .

a). La plataforma sobre la cual se coloca el vaso es
t4 atornillada a un brazo de metal y el limite de su recorrido puede ser
ajustado aflojando el tornillo que fija el tope de la plataforma. La altura
correcta se fija de tal manera que el fondo del vaso no golpeé el tubo del

b). El Tubo del Orificio. - Se considera este como &1

corazon del comsdor-Coultar, tiene en el extremo soldado & una de sus ~

paredes una lentejuela en cuyo centro hay un orificic sumamenté peque~
fio a través del cual las particulas en suspensién pisar, los hay de va-

=18~
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rigs difwmeiros dependiendo del uso a que se déstinen. Estos deben mang==
. jarse con mucho cuidado, porque dicha lentejuela tiene 86ln tinas cuantus =
centésimas de pulgada, de grueso, custido Se ensamble-eliubo se debe ases
gurar de gus-eeté bien limplo y la junta esmerilada debidamente lubricada.
También se debe mantener libre de basura y otras psitloulas adherentes.-
Es recomendable una inspeceibn frecuente usando el monitor gemelo: Los
blogueos del orifisio pueden f4cilmente removerse bajando la plataforms =
¥ cepillando el orificio ¢on un pincel de pelo de camello, Se mencionan en-
€l manugl que 8e proporeiond para su uso, recomendaciones detalladas pa~
ra la limpieza de ruting,

¢}, Pleza de Control, ~ Esta pieza es la base pa=
ra montar el tubo del orificio, consiste en dos vAlvalas {llaves de vidrio)
lag cugles controlan la aceién sifoneante del mandmetro,

1. - Llaye de Control de Vaclo, = Abriendo
esta Dave ge introduce tna presién negativa al sistema desbalanceando €l = -
mercurio en £l mandmeétro, cuando gsta llave se cierra el mercurio den=w
tro de la columna tiende a rebalancearse a sf mismo, forzando ala mues=
tra o pasat s iravée del orificio,

2.+ Lilaveg para Lienado.o Ls;‘.vado. = Coni=
trola el lavado y llenado del fubo del orificio con electrolito fresco por me
dic de un vaso auxiliar fuera de la unided, { Figura 6 J. '

El manémetro esusado para controlar el volumen exacto de la mued=
tra que pasa & iravés del orificlo, mientrss gue la cuenta se efecttia, Tres
electrodos estén sellados dentro de la pared del manbémetro, el volumen de
mercurio dentzro de los slectrodos de arrangue y parada, varfa de acuerdo
con el tamafic del manémetro, Ejemplo: 502100 etc. (Pueden adquirirse
manémetros con dobles o triples voldmenes, )

‘Bl manémetro comunmente usado para las cuentas globulares tiene una
capacidad de medio centimetro cdbico. Este fué €l empleado para el presen
te trabajo, S

El vacfo ge aplica abriendo 1x ilive de-contrsl—ElL mercurio
hasta debajo de el elecirodo de arrangue, La lave sé clerra y el mercurio

2] -
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empiesd & hucer Sulr-la ranestra del vago & través del orihcm. Cuande e1
mercurio’ hace nontactn con el lectroda ds arvanque el mecanismo conta»
dor se encieude ¥ e contado el ndmero de partfculas que pasan a travss =
del orificio. El mercurio sigue fluyendo a través dela seccitn raedidora =
hasta que el electrodo de parada sea tocado, deteniendo el mecanismo conw
tador, por tanto el nimero de partfeilas por 0.5 ml. de muestra sobre un
nivel de umbral preﬁjado e8 registrado en los contadores digxtales. { Figu
7)) :

necesidad de cuidado, proporcionando una reproductibilidad precisa, Cuan
‘do sea necesaric limpiar ¢l mandmetro se debe tener ciddado en su manejo
pata evitar dafiarlo, Pueden aparecer burbujas de aire intérrumpiendo la=

. Nermelmente el manémetro funcions por largos perfodos de tiempo sin

columng, peroia aplicacién de suficiente vacfo para bajar el mercurio hag
ta el bulbo que se encuentra debajo del electrodo de arranque, unificard la

‘columna.

d}. Fuente de Vaclo, = El modelo ¥ tiene ~
una bomba de vacfo integral para mover el mercurio-dentro-det mandme~
tro al nivel de operacién que se requiera. La cantidad de vacfo es contro=
lada por el control regulador de vacfo, localizado a un lado de la unidad, =
La conexisn del regulador, ests hecha de tal manera que este esté protegi
do de liquido. Para evitar vémitos accidentales de mercurio { causados en
un error en €l ajuste del control reguledor de vaclo ). 1a unidad ests equi=
pada con un ajuste Hmite de vacfo; el tubo es . estrangulado en un lugar pre~
determinado, para controlar la méxima cantidad de vaclo; se sugiere que -
no cambie éste sjuste a menos que sea estrictamente necesario,

- 23 -
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COMPUTADOR DE VOLUMEN CORPUSCULAR

MEDIO Y HEMATOCRITO

Estas determinaciones son opcionales al Contador y se realizan por me -
dio de dos computadores independientes adquiribles comeo accesorios conee
{ables al Contador Coulter,

Estas determinaciones se pueden reaﬂzﬁr s’imulta‘neam-ehte con lag - -~
cuentas de gldbulos rojos. sin alterar el manejo del aparato.

Aunque los somputadores sean ung unidad geparada no trabajan fndepen
dientemente, puesto que el Computador de Volumen Corpuscular Medio {(VC
M); depende de la informacidn enviada por el Contador, el Compatador.de -
. hematocrito depende p su vez de ja informacitn envizdd por el f‘empgtadar
de VCM y por el Contador de donde se deduce que se puede determinar VOM
sin hematocrito pero no hematocrito sin VCM.,

ElL Computador del VCM { Figura 8 ), opers dependiendo del total de im
pulsos que recibe del Contador producidos por el total de particulas que han
pasado en ocho segundos & través del orificio. Esto en combinacién con el -
:,pr'omed_io de 1z altura de Tos impulsos, ya que la altura del impulgo és pro=
porcional al tamafio de la partfcula, -

Los computadores deben colocarse al lado izquierdo del Contador. El ~
procedimiento para su ajuste es el siguiente: Se pone una muestra con VCM
eonocido en una dilucidn aproximadamente a cincuenta mil particulas por ==
medio mililitro, los controles de corriente y atenuacién serdn ajustados de
mado que 1z cuenta media de partfculas esté entre diez y treinta y cinco divi
giones de la escala del umbral,

Para hacer esto se coloca el nivel del umbral ligeramente sobre 1a basu
ra y el nivel del ruido y se hace una cuenta totél. ge sube el nivel del = = =
wmbral hacia arriba hasta gue la.cuenta total sea la mitad. El nimero det
___umbral debérs quedsr eéntre diez y treinta ¥ einco. Abrir 1a llave de control
 de vacfo 3 y borrar el Contador, po mnmrm«m‘tﬁx%manaa&-m_* 0
manual ¥ el switch start-reget a Iz posicidn reset, soltandolo y de;ando que
12 palanca del switch regrese a i posicién central. Momentineamente paier

¢l swicht start-reset a Iz posicitn start. La escala de lectura deberd incre
- 25 -
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mentarse puméricamente, Despuds de aproximsdamente ocho segundos el -

computador-debe parar, la lectura se unota y €l procedimiento s¢ repite pa
ra asegurarse que la unidad reproduce: Payd finalizar la calibracién obtener
una lectura de VCM sosteniendo el swickht start-recet en la posicibn start y
entonces ajustar el control de ealibracitn que estd en el frente de la unidad
hasta que el nimero que muestra el indicador corresgponda al VCM eonocido
de 1a muestra que se ¢std usando. Una vez que la calibracién estd efectuadas,
una muestra con VCM desconocido debe ser analizada. El computador pro~
poréiona €1 VCM de 1a informacién recibida del Contador Coulter,

El computador del hematocrits { Figura 8 ) es completamente autométi=-

¢o pero depende de 1a informacidn y control que le envia el computador VOV
Por tanto es muy importante que el computador VCM haya sido calibrado de
acuerdo con los procedimientos indicados anteriormente.

Para calibrar el computador para hematocrito se colocan muestras de -
hematocﬁta gonocido en un dilucin.de 50,000 2 1 en el porta muestras. Laos
controles de apertura dé corriente y dtenuacidn del modelo F, van a sér =
ajustados de acuerdo con Tas instrucciones para el computador VCM, El = = |

umbral es ajustado fal como se hace para cuentas normales de glébulos.

Poner ¢l swicht'bif-manual-autd’en la posicién''auto)' abrir 1a llave de ~=
control de vacfo para borrar el Coulter, La flecha indicadora de valor de —
hematocrito del computador deberd indicar cero, si no lo hace, el control =
de escala de cero n €l lado derecho de lz unidad es ajustado con un desar—.
mador delgado hasta que laflechd indique ‘cei-kof. Cerrarla llave de control -
de vacfo para obtener una lectura de hematocrito, i la lectura no corres—
ponde il porcentaje de hematocerito conocido, €l control de calibracién al -
frente d_e" laupnidad es ajustado, hasta que laflecha de lectura corresponda =
al porcentaje conocido. Obtener algunas lecturas de hematocrito hasta ase~

gurdrse de que el computador esté ajustado correctamente, Una vez que la

calibraci6n se ha terminiado, una muestra de hematoacrito desconocido pue=
de ger colocada en ¢l vaso de muestras y probaria.

27 -
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JTECNICA
La Técnica seguida en este trabajo fué la siguiente: El primer pasd fié

la calibracién del aparato qué se hizo con un control elaborado por Dade, “«
namado Erifio-trol; que consiste en una suspensién de eritrocitos norma-
les en formalina, en una concentfacién conocida, asicomo también con un
valor conocido de VCM { Volumen Corpuscular Medio ). Este control es. es
table a una temperatura de =2 a. 109 Centigradas ¥ 1a dnica precaucidn Gue
se debe tomayr consiste en homogenizar la muestra contenida en el tubo an-
tes de hacer 1z dilucién, para obtener tn dato exacto soincidents con gl yas
lor de referencia del fabricante.

La dilueién se hizo siguiendo los mismos pagos, como i e tratard de~
~thg muestra de gangre fresca. :

Para contar globulos rojos se requiere una dilucion de I a 50,000, la ~
cual se obtuvo usando una pipeta de cuarenta lambdas, Se toma la muestra.
y se descargan. en 20 ml. de solucibn salina, se homogenizs, setonmta ofra
pipeta de 200 largbdas, s llena ¥ e descarga en otros 20 ml. de solucién =
salina. La primera dilucién 1:500 se usé para cuenta de leucoeitos, median
te la adicién de custro gotas de saponina al 1% como hemolizante. En la se-

~ gunda dilucién 1 : 500, 000 se efectué 1a cuenta de eritrocitos. v :

Para este trabajo las diluciones de glébulos se hicieron en ¢l Qoulter — .

‘Diluter { Figurs 10 ), que &5 una méguina con un sistema de presitn, me-~ =
diante una bomba eléctrica que desplaza un pistén hacia anibos lados y giue~
estd calibrado para ddar exactamente el volumen de solucién salina indicado
1ag muestras gson succionadas por medio de una Jeringa calibrada eén == - <
lambdas. { Figura 11 ), :

El pmcedim'ientq seguido para obtener diluciones en esta maquini es el
siguiente;

1. = Se suxrierge' 1a punta de la pipéta &n una muestrs de szagre -

bien homogeneizada,

2, - Con 1a perilla colocada a 1a derecha girar hacla el frente;s ———

tomar cuarenta lambdas de muestra ( se calibra con anterioridad §, jalando
hacia afuera la jeringa, limpiaxr el exterior de la pipeta,
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3. - Girar media vuelta la llave de control, Para que el Hquido — —
diluyente empiece & ser descargado junto con 1a muestra de sangre, regre- '
sando la perilla a su posicién otiginal, inientras se efectiia esta operacidn,

By esta ﬁﬂﬁgi&n se efectiinn 1as cientas dé leucocitos,

Para obtener 1a dilucién en que se realizan las cuentas de eritrocitos se
-prosigue de la forma siguiente;

1,~ Sumergir la punta de la pipeta en la dilucién anterior;:

- 2, ~ Girar 1a perilla hacia atrés y jalar hacia la derecha hagta. .
el tope,. para tomar 200 lambdas de dilueisn.

8, = Dar vuelta ala Nlave de control pard que sean descargados
200 lathbdas dé la dilacids fomada » 20 ml, de golucitn salina,

4. - Regresar la perilla a su posici6n original, mientras se - -
efectiia la descarga. '

- Con esta dilucién bien homogeneizada se realizan las cuentas de eritroci -
tos en ¢l Contador Coulter. .

Una vez bien agitada la muestra se coloca en la plataforma porta vasos,
de fal manera gque el orificio y el electrodo exteérno quedan sumergidos en -
1a muestra. _

‘'Lia 1lave de vidric se ¢bré para miciat 21 flujo a travéz del orificio y ~
operar el sifén de mercurio €] botéu borrador para que los contadores digi-
tales indiquen cero. E] control del umbral se ajusts.a 10 en las cuentas de
eritrocitos ¥ a 20 en las de leucocitos. La llave se cierra para que empie-~
ce a funcionar el sifén de mercurio, Despuds dein lapse de dos segundos;
la ¢olumna de mercuriv del sifén hace contacto con el electrodo de arranque
¥ los gircuitos contadores empiezan & registrar. Después de diez & quince -
segundos, la cuentz seterming y anota.

' La fraceién de muestra que quedt en el orificio y en el electrodo es tan

pequetia que o altera la cuent posterior, ———— S _

La interpretacitn de resultados es la siguiente: Se consideran sélo las
tres primeras cifras delcontadordigital, se hace la correcciénen latablaco



- rrespondiente y semultiplica por 100; ya que la dilucién empleada fué de =

1:50, 000 por 0,5 ml. de muestra,

Para 1as cuentas de leucocitos, a la dilucién correspondiente se le-adis

ciorian cuatro gotas de saponina al 1% como hemolizante, se agita perfecta~

mente y 8¢ coloca en la plataforma porta-vasos, siguiéndose el mismo pro
cedimiento nusado en la cuenta de eritrocitos.

Y08 resultados se obtienen directamente y no hay necesidad de multi—

’ plicar por ningﬁn factor.

Para. 1 mangjo del. contadcr ‘Coulter gon necesariag las siguientes pre-*

caucmnes~ Wiestras 1o cuenta se ests realizando, no ge dehe de tocar el va.

8o, porgue durante la operacibn éste estd eléctricamente aislado a tierra.~

—Elrecipiente de las muestras y el electrodo externo estan aislados lo més

posible de interferencias estiticas externas; no-debe haber otro conductor

que €l electrodo externo en gontacto con Ia muestra, pérque pt_ie&a ser in=
troducido'fuido eléctrico,"causando fallas y cuentas falsas, Se debe tener
cuidado de que no haya lfguido continuo de lag paredes del vaso al soporte

metslico, el cual est4 unido eléctricamente & tierra,

Otro de los requisitos de este método és que el Hguido diluyente egté—

. cuidadosamente filtrado, para eliminar los problemas ocasionados por pe-

quenias basuras, éstas puedén quedar en-el orificio, obstaculizando el flujo
dela muestra,

E1 método comparativo utitizado fué el de dilucién y cuenta directa cu~

. yo fundamento ya ge-explicé con anterioridad. Para las cuentas de eritroci

tos, la dilucibn més adecuada ég 1 : 200, ésta se hide en pipetas especia~=
les Hamadas de Thomz, que tienen un vAstago c¢uya graduaciéi v4 de cero~
en la punta hasta 1-en la base, dividido en décimas, La parte posterior del
tubo lleva otra marca que es la de 101, Estas marcas son arbifrarias, no

indiean volumen especifico, sino sblo la relacién de capacidad entre el vés
tago y el bulbo, En el interior del bulbo TNeva uita pequefia cuenta de vidrio

_ que pirve para la agitacitn adecuada de la muestra.

El Hquido empleads para hacer la &nuc,iéx; de glébulos rojos en Ia BOLL -

cién salina al 0. 85%, que llena Tos requisitos necesarios.

La Técnica seguida es 1a siguiente:
- 33 =



B - ' 1,~De la sangre Bien homogencizadn 5¢ tomd hasta la mmrea &~
2, = Limpiar el exterior de la pipeta,
3. - Sugcionar diluyente hasta la marca 101,
4, =~ Agitar para homogeheizar bien,
o 5, - Vaciar einco gotas del contenido y entonces lenar la.cma
8,

B. = Bsperar aque se sedimenten los exitrosltos y contar.

. Se cuentan lostematles observados en log ochenta cuadros (E ) cbntehj_i_
dos en cinco cuadros (D } numerados en el esquema de la cuadrfouls,

o Las cuentas se hicieron en la cédmara de Neubauer, que consta de dos ~
' -mesetas colocadas ‘en la parte central de una placa gruesa de vidrio y en =
el centro ée cada una de las cuales v4 una cuadricula de 9 mm':z, latepil~ -
mente 3 éstas, existen otras dos porciones que estin exdctamente un déci-
mo de milimetro m4s altas que las centrales y sirven para apoyar ¢l cubre
objetos, Las mesetas estin separadas entre sf, por medio de surcos pars
evitar 1a:mezcla de dilucionies puestas enla cémam

Lia cuadricula ests constifufda por nueve cuadros de 1mm, cada uno -~
{A ), los cuadros de los extremos son los que se emplesn comunmente pa
ra el recuento de lencocitos. Cada dno de éstos estén divididos Tongitudinal
y transversalmente en cuatro porciones, dando asf origen a los cuadros ==
{B), con una superficie de 1/16 de mm? en los de lag esquinas, en cambio
en los intermedios encontramos que estdn divididos en cuatro porciones en
un gentido y en cinco @n 2l perpendiculax dando entonces rectingulos (C )
de una superficie de 1/20 de mm?2, y cada uno de éstos se divide en dieci~
seis cuadros ( E ) ¢on una superficie de 1/400 de mm?2, { Figura 12 ).

Como ya se explict anteriprmente se cusntan los eritrocitos hellades ~
en ochenta cuadros (E }, Si se llama “N" al nimero de eritrocitos encon~=

———] Mhuehnm wndrne T, wl nﬂ)mﬂiin . Hg n‘" 4
———Spadan an b o R-gelianta o / aic

N

80
Para conocer el nimero de eritrocitos en 1a superficie de § mm?, e ~
multiplica el resultado por 400, ya que cada cusdro { E ) mide 1/400 de mme
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1

Nx400:10
80

Finalmente téniendo en cuenta que dilufmos el volumen a 0.5 hasta 100
para saber la cantidad de eritrocitos por mm3 de muestra, habrs que mul
‘tiplicar porla diluciié’nf:

."‘

x - N x 400 x 10 x 200 = N x800,000 = Nz 10,000
80 8o "

Considerando qiie:
X = Nimero de elementos por milimetro ciibico.
N » Nimero total de elementos contados en la superficie.
C = Namero de cuadros por mm?,
A = Relacién de entre 1 mim, y la profundidad de la ¢cimara,
D = Dilucién,
S= Buperficie en cuadros contados.

Las precauciones que se deben tomar para obtener buenos resultados =
son las siguientes: Durante 1a manipulacién no deberd tocarse el bulbo con =
los dedos, yh que el calor de la meno producirs dilataci6n del mismio, pers
diéndose entonces 1a relacitn de voldmenes.

Al hacerge el aforo con la-muestra, Ia pipeta debe tena‘rae homcntal -
para que ia sangre penctre por eapilaridad, 7 32 éemré pe:pmdieu!e.r 8 -
108 0jos para evitar el error por paralaje. Debe Hmpiarse el exterior de =
1 punta de 1a pipeta con algodén absorvente y hasta entorces introducii 1a
punta de ella en el recipiente con el diluyente, La succién del diluyente de- -
be hicerse con la pipeta vertical y a la altura de los ojos, girando la pipe=
ta suavemente y con succi6n suave hasta aforar, evitando la formacién de =
burbujas. Para lsnar 1a cimars debe agitarse suavemente 1a pipets, va==
ciar parte del contenido, pars que s porcifn depositads en ls cuadriculs =
carx‘eapondn. ala pnrte central de lfa"dﬂu.qibm Al colocar 1a cim,m en 01 -

pm :bu'c::* un campo mh mplio despuea ‘8e pasa & seco fuerte y con -=
los hematfes asentsdos empeézar a tontar.

Para el recuento de leucocitos los principios eu que se funda son simi-
- 36 =
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}m'es al reeuenm directo de hemati’es, camb:.ando solo &n eldiluyente -em=~-

pleado ¥ en las &rees contades,

Bl diluyente empleado fué &cido acético sn golucién acmiaa al 2%. ’IJas :

. pipetaa emplee.das en este caso, tienen una relacién de 1 4l 10 entre 108 vo
" lomenes del yéstago y del bulbo, se toma mdestra hasta la marca 0,5 y di
‘Tuyente hasta el 11, o sea se hizo dilucidn 1:20,

s
i

Se cuentan en la mismn cﬁmm de Neubauer en las cnatro cundriculas
™ -de las eaquinas.
Se sigue el miamo procedimiento que en Jag cuentas de ro;os ¥ los ca
culog son:
- Wﬂigr2° - Nxs50
. Considemdc que:
L * Nimero de leucécitoé poy niilfmetro
N = Nimero de leucocitos contados enlag dreas de la cdmara.
D = Dilucibn en este caso (20 ). '
B Técnlcn de agitacin, muestreo, eic., ¢s similar ala de Im entro
citas, lo miamo que ‘Ias precauciones que se tomarén, :

-aqd
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INTERPRETACION DE LOS RESULTADOS

“En el cuadro ndmero diez, se resumen las observaciones hechas en =~
veintinueve sujetos viéndose comparativamente los datos obtenidos por la -

~téenica normial y por €l Contador Coulter, En ambos casos las determina—

ciones se hicieron por duplicado tomando un cuidado muy especial en evitar
1os errores de técn..ca, ‘apegandose estrictamente a log midtodos que hemos
descrite, ' 7

De 1a comparacién de las columnas dos y tres se observa que en gene~
ral siendd las cifras muy semejantes, las cifras dadas por el aparato son
Ugeramente superiores a las obtenidas con el procedimiento manual 1o - -
-enal se traduce en la medla aritmética por una diferencia de apro:dmada—-
meénte 200, 000 ({ 126, 000 ) entrocitos a favor del aparato en relacién coi =
el procedimiento manual. Esta diferenma que entra dentro del margen de~
error aceptable para el procédimiento manual, notiene una significaciom
clinica de m‘wrtéx’xqia ¥y créemos pueds ser atribuida al error natural de -
13 leetura de los erii'roéitbs gue guedan en la cédmara de la zona limitrofe,~
es decir sobre lag lineas mite de los cuadros de la cuadriculd, podria - -
tambiérn explicarse por el error visual, ya que se ha demostrado que espe-
cialmente entre lsboratoristas de edad en una misma cimard, dos laborato
ristas no cuentan exactamenté el mismo. nimero de elementos debido & p--

-quiénas zonas de ceguers en puntos localizados: de 1a retina.

Una cosa semejante podemos decir en lo.gue ge refiere a los leucocites,
Ya que también aquf el procedimiento manual da en la media aritmética <~
una diferencia ligeramente menor de cien leucocitos { 57 ), pero que es =~
también a favor del aparato en comparacién con el método manual.

El aparato en s es bueno, la seguridad de los resultados es bastante ~ '
contfiable, Io que sucede en la prictica es lo mismo que pasa con otros aps
ratos precigsos y exactos, pero queé reguieren para su manejo de personas

hay una sexie de pequetion "imcos . que permiten ala persona ya families
rizada con el gparato, saber en gue paso del método pudo haber existido —
una falla, Esto se egrava en la prictica por la tendencia de muchos labora-

T Dierentrenadas;-en-nuastra n) rdcticn diaria hemos podido constatar que == -

- 39 -



“totistas de " hacer Ia.. cosas a su modo !, tratando de shnpliﬁcar procedx_

»mxentos o agregando modificaciones personales 4 Ios mistnos.

Respecto & las otras determinaciones al error probable en ambos mé
* todog vemos que eritra dentro de lo aceptable para un procedimiento de la

boratorio, segin se'comprueba medjante la prueba de F y la prueba de T.

-tas de clementos, con el métodq directo, creemos que Hay una mayor pre-

- eisifn con el emplec del aparato, ya que suprime la posibilidad de ciertos

errores conio &l de dilucidn, ¢l manejo de pipetas no certificadas y espe~—
cialmente el llenado de las cé,maras que hace que s distmbunién de las cé
Iulag easi nunca resulte homogénes,

Aparie de esto, para servicios en log que el ntmero de aniissis de e
tina gue se practican justifiquen el gasto que representa el aparato, signi--

{fica una indudable ventaja sobre la pura estimacién de la hemoglobina, ~~

aparte del:ahorto de tlemps y de persanal qua es proporcional al ndmero - -

- de gnélisis que. se practiquen,

es:’.e luego, &emar-dn en-cuenta como se hacen ern la préctrca lag cuen

ank ..
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RESUMEN Y CONCLUSIONES

Después de tratar de generalidades sobre la sangre y los elementos -

que oontiene, se estudian los métodos pare la estimacién cuantitativa de -

ellos, como el hematocrito, refiriéndose también al volumen globular me
dio determinado por el contador,

Se deseriben 1 Tas partes de gué consta el aparate ¥ su manejo, mencio=
nando 1a téenica manual que airvié como base para comparar los resulta—
dos obténidos con €l contador electrénico.

Los resultados se anotan en un cuadro comparativo del que se hace el
andlisis ‘matemético estadistico, permitiéndonos estos resultados Hlegar -
@ las siguientes Canolnaionsa:

1a, - Las eifras obtenidas con el éontud‘o’: Coulter son ligeramente -
superiores u las obtenidan por nosotros con el métedo manual.
. Za.~ Egtas diferencias se encuentran dentro del margen de érror =
sgeptable para el procedimiento manual y no-tienen por tanto significacibn
3a. - El sparato df resultados confiables, siempre que se siga rign
rosamente la técpica indicada y que ez manejado por un laboratorista muy
familinrizado con &l mismo aparafo. En esta forma’ se evitan errores de -
dilucibn, de dhtribuciﬁa, etc, '
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