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INTRODUCCION:

Las plaquetas son pequefios fragmentos de megacariocitos que circulan en la
sangre periférica en forma de disco , su funcidn consiste en suprimir
rapidamente cualquier solucién de continuidad producida en el endotelio
vascular mediante la formacién de cimulos plaguetarios capaces de obturar
estas lesiones.

La utilizacién de los concentrados plaguetarios como recurso terapéutico
comenzd varios decenios después de la aplicacion terapéutica de los globulos
rojos , en el tratamiento de pacientes con trombocitopenia como la causante de
diversos procesos hemorragicos.

Los concentrados plaquetarios se obtienen de donaciones de sangre a partir de
fraccionamiento , por centrifugacion para la obtencién de plasma rico en
plaquetas | & a partir de la capa leucoplaguetaria (Buffy-Coat ) y por €l método
de aféresis plaquetaria ,

En la medida en que se ha conocido mejor la estructura de las plaquetas y las
condiciones que inducen a cambios en su morfologia, viabilidad y funcion, se
han desarrollado procedimientos de conservacion y se han definido los
parametros que interfieren en el mantenimiento de las caracteristicas vitales de
las plaquetas durante su conservacion in vitro .

Esta situacion refleja la necesidad de los bancos de sangre de mantener un

depasito suficiente de plaquetas para cubrir las crecientes demandas clinicas.



Para fa obtencion de un concentrado plaquetaric adecuado ,es necesaria la
evaluacion in vitro de los concentrados plaquetarios, tomando en cuenta
estandares Internacicnales establecidos por la American Association of Blood
Banks (AABB), los cuales son los siguientes

Cuenta plaquetaria:

La cantidad minima aceptable de plaquetas por concentrado plaquetario por
aféresis esde3.0 X 10(11)

Cuenta de leucocitos:

Los concentrados plaquetarios deben contener una cantidad maxima de 1.5
X10(9) de leucocitos por cada concentrado plaquetario.

Cuenta de eritrocitos:

Se aceptan parametros hasta 0.} X 10 (9) de eritrocitos por cada
concentrado plaquetario

Determinacion del ph;

Los valores de ph que se aceptan son desde 6.4 a 7.3 ya que se ha encontrado
una viabilidad adecuada.

Ademas de los lineamientos de la Asociacidn Americana de Bancos de Sangre,
se deben tomar en cuenta algunos factores que pueden modificar las
caracteristicas funcionales de los concentrados plaquetarios, como el tipo de
anticoagulante utilizado para la recoleccion , la temperatura de conservacion,
calidad del material de plastico empleado en la fabricacién de la bolsa para su
conservacion , €l volumen de plasma residual y la agitacion continia de los

concentrados plaquetarios.



ANTECEDENTES:

Duke (1911) fué el primero en demostrar el vaior terapéutico de las plaquetas
transfundidas, en tres pacientes trombocitopénices, que dejaron de sangrar tras
la transfusion directa de sangre fresca en todos los casos disminuyé el tiempo

de hemorragia.

Kissmeyer-Nielsen y Madsen (1961) pusieron de manifiesto la posibilidad de
obtener una mayor supervivencia de las plaguetas empleando ACD como

anticoagulante.

Aster y Jand (1964 Yobservaron que al centrifugar el plasma rico en plaquetas
procedente de sangre , se observaba formacion de grumos plaquetarios lo cual

se evito afiadiendo ACD antes de! centrifugado

Murphy v cols. (1970)establecen que uno de los principales factores limitantes
de la conservacion es el descenso del ph debido a la produccion de lactato a
partir de la glicélisis de las plaquetas cuando €l ph alcanza un valor de 6.0
cambia radicalmente la morfologia de las plaquetas, lo cual origina la pérdida

de su viabilidad.

Becker (1973) determina como limite 6ptimo para mantener una capacidad de
agregacion ,logrando un tapén hemostitico adecuado, una temperatura de

conservacion de los concentrados plaquetarios entre 20 a 24 °.
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Stuart y cols. (1975) Demostrardn  que €l acido acetilsalicilico ( aspirina )
produce una disminucién de la produccién de TXA2 |, observando una

disminucién de la actividad funcional plaquetaria .

Murphy y Gardner (1975-1976) determinarén que un concentrado plaquetario
durante su conservacién puede presentar carencia de oxigeno que esta se
resuelve con la conservacion en una bolsa de plastico adecuada que permita el

paso del mismo.

Kunicki y cols. (1975)Establecen que los concentrados plaquetarios
conservados a una temperatura de -20°C se comrelaciona con una mala

viabilidad plaquetaria

Murphy y Gardner (1976) describierdn que al no agitar las plaquetas durante el
almacenamiento, desciende el ph y se reduce la viabilidad por un mecanismo

desconocido.

Slichter y Harker (1976) Demostrarén que las plaquetas  autdlogas
conservadas en CPD a 22 + 2 °C durante 72 horas tenian una supervivencia

media de 9 dias y la conservacion con ACD da resultados similares.

Aster y cols. (1976)Establecen que se presenta un riesgo de infeccidn tras la
conservacion a temperatura ambiente por mas de 5 dias de conservacion en los

concentrados plaquetarios .



ESTRUCTURA DE LAS PLAQUETAS:

Las plaquetas son pequefias células anucleadas de la sangre periférica las
cuales circulan en forma de disco y miden en promedio de 2 a 4 micras de
didmetro y 0.6 al.3 micras de grosor y su funcion consiste en taponar
rapidamente cualquier solucidn de continuidad producida en el endotelio
vascular mediante la formaciéon de cimulos plajuetarios capaces de obturar
estas lesiones .

Estructuralmente las plaquetas se dividen en 3 zonas bien diferenciadas con

actividades funcionales especificas, la zona periférica, intermedia y organelos

Zona periférica:

Esta representa la parte mas externa de las plaquetas y estd formada por 3
capas,1) el glicocilix & cubierta externa , 2) membrana plaquetaria 6 bicapa
fosfolipidica y 3) la capa submembranosa

1)E! glicocdlix 6 cubierta externa es la responsable de la respuesta
plaquetaria inicial a los estimulos externos , a través de receptores
glicoproteicos entre los que se encuentra el complejo glicoproteico Th-IX, su
funcién primordial es permitir la adhesion plaquetaria al subendotelio a través
del FvW y el complejo Gp Ib-lla que se une al fibrinogeno y ADP |

provocando cambio de forma , agregacion v secrecién plaquetaria .

2)Membrana plaquetaria 6 bicapa fosfolipidica esta zona es especialmente

rica en Acido araquidénico, ante la activacion, la membrana expone una
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superficie cargada negativamente, indispensable para el soporte de los factores
de 1a coagulacion,

La capa mas interna es 3) Ia submembranesa donde se produce la
transformacion de las sefiales recibidas de la superficie externa, para poder

realizar los mecanismos de activacidn , adhesién y agregacion plaquetaria .

Zona intermedia 6 gel:

Esta drea de las plaquetas contiene las moléculas y estructuras que participan
en la formacion de las proteinas contrictiles y en la interaccion con los
microtabulos, asi mismo es primariamente responsable de los procesos de

adhesion y agregacion plaquetaria .

Zona de Organelos:

En esta zona se encuentran los granulos densos , los cuales tienen una zona
central muy densa y un halo transparente , existiendo aproximadamente cinco
por plaqueta , estos granulos contienen el 60 % del ADP intraplaquetario |
calcio yserotonina . También existen los granulos alfa que son niimerosos ,
unos 50 por plaqueta, estos son el sitio de almacenamiento de las sustancias
destinadas a ser secretadas en las plaquetasa activadas.

También en esta zona se encuentra el sistema membranoso de las plaquetas que
consisten en el sistema canalicular abierto y el sistema tubulardenso , que
incrementan la superficie de contacto y permiten el intercambio de sustancias

en zonas profundas de la misma.



FUNCIONES DE LAS PLAQUETAS ;

Su principat funcién es la de permitir la formacién del tapon hemostatico

plaquetario, dichos mecanismos se ordenan en las siguientes fases :

1) Adhesion plaquetaria al subendotelio expuesto por el dafio vascular .

2) Agregacion plaquetaria primaria al activarse ei complejo glucoreceptor IIb
{1lla y permitir la unién entre las plaquetas

3} Liberacion de compuestos intraplaquetarios que provocan la gregacion
secundaria de nuevas plaquetas al tapon hemostatico

4) Consolidacion y retraccién del coagulo

5) Formacion del tapon hemostético definitivo con la formacion del polimero

de la fibrina y la detencion de la hemorragia .

PRINCIPIOS DEL CONTROL DE CALIDAD EN LA PREPARACION

DE CONCENTRADOS PLAQUETARIOS

Hablar de control de calidad de los concentrados plaquetarios incluyen
aquellas pruebas de laboratorio invitro que permiten reconocer si la viabilidad
de las plaquetas durante su conservacion es adecuada.

El mantenimiento de la calidad de las plaquetas durante el periodo de
conservacion depende de varios factores : los cuales se mencionara cada uno

de ellos:
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b)

Tipo de obtencién de los concentrados plaquetarios :

Esta puede ser manual ¢ por aféresis , el fraccionamiento de la sangre se
obtiene mediante centrifugacion de las unidades de sangre total donadas

Ya sea obteniendo plasma rico en plaquetas 6 de la capa leucoplaquetaria
Buffy-Coat, 6 por aféresis plaquetaria .

Aféresis plaquetaria ; es un procedimiento mediante el cual se extrae sangre, se
obtiene un concentrado de plaquetas y se regresan las demds células al mismo
isponente. Mediante la utilizacién de maquinas ya sea de flujo intermitente 6
de flujo continuo, algunos de estos sistemas son abiertos y limitan el
almacenamiento a solo 24 horas, en los sistemas cerrados pueden conservarse
durante 5 dias , con un volumen de plasma de 200 a 250 ml ( (Norma Oficiat
Mexicana) y un volumen de plasma de 100-500 ml deacuerdo a la Asociacion
America de Bancos de Sangre

Es importante tomar encuenta las ventajas de la obtencién de concentrados
plaquetarios por aféresis:

Menor riesgo de inmunizacién al reducir el nimero de donantes necesarios
para una transfusion a solamente uno , la probabilidad de una sensibilizacién a
antigenos presentes en las plaquetas , sin duda mucho menor,

Transfusiones mas seguras por la exposicién a un nimero muy inferior de
donantes distintos, se reduce asi mismo la probabilidad de transmision de

enfermedades infecciosas



c)

Mejor capacidad de los bancos de sangre para atender las crecientes
demandas de plaquetas , uno de los problemas de los Bancos de sangre y
centros de transfusién es el disponer de un niimero suficiente de concentrados

de plaquetas,

caracteristicas de Iz bolsa de recoleccidén de los concentrados plaquetarios:

Uno de los factores que afectan la calidad de las plaquetas durante su
conservacion a temperatura ambiente, es la caracteristica del plastico de la
bolsa utilizada , para conservar las plaquetas de una manera adecuada, el
plastico de la bolsa debe permitir un buen intercambio de gases con entrada de
oxigeno y salida de bixido de carbono a través de la bolsa.

Esto no quiere decir que el material de plastico tiene poros por e! cual pasan
los gases sino que los gases son solubles en ei plastico y pasan al interior de la
bolsa cuando el plastico esta saturado.

Las bolsas de plastico utilizadas para la recoleccion de los concentrados

plaquetarios son :

Bolsas de pldstico de primera generacién:

Cuando se introdujo la técnica de conservacion de plaquetas al comienzo de los
afios setenta, el plastico utilizado estaba compuesto de cloruro de polivinilo
(CPV) el cual contiene un plastificante felato de 2-dietilo -exilico (FDEE) el
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intercambio de gases con éste plastico es inadecuado porque es muy grueso
por lo que permite conservar las plaquetas por solo 3 dias a una temperatura de
20-24 °C | Después de 3 dias de conservacion, el ph disminuye debido ala
produccion de icido lactico durante el metabolismo anaerdbico, el mayor
avance en la historia de la conservacion de las plaquetas se hizo al demostrar

que la disminucién dcl ph estaba asociado con una disminucién de la
recuperacion y sobrevida de las plaquetas in vivo, ejemplos de este tipo de

bolsa es la PL146 de fenwal y CL-3000 de cutter.

Bolsa de plistico de segunds generacién:

En 1975 se demostrd que el ph se mantenia por un tiempo mas largo si los
concentrados de plaquetas se conservaban en bolsa que contenian poliolefina.
Este hallazgo ensefio que la produccidn de acido lactico estaba aumentando en
las bolsas de primera generacién y que el metabolismo por medio de la
fosforilizacion oxidativa se facilitaba al mejorar la transmision del oxigeno
mediante el uso de plasticos permeables a gases.

Hay varios tipos de material plastico utilizado por diferentes fabricanies de
bolsas de segunda generacidén; unas contienen cloruro de polivinilo con un
plastificante trimelitato tri-2 -dietilo-exilico (FDEE} como por ejemplo la
bolsa de plastico PL-1240 de fenwal 6 CLX de cutter. Otras contienen
poliolefina sin plastificante como la bolsa PL-732 de fenwal y otros usan una
pelicula delgada de CPV con plastificante FDEE (XT-612 de terumo )
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Cuando 50-60 ml de concentrado de plaguetas son conservados, en estos tipos
de bolsas de plastico, el ph y la viabilidad de las plaquetas se¢ pueden mantener
por un periodo de 7 dias. Sin embargo el periodo se limito a 5 dias debido ala

posibilidad de contaminacton bacteriana de estos productos

Bolsas de pléstico de tercera generacion:

El uso de nuevos plasticos que permiten una mayor permeabilidad al oxigeno y
bidxido de carbono ha hecho posible que se puedan recolectar y conservar en

un menor volumen de plasma con mayor nitmero de plaquetas con una funcién
adecuada. El buen intercambio de gases permite una buena fuente de oxigeno
para el metabolismo aerdbico previene la produccion de acido lactico lo cual

evita la disminucibn del ph

Agitacion y temperatura continua durante la conservacion de los

concentrados plaquetarios :

La agitacion tiene un efecto beneficioso porque facilita Ja entrada de oxigeno y
la salida de biéxido de carbono a través de la pared de la bolsa de plastico. Este
fendmeno esta asociado con la retencion adecuada del ph y de la viabilidad de
las plaquetas transfundidas. Las plaquetas deben mantenerse a una temperatura
entre 20-24 ° C con agitacidn continua , pero no debe olvidarse que la
sobrevida de las plaquetas y las condiciones de almacenamiento estan
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también relacionados con el sistema de recoleccion, el nimero de plaguetas
recolectadas, el tipo de plastico de 1a bolsa y el tipo de agitador.

Agitacion gentil y continua es esencial cuando se mantienen las plaquetas a
temperatura entre 20 a 24 * C  Para controlar la conservacion adecuada de
las plaquetas, se debe medir y documentar !a temperatura diariamente en el
area cercana al sitio donde se mantienen las plaquetas.

Las unidades de plaquetas deben mantenerse separadas cuando se colocan en
el agitador, unidades de plaquetas colocadas unas arriba de otra interfiere

con el intercambio de gases a través del plastico lo cual contribuye ala
disminucion del ph y la alteracidn de la viabilidad de las plaquetas.

También al colocar las etiquetas de identificacion sobre la bolsa debe hacerse
siguiendo procedimientos establecidos esto asegura que se cubra un area

minima de la bolsa permitiendo el mayor intercambio de gases posible.

Tipe de anticoagulante:

Los diversos anticoagulantes que se han empleado presentan algunas
dificultades como es el caso del etilendiamin tetra acetato (EDTA) que genera
el cambio de forma discoide normal a esférica asociando a esto pérdida en la
viabilidad ,en tanto que la heparina activa a las plaquetas provocando
agregados, ambos pueden provocar efectos adversos in vivo.

Se recomienda el empleo del citrato como anticoagulante que junto con los
componentes de las mezclas preservativas como son el fosfato, la dextrosa y

adenina, no muestran efectos adversos en las propiedades de las plaquetas.
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volumen promedio de plasma:

De acuerdo ala Norma Oficial Mexicana (NOM-003-85A2 -1993 ) se establece
que la obtencion de concentrados plaquetarios & partir de sangre fresca deben
contener un volumen de plasma de 45 a 60 ml , los concentrados plaquetartos
obtenidos por aféresis plaquetaria deben contener un volumen de plasma de
200 a 250 mi. y la AABB (American Association of Blood Banks )
establece un volumen de ptasma por concentrado plaquetario por aféresis de

100 a500 ml.

Agregacion plaquetaria:

Es un término utilizado para denotar la agregacion de una plaqueta a otra , esta
agregacion principalmente mediada por la exposicion a receptores de
fibrinogeno, produce primero agregados pequefios, al continuar la adherencia,
los agregados de plaguetas se hacen més grandes y pueden ser visibles.

La agregacion de las plaquetas depende de la presencia de calcio, factores
plasmaticos como el fibrinogeno y agentes que inducen la agregacion.

El fenomeno de agregacion se puede inducir en el laboratorio cuando se
afaden agentes capaces de agregar las plaquetas contenidas en el PRP(plasma
rico en plaquetas ) . Este proceso se puede medir con un espectrofotémetro
(agregometro).El PRP es ligeramente turbio debido a la presencia de

plaquetas en la suspension, cuando se afiaden los agentes de agregacion al
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de la luz a través del PRP que sé esta mezclando en una cubeta mantenida a
temperatura de 37 °C . Este aumento de la transmision de la luz es medido en
una curva dibujada en un papel grifico ajustado especialmente para ésta
técnica la curva demuestra la rata y extension de la agregacion.

Este método permite evaluar la funcién de las plaquetas in vitro durante su
conservacion a temperatura de 20 a 24 °C. La agregacién de las plaguetas
varia dependiendo de la concentracion y el tipo de diferentes agentes que se
unen para estimular la agregacién,

Los agentes agregantes utilizados para valorar 1a viabilidad plaquetaria en el
laboratorio son el ADP | colageno y ristocetina .

La respuesta al ADP se reduce de un 20 % a un 50 % . esta reduccion implica
que durante la conservacion, algunas de las plaquetas no se incorporan en
agregados grandes.

La concentracién de ADP requerida para producir maxima agregacion
también aumenta dependiendo del tiempo de conservaciéon de las plaquetas,
estos resultados sugieren que los receptores de fibrindgeno estin presentes y
funcionan adecuadamente pero que la respuesta ala exposicion de un solo
agente es anormal.

La respuesta ante agregantes como colageno y ristocetina presentan un minimo

cambio hasta del 20 % .



Niamero de plaguetas y leucocitos:

El nimero de plaquetas en productos recolectados por aféresis es mucho
mayor que en productos preparados de sangre completa. Las nuevas maquinas
de aféresis son ahora més eficientes por lo cual pueden recolectar mas
plaquetas en cada donaciéon de tal manera, que las caracteristicas del
plastico, utilizado en la fabricacidn de las bolsas de recoleccion es muy
importante para que permita mantener un mayor numero de plaguetas.

Aunque se utilice una bolsa de plastico de segunda 6 tercera generacion, un
exceso en el namero de plaguetas puede sobrepasar la capacidad de la bolsa ,
de tal manera que siempre se debe seguir las instrucciones de los fabricantes
de las bolsas ya que ellos conocen las condiciones requeridas para cada bolsa
mediante estudios de laboratorio in vitro y clinicos (in vivo).

La presencia de leucocitos en los concentrados plaquetarios no es deseable
porque contribuyen con el deterioro de las plaquetas ya que los leucocitos
consumen oxigeno y disminuyen el ph debido ala generacion de acido lactico.
Ademas productos de plaquetas leucoreducidos tienen gran demanda ya que
disminuye el riesgo de reacciones transfusionales asociadas a ia presencia de
leucocitos.Cuando se preparan plaquetas de sangre completa la reduccion de
leucocitos se puede alcanzar al momento de la preparacion por gjemplo cuando
se preparan plaquetas de buffy-coat 6 si se desea se puede reducir mucho mas
el nimero de leucocitos mediante filtracién después de la recoleccion
recientemente las nuevas maquinas de aféresis permiten recolectar productos

de plaquetas con un nimero de leucocitos residuales muy bajos, muchas
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veces por debajo de la capacidad de deteccion de las técnicas utilizadas para
realizar el contaje.

Las técnicas automaticas para contar leucocitos residuales en los productos de
plaquetas , no son suficientemente sensitivas , pero técnicas manuales donde se
utilizan hemocitometros tienen una capacidad de deteccidon hasta de 2

teucocitos /ul y la citometria de flujo permite contajes de 1 leucocito /ul .

Determinacién del ph :

La estabilidad del ph es uno de los factores mas importantes durante la
conservacion de los productos de plaguetas y esta asociado directamente con el
metabolismo de las plaquetas. Los valores de ph de 6.4 a 7.3 han sido
asociados con buena viabilidad de las plaguetas. A medida que el ph
disminuye por debajo de 6.4 , fa funcion plaquetaria se altera y a ph de 6.2 las
plaquetas cambian de una forma discoide a una forma esférica , comienzan a
agregarse y la sobre vida de las plaquetas in vivo comienzan a disminuir.
También valores elevados de ph { > 7.6 } debido a un bajo contenido de
plaguetas en el concentrado , produce activacidn y microvesiculas de las

plaquetas con pobre recuperacion in vivo después de Ia transfusion.
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Lactato deshidrogenasa :
La liberacion de LDH en los concentrados plaquetarios indica la presencia de
dafio de la membrana celular (lisis ) ,este valor se incrementa deun 10 a20 %

durante el periodo de conservacién .

Centaminsacién bacteriana :

La contaminacién bacteriana es infrecuente pero em ciertos casos puede
producir sepsis y coagulacion intravascular diseminada .

La fuente de contaminacion bacteriana de los componentes sanguineos pueden
provenir de dos vias una via endogena donde las bacterias pueden provenir de
un donante que presenta una bacteriemia asintomatica el dia de la donacion 6
una contaminacidon exogena que puede provenir de la flora normal de la piel
del donante al momento de realizar la flebotomia o debido a una
contaminacion del producto durante el procesamiento y ei mantenimiento,

Las plaquetas son el componente mas frecuentemente asociado a sepsis
debido a contaminacion bacteriana ya que estos productos se mantienen en
bolsas plasticas que tienen una alta permeabilidad al oxigeno a una
temperatura ambiente (20 a 24 ° C ) por un periodo maximo de 5 dias .

Estas condiciones tienden a favorecer ¢l crecimiento de bacterias aercbicas
capaces de crecer a esa temperatura . El mayor porcentaje de episodios
involucran el staphylococo coagulasa negativo , Staphylococcus epidermidis el
cual posee una patogenicidad limitada pero puede causar bacteriemia en

pacientes neutrépenicos.



Ademas de {a presencia de S.aureus ,Enterobacter cloacae , E. coli
Pseudomenas y  Bacillus sp., los productos de plaquetas se contaminan mas
frecuentemente al final de la fecha de expiracion entre el 4 6 5 dia cuando la
cantidad de organismos son potencialmente mas altos, esta fué la razon por la
cual la FDA en los Estados Unidos decidié disminuir el miximo periodo de
conservacion de los productos de plaquetas de 7 a S dias,
En Europa se han utilizado varias soluciones aditivas para conservar las
plaquetas a temperatura ambiente. Las ventajas que ofrecen estos productos
son las de poder utilizar el plasma para otros propositos, mejorar la calidad de
las plaquetas y disminuir e riesgo de reacciones del paciente a proteinas
plasmaticas incompatibles. A pesar de esto , la posibilidad de contaminacion
bacteriana no se elimina por que la cantidad de plasma remanente en el
producto de plaquetas es suficiente medio para e} crecimiento de bacterias.
En caso de presentarse un concentrado plaquetario con cultivo positivo , no
significa que el paciente desarrollard sepsis , la variedad de los sintomas
depende de las condiciones generales del paciente , de la cantidad y tipo de
producto transfundido y del tipo de contaminacion bacteriana. En los casos
sintomaticos , uno 6 mas de los siguientes sintomas pueden presentarse durante
una 6 hasta dos horas después de la transfusion de concentrados plaquetarios
contaminados :
Fiebre elevada de mas de 39 ° C & una temperatura que aumenta masde 2 ° C ,
temblor, escalofrios , taquicardia , hipotension severa, nausea , vomito , dolor

de espalda . Entre los métodos mas frecuentemente utilizados para la deteccion

.
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de microorganismos en los concentrados plaquetarios estan la coloracion de
Gram con una sensibilidad de 10 2 10° UFC/ml.

los cultivos bacterianos son realizados por medio de técnicas tradicionales, la
sensibilidad depende del tamafio del indculo y fa positividad depende de los
cambios de presion en la botella del cultivo ,estas técnicas de cultivo poseen

una sensibilidad que puede detectar hasta 1 UFC / volumen de muesira .

HIPOTESIS:
Los procedimientos de aféresis plaquetaria realizadas en el banco
de sangre del hospital ABC cumplen con los estandares

internactonales para obtener un producto optimo.

CBJETIVQO:
validar los concentrados plaquetarios por aféresis del banco de
sangre del hospital ABC que cumplan con los Estandares

Internacionales (American Association of Blood Banks (AABB)

19



de microorganismos en los concentrados plaquetarios estan la coloracion de
Gram con una sensibilidad de 10 ° 210° UFC/mt .

los cultivos bacterianos son realizados por medio de técnicas tradicionales, la
sensibilidad depende del tamafio del indculo y la positividad depende de los
cambios de presion en la botella del cultivo ,estas técnicas de cultivo poseen

una sensibilidad que puede detectar hasta 1 UFC / volumen de muestra .

HIPOTESIS:
Los procedimientos de aféresis plaquetaria realizadas en el banco
de sangre del hospital ABC cumplen con los estandares

internacionales para obtener un producto optimo.

OBJETIVOQ:
validar los concentrados plaquetarios por aféresis del banco de
sangre del hospital ABC que cumplan con los Estindares

Internacionales (American Association of Blood Banks (AABB)
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Criterios de inclusién :

Apartir de e} dia 25- Octubre al 07- Noviembre del afio 2000 ,se realizd un
estudio prospectivo , longitudinal, en el que se incluyeron todos los
procedimientos de aféresis plaquetaria, realizados con el equipo Haemonetics
MCS 9000 con sistema cerrado de flujo intermitente , utilizando
anticoagulante ACD-A , y recolectado en una bolsa de Polivilcloride (PVC)-

CLX, en el Banco de sangre del hospita) ABC.

Criterios de exclusion @

Se excluyerdn los procedimientos que técnicamente resultarén inconclusos .

MATERIAL Y METODOS:

De los concentrados plaquetarios analizados se determiné el volumen neto ,con
la aplicacidn de la siguiente formula :

Volumen neto=_peso bruto — peso de la bolsa (82.3 g) =gramos

1.028 (densidad del plasma)

De los concentrados plaquetarios analizados se tomarén alicuotas de 50 ml en

una de las dos bolsas de recoleccion , la cual fué identificada con el niimero de la

unidad permaneciendo en agitacion continia y a una temperatura de 20 a24 °C.
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Criterios de inclusién :

Apartir de el dia 25- Octubre al 07- Noviembre del afic 2000 ,se realizd un
estudio prospectivo , longitudinal, en el que se incluyeron todos los
procedimientos de aféresis plaquetaria, realizados con el equipo Haemonetics
MCS 9000 con sistema cemado de flujo intermitente , utilizando
anticoagulante ACD-A , y recolectado en una bolsa de Polivilcloride (PVC)-

CLX, en el Baneo de sangre de! hospitel ABC.

Criterios de exclusién :

Se excluyeron los procedimientos que técnicamente resultarén inconclusos .

MATERIAL Y METODOS:

De los concentrados plaquetarios analizados se determind el volumen neto ,con
la aplicacion de la siguiente formula :

Volumen neto=_peso bruto — pesp de la bolsa (82.3 g} =gramos

1.028 (densidad del plasma)

De los concentrados plaquetarios analizados se tomaron alicuotas de 50 ml en

una de las dos bolsas de recoleccian , la cual fué identificada con el nimero de ta

unidad permaneciendo en agitacién continda y a una temperatura de 20 a24 °C.
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Durante las primeras 24 horas de su recoleccién se tomaron 25 ml con
técnica estéril para determinar en todos ellos, cuenta de eritrocitos, cuenta de
lcucocitos ,cuenta plaquetaria, determinacidon del ph, determinacion de LDH,
agregacion plaquetaria con ADP | Coligeno y Ristocetina , cultivo de aerdbios
como anaerobios y la tincién de gram.

Al quinto dia se tomaron los 25 ml restantes para la determinacién del ph ,
determinacion de LDH , agregacion plaquetaria con ADP |, colageno ,
Ristocetina , cultivo tanto de aérobios como anerobios y tincion de gram.

La determinacion de cada uno de los parametros se describen a continuacion :

cuenta plaquetaria :

Se realizara una dilucidon 1:2 con sol. Salina, determinando la cuenta
plaquetaria por método de Impedancia, con el equipo automatizado Coulter
STKS .

El nimero de plaguetas obtenidas se multiplica por la dilucion para obtener el
nimero de plaquetas por 10 * por mm’® | este valor se multiplica por el volumen
neto en mm’ , para obtener la cantidad de plaquetas por concentrado

plaquetario .

Cuenta de eritrocitos:
Se realizd6 manualmente con la cdmara de Nageotte , realizando una dilucidn
dilucién 1:5 , con el diluyente para eritrocitos (Hayen ) mds un colorante

azul de toluidina para tefiir eritrocitos , sellena la camara de Nageotte por
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capilaraidad , se deja sedimentar en cimara himeda durante 10 minutos, ver al
microscopio de contraste de fase.

Contar la cantidad de eritrocitos en todo el rayado de la camara , el nimero de
eritrocitos obtenidos se multiplica por la dilucién y se divide entre 50 que son

. . . . . q
los mm® contados en la cimara , obteniendo el nimeroe de etitrocitos por mm

Cuenta de leucocitos:

Se realizé6 manualmente con la cimara de Nageotte , realizando una dilucion 1:5
con el reactivo de turk , se llena la cimara por capilaridad , se deja sedimentar
durante 10 minutos en camara hiimeda , ver al microscopio de contraste de fase ,
contar la cantidad de leucocitos en todo el rayado de la camara , el niimero de
leucocitos ebtenidos se multiplica por la dilucién y se divide entre 50 que son los
mm? contados en la camara , obteniendo el nimero de leucocitos por mm®
Determinacién del ph:

La determinacién de este se realizara por el métode ion selectivo con el

gasometro { Nova Biomedical ) .

Control bacteriolégico:

Este sellevard acabo por la técnica habitual de cultivo para la deteccion
microbiana Bact/Alert , el frasco de cultivo desechable y estéril de Bact / Alert
contiene 40 mi. de medio conformado por solucién de caldo de cerebro y

corazon ,polianetol,sulfonato sddico , piridoxina , HCL , menadiona , hemina ,
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carbén activado , L-cisteina y otros substratos de aminoécidos y carbohidratos
complejos en agua purificada , los frascos se preparan con una atmdsfera de
oxigeno (aerobicos ) cerrados al vacio , los frascos anaerobicos se preparan
con una atmasfera de nitrogeno y CO; cerrados al vacio.

La deteccién microbiana Bact/ Alert utiliza un sensor colorimétrico y una luz
reflejada para monitorizar la produccion de bidxido de carbono por la bacteria,
cambiando la coloracion del fondo de la botella de verde a amarillo.

Para inocular las botellas, primere se remueve la tapa protectora de las
botellas, se limpia el tapdn de hule con una torunda de alcohol, se inocula en
cada botella tanto de aerébicos como de anaerobios , con 2 ml. de la muestra
piloto de los concentrados plaquetarios , realizandoce esto en la camara de
flujo laminar para evitar una contaminacion .

Ambas botellas se incuban por un lapso de 7 dias , en caso de ser positivas ,
deben tefiirse con una tincién de gram y subcultivarse para la identificacion del

agente microbiano.

Tincién de gram :
Se realizd un extendido de la muestra piloto del concentrado plaquetario para
ser tefiido por la tincion de gram *' para  apreciar la posible presencia de

bacterias.
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Agregacion plaquetaria:

Estd fué determinada en forma automatizada con el agregométro

{ CHRONO-LOG) por el método éptico, este consta de un rayo de luz infraroja
que brilla através de dos cubetas , una conteniendo plasma rico en plaquetas y
otras conteniendo plasma pobre en plaquetas , los fotodiodos de silicon
detectan ta luz capaz de pasar a través de las muestras , el disefio de rayo 6
fuente infrarojo dual en los pozos gemelos, asegura la reproducibilidad vy
permite la medicidn simultanea de la agregacion y luminiscencia la cual es
registrada en una curva.

Para iniciar la prueba , se procede a encender el equipo { CHRONO- LOG )

10 minutos antes de iniciar la prueba , para que alcance una temperatura de
37°C , la muestra del concentrado plaguetanio , serd ajusiada con una cuenta
plaquetaria entre 200 a 250 mil plaquetas / mm * esta se ajustara con un pool de
plasma normal pobre en plaguetas con una cuenta menor de este ltimo de 10
mil plaquetas / mm’ ,conformando asi el plasma rico en plaquetas .

En cada cubeta se adicionan 500 ! de plasma rico en plaquetas y 500ul de
plasma pobre en plaquetas , adicionanado el agente agregante en la dosis
recomendada para cada uno, ast como la presencia de un agitador magnético en
el interior de cada cubeta , esperando 7 minutos , marcando el punto de inicio y
fin de la prueba, asi como el porcentaje de agregacion , siempre utilizando un

testigo normal ya conocido en cada prueba.
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Cusantificacidén de LDH:
Estd seri determinada directamente de la muestra por el método modificado
de wacker , con el equipo Aeroset.( Abbott)
RESULTADOS :
Durante el periodo comprendido entre el 25-Octubre al 07- Noviembre del
afio 2000, se estudiaron 21 concentrado plaquetarios obtenidos por aféresis
€n el Banco de Sangre del Hospital ABC |, los resultados se muestran a
continuacién

tabla 1

Resultados cbtenidos en Ias primeras 24 hioras

no. no. ph volumen nototzl de|no. total de
unided |oritros nlaquetas leucos
34207 0 7.02 {257.49 3.1207788 0.000720972
34908 0 7 225.29 3.178589 0.00045058
34027 0 7 323.92 3.8028208 0.00048588
34931 0 7 382.7 3.918848 0.0011481
34954 0 6.9 341.7 5.19384 0.00287028
34955 0 6.8 35986 5140472 0.00093486
349686 0 7.1 280.8 3.066336 0.00213408
34971 0 7.3 270.3 3.476058 0.00264894
34972 1] 7.2 260.79 3.2390118 0.002242794
34973 0 7.3 248 2.68832 0.00248
34975 0 71 aps 46116 0.0007625
34976 0 7.3 361.3 4.84142 0.06003613
35012 0 7.1 326.3 3.582774 0.0013052
35037 4] 7.2 3301 3.901782 0.00075923
35038 0 7 3339 3.719646 0.00053424
35071 [ 7.3 3416 4,13336 0.0020486
35084 0 7 449.3 4.960272 0.00049423
35088 0 7.1 341.7 6.020754 0.00095676
35097 0 7.2 256.8 4.668624 0.0007704
35098 0 7.3 249.8 4,166664 0.00052458
35103 0 7.2 280 3.5448 0.000504

En esta tabla se aprecian valores aceptables de eritrocitos hasta de 0.1 X 10
(9} por cada concentrado plaquetario , leucocitos , hasta de 1.5X10 (9) por

cada concentrado plaquetario , ph entre 6.4 a 7.3 , con un volumen total neto
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Cuantifieacién de LDH:
Estd sera determinada directamente de la muvestra por el método modificado
de wacker |, con ¢l eq{xipo Aeroset.( Abbott)
RESULTADOS :
Durante el periodo comprendido entre el 25-Octubre al 07- Noviembre del
afio 2000, se estudiaron 21 concentrado plaquetarios obtenidos por aféresis
en el Baoco de Sangre del Hospitsl ABC |, los resultados se muestran a
continuacion

tabla 1

Resuitados obtenides en las primeras 24 horas

no. no. ph volumen nototal de|no. total de
unidad |eritros plaquetas leucos
34007 0 7.02 [257.49 3.1207788 0.000720972
34908 0 7 225.29 3.176589 0.00045058
34027 1] 7 323.92 3.8028208 0.00048588
34931 0 7 382.7 3.918848 0.0011481
34954 0 8.9 341.7 5.19384 0.00287028
34955 0 6.8 350.8 5.149472 0.00093483
34965 0 7.1 280.8 3.086336 0.00213408
34971 0 7.3 270.3 3,476058 0.00264894
34972 0 7.2 260.79 3.2390118 0.002242794
34973 0 7.3 248 2.68832 0.00248
34975 0 7.1 305 4.6116 0.0007625
34976 0 7.3 361.3 4.84142 0.0003613
35019 [ 7.1 326.3 3.582774 0.0013052
35037 1] 7.2 330.1 3.901782 0.00075923
35038 ] 7 333.9 3.719646 0.00053424
5071 0 7.3 3416 4.13336 0.0020498
35084 0 7 449.3 4,950272 0.00049423
35088 0 7.1 341.7 6.020754 0.00095676
35097 0 7.2 256.8 4668624 0.0007704
35098 0 7.3 249.8 4.166664 0.00052458
35103 0 7.2 280 3.5448 0.000504

En esta tabla se aprecian valores aceptables de eritrocitos hasta de 0.1 X 10
(9) por cada concentrado plaquetario , leucocitos , hasta de 1.5X10 (9) por

cada concentrado plaquetario , ph entre 6.4 a 7.3 , con un volumen total neto
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aceptable desde 100 a 500 ml, una cuenta plaquetaria de 3.5 x 10 (11} por cada

concentrado plaquetario , de acuerdo a los criterios de la AABB

Tabln 2

Resultados obtenidos en las primeras 24 horas

N* unidad cuitive gram
34907 negativo neg.
34908 negativo neg.
34927 negativo neq.
(34931 negativo neg.
134954 negativo neq.
34955 negativo neg.
34966 negativo neq.
34971 negativo neg.
34972 negativo neg.
34973 negativo neg.
34975 negativo neg.
34976 negativo neq.
35019 negativo neq.
35037 negativo neg.
35038 negativo neg.
35071 negativo neg.
35084 negativo neq.
135086 negativo negq.
35097 negativo neg.
(35098 negativo neg.
35103 negativo {neg.

En esta tabla se aprecian los valores obtenidos de el cultivo en las primeras 24
horas, asi como la tincién de gram | los cuales fueron negatives , por lo tanto

son productos que en las primeras 24 horas son estériles
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Tabla 3

Resultades obtenides al Sto. dis

n® unidad h cultive gram

34907 6.9 negativo  [negativa
34908 7 negativo  [negativa
34927 7.4 negativo  [negativa
34931 7.2 negativo  [negativa
34954 1.2 negativo  |negativa
34955 71 negativo  [negativa
34866 6.9 negativo  [negativa
34971 7 negative  |negativa
34972 7.2 negativo negativa
34473 7.1 negativo  [negativa
34875 7.2 negativo  |negativa
34976 7.2 negative  |negativa
35018 7.3 negativo  [negativa
35037 7.1 negativo  Inegativa
35038 7.2 negativo  |negativa
35071 7.1 negativo  Jnegativa
35084 7.2 negative  |negativa
350986 7 negativo negativa
35097 71 negativo  [negativa
35098 7.1 negativo  |negativa
35103 7.2 negative |negativa

Al quinto dia se observa un ph aceptable de 6.4273 de acuerdo a la
Asociacion Americana de Bancos de sangre (AABBY), los cultivos y la tincion

de gram fuerdn negativos , por lo tanto son productos estériles .
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Tabla 4

Resultades obtenides del ph tanto en las primerss 24 horas como el Sto.

dia
n® unidad PH basal PH (5* dig)
34907 7.0 6.9
34808 7.0 7.0
34027 7.0 7.4
34031 7.0 7.2
34954 6.9 7.2
34955 6.8 7.1
34966 7.1 6.9
34971 7.3 7.0
34972 7.2 7.2
34973 7.3 7.1
34975 71 7.2
34976 7.3 7.2
35019 71 7.3
35037 7.2 7.1
{35038 7.0 7.2
35071 7.3 7.1
35084 7.0 7.2
35096 71 7.0
35097 7.3 71
35008 7.3 7.1
35103 7.3 7.2
promedio |71 74

En esta tabla se aprecia que el ph promedio tanto en las primeras 24 horas
como al quinto dia fué de 7.1 , que cumple con los estandares internacionales

de la AABB, que acepta phde 64273,
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Tabla 5§
Resultados obtenidos de In determinacién de LDH tanto en las primeras

24 horas cemo el quinto dia

n* unidad LDH basa! [LDH 8* dia % Incremento
34807 167 493 295 .21
34908 170 503 205.88
34927 168 342 203.57
34931 135 296 219.26
34854 185 503 271.89
34955 140 379 270.71
34966 150 3aso 253.33
34971 169 346 204.73
34972 181 278 153.59
34973 226 405 179.20
34975 206 393 190.78
34976 160 294 183.75
35019 137.5 303 220.36
35037 176 285 161.93
35038 165 298 180.61
35071 150 284 189.33
35084 153 268 175.16
350886 274 314 114.60
35097 166 286 172.29
35098 170 366 215.29
35103 173 240 138.73
promedio 172.4524 [345.56238 204.30

Se aprecia , un porcentaje de incremento al quinto dia con relacién a
las primeras 24 horas de 204.30 %, o referido en la literatura Internacional es
de un incremento del 10 hasta el 20 % , por lo que se demuestra la presencia de

lisis célular  durante el tiempo de conservacion . *?
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Tabla 6
Resultados obtenidos de 1a agregacién plaquetarin, con ADP desde las

primeras 24 horas y el 5to. dia

n* unided adp basa! odp §° dia % decremento
34907 67 44 34.33
34808 85 42 50.59
34927 62 16 74.19
34931 69 48 30.43
34954 58 31 46.55
34955 82 48 41.46
34265 28 22 21.43
34971 31 1 $6.77
34972 57 18 68.42
34973 40 14 65.00
34975 47 18 61.70
34976 17 0 100.00
35019 78 0 100.00
35037 72 8 88.89
35038 61 0 100.00
35071 43 25 41,86
35084 68 3 95.59
35098 18 7 61.11
35097 51 3 94,12
35008 61 15 75.41
35103 73 6 50.68
promedio 66.60

Se obtiene un porcentaje de decremento con ADP  desde las primeras 24 horas
hasta el 5to. dia de la conservacion de 66.60 % .

En la literatura Internacional se refiere un porcentaje de decremento desde
un 20 a un 50 % , por lo que se demuestra una disminucién de ia actividad

funcional de las plaquetas ,durante la conservacion.
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Resultades obtenides de la agregacién plaquetaria con coligeno desde lzs

Tabla 7

primeras 24 horas hasta el Sto, dia

n* unidad colageno basal  [eelsgenoe 6° dia % decremento
34907 87 4 95.40
34808 a1 i1 87.91
34027 89 1] 100.00
34931 [k] 56 11.11
34954 45 5 £8.89
34955 41 28 31.71
34836 27 0 100.00
34971 54 0 100.00
34972 88 1 98.86
34973 29 0 100.00
34875 22 2 90.91
34976 22 0 100.00
3501 87 7 91.95
35037 27 2 92.59
35038 15 7 53.33
35071 22 5 71.27
35084 84 19 77.38
35006 25 25 0.00
35007 25 1 86.00
35098 41 4 90.24
35103 74 14 81.08
promedio 50.86 9.10 79.27

Obtuvimos un porcentaje de decremento del 79.27 % , desde las primeras 24
horas hasta el 5to. dia de la conservacién , la literatura internacional refiere un

porcentaje de decremento de colagenohasta de un 20 % ,por lo que se
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demuestra una disminucién de ta actividad funcional plaquetaria , durante la

conservacion.

Resultadoes obtenides de la agregacién plaquetaria, con ristoceting desde

3

Tabla 8

las primeras 24 horas y al Ste. dia

n® unidzd risto basal riste 6* dia % decremento
34907 28 14 85.71
34908 100 28 72.00
34927 100 48 52.00
34931 100 856 4.00
34954 100 95 5.00
34955 100 97 3.00
34956 100 70 30.00
34971 100 80 20.00
34972 100 90 10.00
34973 100 100 0.00
34975 100 100 0.00
34976 31 10 67.74
35019 100 28 72.00
35037 100 21 79.00
135038 100 94 6.00
35071 90 35 81.11
{35084 100 100 0.00
35096 98 41 58.16
35097 100 95 4.00
315093 75 46 38.67
35103 98 82 16.33
promedio 32.61

Se obtiene un porcentaje de decremento con ristocetina de 32.61% , en la
literatura internacional se refiere un porcentaje de decremento hasta un
20 % por lo que se¢ demuestra una disminucién de fa actividad funcional

plaquetaria durante la conservacion. **
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CONCLUSIONES:

Los procedimientos de aféresis plaquetaria realizados en banco de sangre del
hospital ABC , son adecuados ya que de los 21 concentrados plaquetario 20 de
ellos cumplen con los estandares Internacionales de la American Association

of Blood Banks (AABB)

De acuerdo a los resultados obtenidos de agregacién plaquetaria , observando
una disminucién de la funcion plaquetaria, junto con un incremento de la lisis
plaquetaria, la literatura sugiere la transfusion de los concentrados plaquetarios
dentro de las primeras 72 horas , pero en base a los resultados obtenidos no
podemos afirmar esta aceberacion ya que no fuerén analizados en las primeras
72 horas sino hasta el quinto dia .

Se debe tomar a consideracién que la activacién de las plaquetas genera una
serie de cambios que ocurren durante la obtencién , recolecciéon ,conservacion
y en el transporte de los concentrados plaquetarios , los cuales al no ser
adecuados provocan cambios metabdlicos como la carencia de oxigeno per lo
tanto ,metabolizando la glucosa en forma anaerdbica, incrementando asi la
cantidad de acido lactico , disminuyendo incluso el ph , perdiendo la forma
discoide de las plaquetas ,hasta la lisis de las mismas con la liberacion

subsecuente de LDH, . afectando la viabilidad plaquetaria.
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1)

2)

Para poder evitar la pérdida importante de la viabilidad plaquetaria ,estas
necesitan ser recolectadas , conservadas y transportadas en condiciones
"ideales " para poder administrar al paciente productos de alta calidad , para
ello los Bancos de Sangre deben seguir y conocer las especificaciones de cada
fabricante de bolsa de recoleccion plaquetaria ya que ellos realizan pruebas

in vitro e in vivo .
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