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RESUMEN

El Laboratorio Clinico es una herramienta primordial para la rama
médica, ya que por medio de este se diagnostican diferentes patologias y
ademas se realizan estudios para establecer el tipo de tratamiento que se debe

administrar al paciente, al igual que el seguimiento del mismo.

En nuestros dias los laboratorios de diagndstico clinico se enfrentan
cada vez mas a la necesidad de utilizar herramientas de diagnéstico mas
sofisticadas, como los analizadores automatizados, que necesariamente
requieren, para su manejo, de una capacitacion adecuada que permita que el
analista clinico entregue resultados fiables, con interpretaciones adecuadas
que ayudaran en buena medida a los médicos a dar el tratamiento adecuado a
la enfermedad de un paciente.

Una de las éareas del diagndstico clinico mas antiguas, que son
requeridas con mayor frecuencia por los meédicos es la hematologia; disciplina
que estudia precisamente a los componentes sanguineos y que permite un
diagndstico general del estado de salud del paciente, de ahi su importancia
vital. (McKenzie, 1988).

En algunos laboratorios de diagnostico clinico de nuestro pais se sigue
utilizando la Camara de NewBauer, que por muchos afos resulté de utilidad,
pero que en la actualidad, dado el desarrollo de nuevas tecnologias, ofrece
datos inexactos y de confiabilidad dudosa debido a que en su uso intervienen
diferentes factores que pudieran incidir en la cuenta de los eritrocitos vy
plaquetas. La cuenta de leucocitos, cuando es realizada por un técnico experto,
es aceptable para fines clinicos, pero esta también cada vez mas en desuso
debido a la presencia creciente de los contadores electrénicos. Dichos

instrumentos fueron desarrollados en la década de los 50 por Wallace Coulter.



Los mas recientes contadores de células sanguineas totalmente
automatizados aspiran y diluyen una muestra de sangre y determinan de 8 a 29
parametros relacionados con los eritrocitos, leucocitos y plaquetas. Muchos de
ellos también identifican la muestra (por ejemplo, por la lectura de un cédigo de
barras), homogenizan y la transportan para la aguja aspiradora, verificando si el
volumen de la muestra fue adecuado y si no hay coagulos. Algunos estan
conectados a una maquina automatica para preparar laminillas (frotis) y

colorearlas.

Para evitar al maximo la manipulacion innecesaria de los especimenes
sanguineos por parte de los operadores del instrumento, cada vez se hace mas
frecuente la toma mediante la perforacion del tapén del tubo de ensaye donde
la sangre esta contenida. Toda esta tecnologia con que funciona, ademas de
las caracteristicas del software, mantenimiento y la informacion requerida para
que un usuario este bien capacitado y opere de manera adecuada un
instrumento automatizado de hematologia, hace indispensable el papel del
capacitador, que es sumamente importante en la correcta informacion de los

resultados arrojados, dentro del universo del diagnostico clinico.

INTRODUCCION.

En algunos laboratorios de diagnéstico clinico de nuestro pais se sigue
utilizando la Camara de Newbauer, reconocida en la actualidad por ofrecer
datos inexactos y de confiabilidad dudosa debido a que en su uso intervienen
diferentes factores que pudieran incidir en la cuenta de los eritrocitos. La
cuenta de leucocitos, cuando es realizada por un técnico experto, es aceptable
para fines clinicos, pero esta también cada vez mas en desuso debido a la
presencia mas frecuente de los contadores hematologicos electronicos. Dichos
instrumentos fueron disefiados en la década de los 50 por Wallace Coulter. Los
aparatos detectan los pulsos de conductividad originados por el paso de los
glébulos a través de un orificio por el cual fluye una corriente eléctrica. Los
pulsos son contados y un ordenador, teniendo en cuenta la dilucion, el volumen
aspirado y la coincidencia estadistica del paso simultaneo de mas de una

célula por dicho orificio, convierte a numero de glébulos por ul de sangre. El



resultado es desplegado en la actualidad en una pantalla digital 6 a través de
una impresora anexa. Se debe enfatizar en la necesidad de experiencia y
cuidado de los operadores en el manejo de los contadores electronicos, pues

los errores groseros son comunes y deben ser detectados en el acto.

Una segunda generacion de equipos surgi6 a finales de la década de los
60 y rapidamente se gano la preferencia de los usuarios en los paises
desarrollados. El Coulter Modelo S fue el contador de grandes dimensiones
mas vendido en la década de los 70 y a pesar de ser muy costoso en cuanto a
su precio y mantenimiento, llegaron unos cuantos a nuestro pais. Existié un
equipo del Modelo S en la clinica del Instituto Mexicano del Seguro Social de
Xochimilco, que aun se encontraba en funcionamiento hasta 1999.

Aun en los afios 70s la Technicon lanzé el primer contador capaz de
identificar a los leucocitos por medio de citometria de flujo, a través de canales
de histoquimica e integrando un conjunto de mediciones, presentando un

hemograma completo (Failace, 1995).

Dado que existe un cambio radical entre las técnicas manuales que aun
se utilizan dentro de los laboratorios de analisis clinicos y el uso de
herramientas mas sofisticadas, es absolutamente necesario que los analistas
clinicos reciban la capacitacion adecuada para la utilizacion de los instrumentos
automatizados, pero sobre todo que entiendan los fundamentos tedricos
aplicados a la tecnologia con la que dichos equipos trabajan para que ocupen e
interpreten de manera adecuada los resultados arrojados por los mismos.

LA CAPACITACION.

El fendmeno de la educacién es tan antiguo como el hombre mismo. El
proceso de aprendizaje, eje de toda accién educativa y de entrenamiento, era
elemental en los primeros intentos por ensefar e intercambiar habilidades en
los pueblos primitivos. Los aprendices, que se conocen desde 2000 anos A.C.
y la estructura de los gremios y asociaciones constituyen un antecedente
remoto de la actual educacion. Con el surgimiento de la Era Industrial - 12 mitad



del siglo XVIIl — aparecen innumerables escuelas industriales cuyas metas son
lograr el mayor conocimiento de los métodos y procedimientos de trabajo, en el

menor tiempo posible.

Es importante sefalar que las dos guerras sufridas en el siglo pasado (12. y 22.
Guerra Mundial) dieron lugar al desarrollo de técnicas de entrenamiento y
capacitacion intensiva cuyos métodos han llegado a aplicarse en la industria.
En 1940 se comenzo6 a entender que la labor del entrenamiento debia ser una
funcién organizada y sistematizada, en la cual la figura del instructor adquiere
especial importancia. En los afios 70s en México toma relevancia el

entrenamiento tanto en empresas privadas como publicas (Siliceo,1986).



CONCEPTO DE CAPACITACION.

El adiestramiento se entiende como la habilidad o destreza adquirida,
por regla general, en el trabajo preponderantemente manual. Desde este punto
de vista el adiestramiento se imparte a los empleados de menor categoria y a

los obreros en la utilizacion y manejo de maquinas y equipos.

La capacitacion incluye el adiestramiento, pero su objetivo principal es
proporcionar conocimientos, sobre todo en los aspectos técnicos del trabajo.
En esta virtud la capacitacién se imparte a empleados, ejecutivos y funcionarios
en general, cuyo trabajo tiene un aspecto intelectual bastante importante
(Siliceo,1986).

Dos puntos basicos destacan el concepto de capacitacion:

1.- Las organizaciones en general deben dar las bases para que sus
colaboradores tengan la preparacién necesaria y especializada que les permita

enfrentarse en las mejores condiciones a su tarea diaria.

2.- No existe mejor medio que la capacitacion para alcanzar altos niveles de

motivacion y productividad en los empleados.

Es una actividad planeada y basada en necesidades reales de una
empresa y orientada hacia un cambio en los conocimientos, habilidades vy
actitudes del colaborador (Bohlander,2003). La capacitacion no es una
actividad mecanica rigida; por el contrario, es un evento eminentemente
humano que exige cooperacion y compromiso de todos los involucrados en
ella, dado que busca generar o modificar el comportamiento del personal
(Mendoza,1986).

FINES DE LA CAPACITACION

Contar con un personal efectivo, actualizado, motivado y desarrollado

con el fin de aminorar la ignorancia o bien la obsolescencia de conocimientos e



incrementar la eficiencia por parte de los empleados, abonando

necesariamente al desarrollo de la propia empresa.

En el caso de los analistas del laboratorio clinico es sumamente
importante destacar que su labor es de riesgo dado que su objeto de trabajo
son muestras biolégicas de origen humano, que algunas veces pueden ser
potencialmente infecciosas, o que implica que deban ser tratadas con sumo
cuidado, asi como el material utilizado para contener, transportar o analizar a

las mismas, conocimientos con los que previamente debe contar el analista.



ANTECEDENTES

Los contadores hematoldgicos.

Por 1960 Wallace Coulter desarroll6 los primeros principios para la
medicion y cuenta de células. Coulter descubrié que utilizando una sonda
electromagnética de alta frecuencia podria obtener informacion tanto cualitativa
como cuantitativa al respecto del contenido celular. Para 1970, Wallace Coulter
describié su método “El instrumento es un sistema de medicion éptico que
promueve un rango de medicion que excede las 6000 células individuales por
segundo”. Una suspension de células sanguineas es pasada a través de un
pequefio orificio simultineamente con una corriente eléctrica” . Las células
individuales pasadas a través del orificio producen un cambio de impedancia
eléctrica (resistencia) que esta determinado por el tamafio de la célula. El
sistema cuenta a las células individualmente y promueve su distribucion por
tamafios. El nUmero de células contadas por el instrumento es unas 100 veces
mayor que la cuenta tradicional por medio del microscopio, reduciendo asi

errores estadisticos aproximadamente en 10 veces.

Los mas recientes contadores de células sanguineas totalmente
automatizados aspiran y diluyen una muestra de sangre y determinan de 8 a 29
parametros relacionados con los eritrocitos, leucocitos y plaquetas. Muchos de
ellos también identifican la muestra (por ejemplo, por la lectura de un cédigo de
barras), homogenizan y la transportan para la aguja aspiradora, verificando si el
volumen fue adecuado y si no hay coagulos. Algunos estan conectados a una
maquina automatica para preparar laminillas (frotis) y colorearlas.

Para evitar al maximo el manoseo innecesario de los especimenes
sanguineos por parte de los operadores del instrumento, cada vez se hace mas
frecuente la toma mediante la perforacion del tapén del tubo de ensaye donde
la sangre estd contenida. Con excepcién de la medicién de la hemoglobina
(Hb), los otros parametros dependen de la cuenta y medida de las particulas,

sean éstas eritrocitos, leucocitos o plaquetas.



Las particulas pueden ser contadas y medidas ya sea por impedancia o
por dispersion de luz. Los instrumentos automatizados poseen por lo menos 2
canales o cAmaras de cuenta: a una de ellas le es adicionado un diluente a la
muestra para que una vez homogenizada sean contados y medidos los
eritrocitos; a la otra camara con muestra se le adiciona ademas del diluente un
agente lisante, para reducir los eritrocitos a estroma, dejando intactos a los
leucocitos que seran entonces medidos y contados a la vez que dicha muestra
ya homogenizada permite la medicion de hemoglobina. Son necesarios mas
canales para que un instrumento sea capaz de realizar una cuenta diferencial
de leucocitos y dicha cuenta depende del sometimiento de las células a
diferentes metodologias de medicién, por ejemplo por la tecnologia de
impedancia eléctrica con diferentes frecuencias, por la dispersion o por la
absorbancia de luz. Para la cuenta de reticulocitos podria ser necesario otro

canal u otro instrumento.

Los instrumentos automatizados no consiguen identificar todas las
normalidades o anormalidades como el ojo humano. Estan proyectados para
llevar acabo cuentas sanguineas exactas y reproducibles en especimenes
normales o que presenten apenas anormalidades numéricas tanto como para
que alerten al operador del instrumento debido a que el espécimen presenta
caracteristicas inusitadas que puedan dar origen a determinaciones inexactas o
que exijan la revisidbn de la muestra por medio de un frotis. Esto ultimo es

generalmente conocido como alarma (flagging).

Los motivos por los cuales dichas alarmas pueden aparecer son generalmente
los siguientes: Cuando la cuenta de la sangre contiene células blasticas,
granulocitos inmaduros, eritroblastos 0 linfocitos atipicos. Cuando en la
muestra existan plaquetas gigantes 6 agregadas 6 por cualquier motivo que
haga imposible la separacion de las poblaciones de eritrocitos y plaguetas y

cuando existe alguna anormalidad que pueda originar resultados espurios.



OBJETIVO.

"Aportar informacion acerca de la importancia de la Atencion Técnica
Especializada, que puede proporcionar un capacitador con formacion
profesional, en el manejo de los Instrumentos Automatizados de Hematologia
de los Laboratorios de Diagnéstico Clinico, para la obtencién de resultados

adecuados y su correcta interpretacion”.



Para evitar al maximo la manipulacion innecesaria de los especimenes
sanguineos por parte de los operadores del instrumento, cada vez se hace mas
frecuente la toma mediante la perforacion del tapén del tubo de ensaye donde
la sangre esta contenida. Toda esta tecnologia con que funciona, ademas de
las caracteristicas del software, mantenimiento y la informacion requerida para
gue un usuario este bien capacitado y opere de manera adecuada un
instrumento automatizado de hematologia, hace indispensable el papel del
capacitador, que es sumamente importante en la correcta informacion de los

resultados arrojados, dentro del universo del diagnostico clinico.



FUNDAMENTO DE LAS DIFERENTES TECNOLOGIAS EN LOS
CONTADORES HEMATOLOGICOS.

Impedancia.

Las células sanguineas son malas conductoras de la electricidad.
Cuando una columna de células pasa inmersa en un medio conductor a través
de una pequena abertura por la cual circula una corriente eléctrica, hay un
aumento considerable de la impedancia eléctrica en la abertura a medida que
cada célula pasa; ese aumento es proporcional al volumen de material
conductor dislocado, por tanto al volumen celular. Asi son contadas y medidas
las células a partir de los pulsos eléctricos que generan. Este es el principio de
conteo por impedancia, conocido también como principio Coulter, dado que fue
Wallace Coulter quien lo describié en las décadas de los 40 y 50 del siglo
pasado e iniciando con ello la era moderna del conteo automatizado de las

células sanguineas.

La impedancia de la apertura es determinada por la capacitancia y la
inductancia, ademas de la resistencia. Diversos factores, ademas del volumen
celular influyen en la amplitud, la duracién y la forma del pulso, relacionados
con la alteracién de las lineas eléctricas de fuerza y con el dislocamiento del
medio conductor. Tanto la forma como el volumen celular son relevantes, de
modo que si las células pueden elongarse, estas, cuando pasan por la
abertura de conteo pueden aparentar ser menores de lo que verdaderamente
son, en tanto que las células que son rigidas aparentan ser de mayor tamafo.
Debido a eso las células que pasan por la apertura fuera del centro producen
impulsos aberrantes y parecen ser mayores de lo que realmente son. Las
células tienden a recircular por el borde del campo eléctrico, produciendo un
impulso menor de aquel producido por células semejantes al pasar por la
abertura: un eritrocito circulante puede producir un pulso eléctrico semejante al

de una plaqueta pasando por la apertura.



Las células que pasan al mismo tiempo por la abertura son contadas y
medidas como una unica célula y la falta de exactitud ocasionada por esta
situacion requiere de ser corregida, lo que es conocido como correccion por
coincidencia. Los impulsos aberrantes pueden ser editados electrénicamente.
Una solucion al problema del paso de las células a través de la apertura de una
manera no centrada puede ser solucionada mediante un enfoque
hidrodindmico, orientando de esta forma mediante presion de fluidos a las
células a pasar centradas a través de la misma y con ello reduciendo los
problemas producidos por la coincidencia y por los impulsos aberrantes. Tanto
el flujo centrado como el flujo de barrido del otro lado de la apertura evitan la

recirculaciéon de las células y su posible conteo por duplicado o triplicado.

Los contadores de impedancia producen determinaciones precisas y
reproducibles del volumen celular y del contenido y concentracién de
hemoglobina. Hay no obstante algunas inexactitudes inherentes al método, las
cuales aumentan cuando las células son anormales. El pulso eléctrico
producido por el paso de una célula por la zona del sensor puede ser
considerado como una sombra eléctrica de la célula, sugiriendo una particula
de determinado tamarno y forma. El efecto de la forma de la célula no es igual

en todos los contadores de impedancia (Bain, 2004).
Tecnologia de Dispersion Optica

Las medidas de Dispersion Optica son cargadas en el Banco de datos
Optico. Generalmente los contadores hematolégicos incluyen un sistema de
Celda Optica de Flujo, un Sistema de lluminacién y un Sistema de Deteccién.
El Sistema de Flujo Optico Celular induce a las células a un flujo que pasara a
través de un canal rectangular interno de la Celda de Flujo Optico. El Sistema
de lluminacién estd compuesto de una luz polarizada verticalmente. El eje
optico de un laser de potencia a una longitud de onda de 488nm, que es
proyectado y enfocado al flujo de la muestra. Cuando las células pasan a
través del eje del laser enfocado 5 mediciones de cada célula son hechas

simultdneamente por un subsistema de deteccion, que consiste de cinco



detectores Opticos y corresponden a coletas Opticas de angulos delantero y
lateral (Abbott, 2000).

La dispersién de luz ocurre cuando el haz de luz laser choca contra una
célula y cambia de direcciéon. En un Citémetro de Flujo los detectores perciben
la luz que fue dispersada y la convierten en pulsos eléctricos que son enviados
a una computadora para su almacenamiento y andlisis. Las sefales contienen
informaciones sobre caracteristicas celulares tales como el tamafo,
complejidad, granulosidad citoplasmatica y lobularidad nuclear, que son
aprovechadas en la identificacion de células. Esas caracteristicas pueden ser
inferidas por la medicién de la luz dispersa, a ciertas fajas de angulos relativos
para el eje de luz (Abbott, 2000).

Figura 1 — Caracterizacion celular utilizando la tecnologia de dispersion de
luz.(Beckman Coulter. Manual del STKS 1992).

Volumen

La tecnologia de Volumen, Conductividad y dispersion laser (VCS,) es
un mecanismo por el cual los analizadores de hematologia realizan la
determinacion de los diferentes tipos de leucocitos: neutrofilos, linfocitos,
monocitos, eosinofilos y basofilos y utiliza el principio Coulter de la impedancia

eléctrica para medir el volumen celular total, en un diluyente isoténico.



Este método mide exactamente el tamano de las células
independientemente de la orientacion y camino de la luz y es aceptado
mundialmente como método de referencia para la medicién volumétrica. Un
flujo de corriente eléctrica es establecido entre dos electrodos dentro de una
celda de flujo. Estos electrodos son posicionados a cada lado de la abertura.

A medida que los leucocitos, mantenidos en su estado nativo, pasan a
través de la apertura aumentan la resistencia y producen una disminucién de
voltaje directamente proporcional a su tamano; es decir, entre mayor sea el
tamano de la célula provocaran una resistencia mayor que sera traducida en un
pulso eléctrico de mayor tamaro. La tecnologia emplea la luminosidad exacta
para medir el volumen celular, por que estas dos informaciones son utiles para
corregir las sefales de conductividad y laser, lo que da dos medidas que son

muy eficaces y unicas.

El tamaro es una caracteristica distinta en la identificacion de los leucocitos,
entretanto algunas células son similares en su tamafno, mas son diferentes en

otras formas de medicién (Beckman-Coulter 2004).

Figura 2 - Célula utilizando la tecnologia de VCS y dando una visualizacion
del tamano celular. (Beckman-Coulter,1992).



Conductividad

La conductividad es una medida del contenido celular utilizando una
onda electromagnética de alta frecuencia. La pared celular es conductiva
cuando es expuesta a una corriente de alta frecuencia A medida que la
corriente de radiofrecuencia pasa a través de la célula las variaciones de los
constituyentes granulares y nucleares de la célula y su composicién quimica
son detectados. Esta eficaz tecnologia es usada para obtener informaciones
sobre el tamafo y estructura interna de la célula, incluyendo la composicion

quimica y el volumen nuclear (Campos, 2002).

La conductividad ayuda a diferenciar las células de tamarno similar, pero
de composicién diferente. Por ejemplo, los linfocitos pequefios y los basofilos
aparecerian como una sola poblacion si fuesen medidas solamente por su
volumen. La medida de conductividad, va a detectar diferencias pronunciadas
en relacion al contenido celular, citoplasmatico y a la granulosidad (Coulter,
1992).

Figura 3 - Célula utilizando ondas eletromagnéticas de alta frecuencia,
donde podemos diferenciar células con composicién diferente. (Beckman-
Coulter, 1992).



Medidas simultaneas

La tecnologia VCS, patentada por Coulter se lleva a cabo en un canal
individual que usa 3 fuentes diferentes e independientes de energia para
analizar aproximadamente 8192 células, muy similares a su estado natural, al
mismo tiempo. Las tres mediciones son obtenidas simultdneamente a través de
256 canales obteniendo mas de 16 700 000 posibilidades de localizacion de
datos, con los cuales las células con caracteristicas similares iran a formar

pares distintos.

Figura 4 - Célula al momento de ser sometida a las 3 metodologias al mismo
tiempo: volumen, dispersién de la luz y conductividad. (Beckman-Coulter,
1992).

CITOMETRIA DE FLUJO

La citometria de flujo puede ser definida como un proceso de conteo y
dimensionamiento de las propiedades celulares o de particulas, siendo
transportadas por un flujo hasta una zona sensible. El flujo enfocado es usado
para hacer hileras de una célula detrds de la otra o de otras particulas
biolégicas para que a cada una de ellas le sea posible realizar las mediciones
requeridas. Ya en la zona de los sensores las caracteristicas fisicas o
quimicas de las células 6 particulas son medidas, cuando el proceso de

medicién es totalmente automatizado.



Las caracteristicas basicas de un citometro de flujo son: contiene un
sistema de muestreo y de preparacion de la muestra totalmente automatizado,
que tiene una zona de sensores y una zona de recoleccién de datos de
exhibicién de los resultados. Algunos equipos como por ejemplo el Cell-Dyn
4000 utilizan las siguientes tecnologias de citometria de flujo para medir los
parametros hematoldgicos: Tecnologia de Dispersiéon Optica/Fluorescencia,
que es usada para analizar las muestras para WBC’s (Leucocitos), NRBC's
(eritroblastos), RETCs (reticulocitos) y PLT's (plaquetas). Es también usada
para contar RBC’s (eritrocitos) durante medidas de PLT como revisién de la
calidad de impedancia de RBC. La tecnologia de Impedancia Eléctrica es
usada para contar y dimensionar RBC's y PLT's y también usada para contar
PLT's como revision de la calidad del conteo éptico de PLT's.

Optical System
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Figura 5- Principio Semicondutor de Citometria de Flujo. (Sysmex XE, 2003).



Optimizacion de Medidas de Citometria de Flujo.

Generalmente son usadas las siguientes Técnicas para obtener
resultados 6ptimos en ambas mediciones, tanto la de Dispersién Optica como
en la de Fluorescencia Eléctrica.

e Enfoque Hidrodindmico. Esta Técnica asegura el que atraviesen las
células a analizar de manera ordenada, a través de una zona de
sensores. Una cantidad de liquido libre de células envuelve a la muestra
diluida a través de una diferencia de presiones, lo que ocasiona que las
células queden formadas en una hilera de una célula tras otra. Este
hecho permite evitar que una célula sea medida como de mayor tamano
al pasar cerca de una de las orillas de la apertura; por el contrario, la
célula sera obligada a pasar por el centro de dicha apertura.

Otra consecuencia de éste enfoque hidrodinamico es que evita que se
formen aglutinaciones celulares a lo largo de las estrechas tuberias
cercanas a la celda de flujo, pues mantiene a las células lejos de las
paredes de las pequefias mangueritas.

e Correccion por Coincidencia. Existe un Fendmeno conocido como
coincidencia que puede afectar el conteo de las células. La coincidencia
ocurre cuando dos o mas células pasan al mismo tiempo a través de la
apertura. Cuando ocurre dicha coincidencia durante las mediciones de
impedancia, ocurre un gran pulso de voltaje en lugar de dos o mas
correspondiente a cada una de las células, por lo que el conteo final de
las células sera menor (Abbott, 2000).



Figura 6- Técnica de Enfoque Hidrodinamico. (Sysmex 2004).

Principales Aplicaciones de Citometria de Flujo.

e Cuantificacion de subpoblaciones de linfocitos en los Sindromes

de Inmunodeficiencia congénita o adquirida;

¢ |dentificacion del origen celular de leucemias y linfomas.

e Determinacién de ploidia de poblaciones celulares por la
cuantificacion de ADN.

e Prondstico de Leucemias.



e Identificacion de células tumorales en la orina y fluido de

derrames.

e Conteo de reticulocitos por el marcado de ARN;

¢ Identificacion de células primitivas en la sangre periférica.

e Busqueda de antigenos HLA en los linfocitos (Failace,1995).

e (Conteo automatizado de reticulocitos.

Conteo automatizado de reticulocitos.

La mayoria de los conteos automatizados de reticulocitos depende de la
capacidad de combinacion de diferentes fluorocromos con el ARN de los
reticulocitos. Las células fluorescentes pueden entonces ser contadas en un
citometro de flujo. Los fluorocromos también se combinan con el ADN,
tornando fluorescentes a las células nucleadas. Hay otra tecnologia que se
basa en la tincion del RNA, por medio de un colorante para acidos nucleicos,
no fluorescente, tal como el nuevo azul de metileno o la oxacina 750. Los
reticulocitos son detectados por absorbancia 6 dispersidn de luz. En general los
reticulocitos pueden ser distinguidos de los leucocitos, de los eritrocitos
nucleados y de las plaquetas por medio de un umbral volumétrico y por su
absorbancia de luz o por la intensidad de fluorescencia. Los conteos de
reticulocitos son expresados como conteos absolutos 0 como un porcentaje del
nuamero total de eritrocitos. En virtud del enorme ndimero de células contadas,
los conteos automatizados de reticulocitos son mucho mas productivos que
aquellos realizados manualmente. Es de esperarse que los conteos
automatizados sean mas exactos pues es eliminado el componente subjetivo
de la identificacion de los reticulocitos mas tardios, con apenas uno o dos

granulos de material tefido.



El conteo automatizado puede ser alterado por:

e Eleccion del fluorocromo;

e Eltiempo de exposicion de sangre al fluorocromo;

e La temperatura en que fuera mantenida la muestra después de la

mezcla;

e La posicion de los umbrales: umbral superior, para excluir las células
nucleadas fluorescentes y el inferior para excluir a la fluorescencia de

fondo.

Las mismas consideraciones pueden ser aplicadas a los conteos
automatizados de reticulocitos que emplean colorantes no fluorescentes del
acido nucleico. Los limites de referencia para los conteos automatizados de
reticulocitos son, por lo tanto, especificos para cada tipo de instrumento.
Entonces los métodos y por tanto los limites de referencia establecidos varian
considerablemente. Aun es necesario tomar en cuenta el conteo manual para
decidir si una variacion representa “la verdad”. De manera ideal, los conteos
automatizados y los conteos manuales deben presentar buena correlacion,
siendo los promedios semejantes y pequeno el intercepto sobre el eje y de la

linea de regresion de los conteos automatizados sobre los conteos manuales.

El conteo automatizado de reticulocitos baja con el envejecimiento de la
sangre in vitro, lo cual parece deberse a la maduracion. Eso también ocurre
con los conteos manuales, pero por la imprecision de dichos conteos la
variacion es poco notoria. En sangre conservada a 4°C, el conteo es estable
por 72 horas mas que a temperatura ambiente y baja un 5% en 24 horas y 10%
en 48 horas. Los conteos deben realizarse idealmente dentro de las primeras 6
horas de tomada la muestra. Dichos conteos automatizados de reticulocitos
pueden ser realizados en un citémetro de flujo de uso general, como el modelo
FACscan de Becton Dickinson ¢ el EPICS XL, de Beckman Coulter 6 puede



hacerse también en un contador especifico para reticulocitos, como los
modelos R-1000, R-2000 6 R-3000 de Sysmex.

Un conteo de reticulocitos es util para determinar si una anemia es
causada por falta de produccion en la médula ésea 6 “por excesiva desnutricién
de eritrocitos”. Por causa de la mayor precision, el conteo automatizado
también es util para monitorear la respuesta a un tratamiento con eritropoyetina
en la insuficiencia renal crénica y para detectar la recuperacién de la médula en
el tratamiento de la anemia aplastica, después de un transplante o después de
quimioterapia antiblastica.

Los contadores automatizados de reticulocitos igualmente pueden
proveer los indices de inmadurez de los reticulocitos, pues la intensidad de la
fluorescencia o la absorcion del colorante del acido nucleico es proporcional a
la cantidad de ARN de la célula. Los instrumentos pueden clasificar a los
reticulocitos en baja, media y alta fluorescencia, indicando un grado creciente
de inmadurez, pudiendo fornecer la medida de la fluorescencia. Tales medidas
pueden tener significado clinico. En la anemia causada por hemdlisis o pérdida
de sangre el porcentaje de reticulocitos inmaduros se eleva con el crecimiento

del conteo total de reticulocitos.

Cuando no hay eritropoyesis, entretanto, el porcentaje de reticulocitos
inmaduros puede estar elevado, a pesar de un conteo total normal é reducido.
Eso fue observado, por ejemplo, en la leucemia mieloide aguda, en los
sindromes mielodisplasicos, en la anemia megaloblastica y en la anemia
aplastica. Un aumento desproporcionado de reticulocitos inmaduros indica una

maduracion anormal de los mismos (Bain, 2004).
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Figura 7- Gréfico de Dispercion que muestra varias fracciones de
inmadurez de reticulécitos. Resultado de equipo Pentra 120 Retic ABX
Horiba, 2001).

Patrones de Pulso

El objetivo de los contadores hematoldgicos es contar y medir particulas.
Esto es basado en que las células, que son pobres conductoras de la
electricidad, van a interrumpir el flujo de la corriente eléctrica. Las células son
suspendidas en un diluente con conductividad y pasan a través de las
aperturas impulsadas por una fuerza de vacio. Esto produce
momentaneamente un aumento de resistencia al flujo de corriente, que es
traducido como un pulso que es detectado y contado por el instrumento como

una particula. La amplitud 6 directamente el pico de cada pulso esta

relacionado con el tamarfio (volumen) producido por la particula.



INTERPRETACION DE RESULTADOS DEPENDIENTE DE LA
TECNOLOGIA.

CURVAS DE DISTRIBUCION.

Leucocitos.

Las curvas de distribucién de leucocitos tienen una escala de 35 a 450 fL,
pero es extrapolada de 30 a 450fL. Los datos son visualizados usando un
sistema de promedios movibles para producir las curvas de distribucién. El
analizador cuenta las particulas mayores de 25fL como leucocitos. Los
eritrocitos son eliminados de este analisis por el agente lisante mientras que las

plaguetas caen por debajo del umbral de 35fL.

Después de realizar la correccion por coincidencia y los procedimientos de
verificacién internos el analizador multiplica el conteo de leucocitos por un
factor de calibracién. Ademas de que los leucocitos son contados, son
clasificados por su tamafo por un analizador de altura de los pulsos. En
muestras normales, la poblacion de leucocitos aparece con un aspecto

redondeado y compacto.
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Figura 8- Curva de distribucion de leucocitos de acuerdo con la metodologia de
impedancia. (Sysmex XE 2100, 1999).



Eritrocitos.

La curva de distribucion de los eritrocitos tiene una escala de 36 a 360fL,
pero es proyectada de 24 a 360fL. Los datos son visualizados utilizando un
sistema de promedios movibles para producir la curva de distribucion. La
dilucién de eritrocitos contiene eritrocitos, leucocitos y plaquetas, los cuales son
separados por los umbrales de tamafo y pulsos. Los datos son analizados y
corregidos por coincidencia y durante los periodos de conteo tanto para
eritrocitos como para leucocitos se verifica la existencia de variaciones

anormales (Campos, 2002).

RBC

Figura 9- Curva de distribucién de los eritrocitos. (Sysmex 2100, 1999).

Plaquetas.

La distribuciéon normal de las plaquetas esta proyectada en dos curvas,
ambas utilizando datos medios. Estas curvas tienen una distribucioén positiva.
La curva suavizada esta derivada de los datos brutos y es proyectada de 2 a
20fL. La curva ajustada es usada para derivar el conteo de plaquetas y fluctua
de 0 a 70 fL, mas solamente es proyectada de 0 a 36fL. El histograma de las
plaquetas normales tiene una configuracion tipica (logaritmica) normal. El
resultado de las plaquetas aparece con una alarma R. El histograma de las
plaguetas también muestra la presencia de plaquetas gigantes. La curva
ajustada indica que ellas también fueron incluidas en el conteo.
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Figura 10- Curva de distribucién normal de las plaquetas. (Sysmex 2100,
1999).

SISTEMAS DE REACTIVOS

Un factor esencial para distinguir a los diferentes tipos de células
comienza con la propia célula. Para que el ojo humano pueda ver diferencias
los constituyentes de las células necesitan ser resaltados con colorantes y
después aumentados en su tamafo por medio del microscopio. El proceso de
coloracion y la mayoria de los otros métodos de tratamiento quimico pueden

alterar algunas de las caracteristicas.

Se utilizan dos reactivos en los contadores hematolégicos. La solucion
hemolizante para la lectura de los leucocitos, linfocitos y proporcién de
hemoglobina, donde con el uso de este reactivo ocurre la lisis de los eritrocitos.
Y un liquido de recubrimiento isotonico, que es una solucion electrolitica

balanceada y altamente filtrada, para la dilucién de células sanguineas.

Estos reactivos trabajan en conjunto para acentuar las diferencias
inherentes a los diferentes tipos celulares sin la necesidad de coloraciones
especiales. El volumen, el contenido citoplasméatico y nuclear y las
caracteristicas de la superficie celular permanecen intactas (Bain,2004).



INDICES HEMATOMETRICOS.

VCM (Volumen Corpuscular Medio)

El volumen corpuscular medio (VCM) fue creado por Wintrobe, en la
década de los 30, por la divisidon del hematocrito entre el nimero de eritrocitos.
Esto le permiti6 mostrar que existen anemias caracterizadas por eritrocitos
mayores 6 menores al tamafo promedio, como la observacion microscopica ya
lo sugeria. Eso fue --posible gracias al profesionalismo y al desempefio técnico
del personal de su laboratorio, que hacian conteos de eritrocitos al microscopio
con cuidado extremo y por duplicado en los casos de anemia que debian
esclarecer. La generalizacién del calculo de VCM y de su uso para clasificar
anemias se hizo con la finalidad de corregir la absoluta falta de reproducibilidad
y exactitud de los mismos conteos, cuando son hechos en serie, por técnicos
comunes, en laboratorios comunes y mucho peor que eso, cuando son

inventadas por el laboratorista.

Los contadores electronicos actuales diluyen la sangre en el sistema y
simultaneamente cuentan y miden los eritrocitos por el principio Coulter o por
difraccion de rayos laser. El VCM obtenido es notablemente reproducible y
probablemente exacto. La exactitud es apenas probable, por que no hay ley
fisica que convierta matematicamente un pulso de conductividad en fentolitros.
La conversion es necesariamente arbitraria y los numeros podrian no ser
exactamente los mismos si hubiesen sido escogidos otros parametros de
conversion. Pero eso en nada perjudica la interpretacion: Los eritrocitos de
tamano igual tendran un VCM igual. La macrocitosis y la microcitosis son ahora
datos de confianza; el VCM renacié y es ahora el parametro més importante
para el diagnostico diferencial de laboratorio, de los diversos tipos de anemia.

El VCM varia con la edad, de 106 +/- 5 fL en el recién nacido y disminuye
rapidamente hasta 100 +/- 6 fL a los 15 dias; continta decreciendo hasta los 74
fL a los 6 meses y de ahi por el resto de la vida es igual tanto en hombres
como en mujeres. Macrocitosis es la elevacion del VCM encima del 98 (6 100)

fL. Y claro que si un paciente tuviera un VCM de 90fL en varios hemogramas



anteriores, VCM de 82 fL 6 de 97 fL en la hemoglobina actual deberan ser

interpretados como micro 6 macrocitosis respectivamente.

HCM (Hemoglobina Corpuscular Media)

La hemoglobina corpuscular media (HCM) es calculada dividiendo la
concentraciéon de hemoglobina entre el numero de eritrocitos presentes en el
mismo volumen de sangre; en la practica, HCM=Hbg x 10 / E. Con la
tecnologia primitiva no era exacto ni reproducible, por que el conteo de
eritrocitos no era fidedigno. Con la tecnologia actual es una cifra exacta, mas
es inutil: La HCM, en amplia faja es paralela al VCM, esto es, globulos grandes
tienen mucha hemoglobina, glébulos pequefios tienen poca. Es fortalecida en
los resultados apenas por tradicién, satisfaciendo a los médicos, habituados a
verla y los fabricantes de instrumentacion, que pueden citar mas de un

parametro generado por el equipo.

CHCM (Concentracion Media de Hemoglobina Corpuscular)

La concentracién promedio de hemoglobina dentro de los eritrocitos
(CHCM), calculada por el cociente HCM/VCM, es notablemente constante en la
faja de la normalidad. Esta constancia es usada para el control de los
resultados en los contadores de canales multiples: CHCM fuera de la faja exige
una averiguacion mas detallada de las cifras que le dieron origen. Las causas
mas comunes de la elevacion ilegitima son: la presencia de crioaglutininas, los
errores descritos en la concentracion de hemoglobina y la hemdlisis del

material.

Los aumentos reales de la CHCM (entre 35 y 37%) pueden ocurrir en la
esferocitésis y en el coma hiperosmolar, por deshidratacion de los eritrocitos; el
mismo fendmeno existe cuando hay un exceso de EDTA en la sangre
coagulada. Fuera de esas eventualidades, la CHCM elevada es imposible por
que representa el limite de saturacion de los eritrocitos. Cuando hay una
deficiente sintesis de hemoglobina en los eritroblastos (como falta de hierro,
por ejemplo) el volumen de los glébulos disminuye proporcionalmente a la falta



de contenido y la concentracion de hemoglobina se mantiene normal.
Curiosamente la CHCM es un indice a ser mantenido en la interpretacion de los

hemogramas hechos con tecnologia primitiva.

RWD (Amplitud de Distribucion Eritrocitaria)

El pardmetro que indica la presencia de subgrupos de eritrocitos por la
medida electrdnica del volumen de los mismos, es la amplitud de distribucion
eritrocitaria (RWD). Como son medidos uno a uno, la computadora del
instrumento da cuenta de todos los nimeros, genera una curva de frecuencia
con volumen en fentolitros en la abcisa y el numero de células en la ordenada.
La curva denominada histograma, es muy util en el analisis de la poblacion de
eritrocitos. En sangres normales es aproximadamente Gaussiana y estrecha; la
medida es el VCM. La amplitud de variacién de una distribucion Gaussiana es
medida por el desvio patron: la computadora lo calcula pero lo expresa de
manera mas racional, como porcentaje de medida, esto es, como coeficiente
de variacion. Esa cifra es fortalecida en los resultados con la denominacion de
RDW (red blood cell distribution width = amplitud de distribucion de los
eritrocitos). EI RDW normal esta entre 11 y 14(%.).

PDW (Amplitud de Distribucion Plaquetaria)

La amplitud de distribucién plaquetaria (PDW), es un indice que mide la
anisocitosis plaquetaria (su variaciéon en tamafno). Una mezcla de plaquetas
grandes y pequefias tal vez nos muestre un Volumen Plaquetario Medio (VPM)
normal, pero una amplitud de distribucion plaguetaria alto. Esto podria ser el

indicativo de una liberacién activa de plaquetas.

VPM (Volumen Plaquetario Medio).

El Volumen Plaquetario Medio (VPM) es la medicion realizada y calculada
por una maquina, del tamafno promedio de las plaquetas en la muestra del
paciente. Las plaguetas nuevas son mas grandes y conforme pasa el tiempo

éstas van disminuyendo su tamano. Un MPV incrementado sucede cuando un



nuamero alto de plaquetas esta siendo producido, o sea que éste indice es de
utilidad para que el médico pueda inferir sobre el estado de produccion de
plaguetas en la médula 6sea del paciente.

CALIBRACION

La calibracion es una parte fundamental del programa de garantia de
calidad del laboratorio hematolégico. Un calibrador es una sustancia
identificada con una preparacién de referencia 6 material, usado para calibrar o
ajustar una medicion. La lista de comprobacién del Colegio de Patélogos

Americanos establece que las técnicas de calibracion aceptables incluyen:

e El uso de muestras multiples analizadas de sangre total y el uso de una
preparacion manufacturada, estabilizada y certificada de células rojas,
células blancas 6 plagquetas.

e La lista de comprobacion continda, habla que todas las técnicas de
calibracién deben incluir verificaciones periddicas de hemoglobina del
analizador contra una preparacion de hemoglobina certificada
(ICSH/WHO, Patrén Internacional de Hemoglobina-Cianuro) material
que haya recibido la certificacion de su fabricante y que derive del
padron internacional de cianuro de hemoglobina, usando los

procedimientos de referencia. (Beckman Coulter, 2001).

Varios calibradores comerciales fueron comercializados para la calibracion
de los analizadores hematoldgicos. Los valores — estandares son atribuidos por
instrumentos calibrados frecuentemente con sangre integral; para tal, son

utilizados procedimientos de referencia.

Esas suspensiones de células sanguineas son generalmente adecuadas
para la calibracion, desde que las instrucciones del fabricante sean
rigurosamente seguidas. La calibracion por medio de los calibradores

comercializados es muy facil y rdpida que aquella realizada a partir de sangre



completa por métodos de referencia y por duplicado y probablemente dara un

resultado mejor.

Si el laboratorio no posee un calibrador comercial o si surgieran dudas en
cuanto a su validez puede haber necesidad de una calibracién con sangre
completa. Debe ser utilizada sangre normal recién colectada para la calibracién
conforme Brittin (1969) y Bessman (1977). La hemoglobina esta determinada
por el método de cianometahemoglobina usando un patron y fotometro
certificado. El hematocrito es determinado por la técnica del microhematocrito.
Las hematimetrias y leucometrias son efectuadas con analizadores
monocanales. Para los eritrocitos es efectuada una dilucion de 1:50,000 en una
Unica etapa, para que sea reducido el error. Se usa una pipeta de 2| + 0.25%
para adicionar la sangre en 100ml (+ 0.08) de Isoton en un matraz volumétrico
(opcionalmente pueden ser empleadas pipetas de 5ul, 10 é 20ul de precision
similar, para la adicion de sangre en 250, 500 6 1000ml| de diluente,
respectivamente). La sangre para la leucometria es diluida en 1:500, tambiéen

con una pipeta, 20ul +- 0.25% de sangre en 10 ml de Isoton.

Cada una de las etapas precedentes es efectuada por triplicado (cada
dilucién es leida y duplicada) en sangre recién colectada de 10 a 20 personas
normales. En caso de que sea deseable, el hematocrito puede ser corregido
por la sustraccidén del porcentaje medio del plasma retenido, encontrado en el
hematocrito de personas normales (Internacional Council for Standardization in
Haematology ICSH, 1980) Se estima que ese porcentaje se sitla entre 1.5y 3
% (Dacie,1991).

Las muestras de sangre normal son procesadas por triplicado en el
instrumento y en seguida se obtiene la media de los resultados. La diferencia
entre los valores del procedimiento de referencia y del analizador hematoldgico
es determinada para cada muestra, de modo que pueda ser calculada la

diferencia porcentual.



En seguida es procesada una muestra normal en el analizador y los valores
son reajustados en el instrumento, mediante su multiplicacién por el factor de
correccién apropiado. Por ejemplo, si los valores para la hemoglobina
detectados en el instrumento fueran en media, 5% mas bajos que los valores
de referencia obtenidos por el método de la cianometahemoglobina, la
hemoglobina obtenida por el analizador debera ser multiplicada por 1.05 y ese
valor deberd ser utilizado en el reajuste del instrumento. Es importante que esa
calibraciéon no sea mudada hasta que haya sido estadisticamente demostrado
un “alejamiento” de esos valores, por medio de procedimientos de control de
calidad. En esa ocasion, después de haber sido efectuados los procedimientos
de reparacién y manutencién del instrumento, este sera calibrado por medio del

mismo procedimiento descrito.

Los reajustes de la calibracion no deben ser mudados con base en una
Unica determinacion de una suspension celular de control. Los analizadores
mas modernos son estables, habitualmente no hay necesidad de recalibrarlos

con frecuencia.

El método de calibracion descrito suministra valores para los indices
eritrocitarios de los contadores de células comparables con los valores
calculados a partir de métodos individuales. Excepto que los valores de
referencia reflejen una ligera diferencia como consecuencia de la correccion del
hematocrito para el plasma retenido. Esta claro que en los disturbios en que el
plasma retenido esta considerablemente aumentado (no microhematocrito) en
funcién de la rigidez o forma de los eritrocitos, por ejemplo en casos de anemia
ferropénica y en la anemia falciforme (anemia en la cual las hematies tienen
forma de guadafna), el hematocrito y el VCM seran bajos y el CHCM
ligeramente més elevado en la determinacion en analizadores electrénicos,
comparativamente a los métodos convencionales. Probablemente el

instrumento presenta los valores mas correctos (Henry,1999).



CONTROL DE CALIDAD

La sangre control es una sustancia usada en la practica de rutina para
monitorear el funcionamiento de un proceso analitico: el equipamiento. Es
importante recordar que antes de proceder al procesamiento de las sangres
control para revisar la exactitud y precisién del equipamiento, es importante
verificar que el sistema completo esté trabajando apropiadamente (Beckman
Coulter, 2001).

Pueden ser utilizadas las muestras de sangre para controles
comercializados, ese tipo de muestras deben ser procesadas cada manana y a
intervalos durante el dia. Como todo ese procedimiento es engorroso y el
aislamiento no es satisfactorio, Brittin (1971) discuti6 ese problema en su
excelente revisién sobre la instrumentacién. Ademas Brittin presenté un método
util de utilizacion de las muestras de sangre del paciente para el control de
calidad. ElI demostré que todos los siete valores (conteo leucocitario, conteo
eritrocitario, Hb, Ht e indices) son estables en la sangre colectada con EDTA

por lo menos 24 horas a 4°C.

En el primer dia, son colectadas al menos 5 6 10 muestras con valores
hematoldgicos que se ubican dentro de la faja normal, las cuales son
mantenidas en refrigeracién y reanalizadas al segundo dia. La tendencia de
desvio a lo largo del dia puede ser monitoreada por la repeticion del
procedimiento dos veces al dia 6 mas simplemente, por el procesamiento de
dos 6 tres muestras del primer lote de la mafnana a intervalo durante el dia
(Henry, 1999).

Este método detectara una pérdida de calibracién en desenvolvimiento,

como el que podria ser ocasionado por un desvio electronico.



Sin embargo, una pérdida significativa de la calibracién, que ocurra mas
abruptamente como consecuencia de una falla mecanica 6 electronica, no
podria ser detectada sino hasta el dia siguiente. Bull (1974,1973) demostré que
el calculo para un promedio mévil para VCM, HCM y CHCM de cada 20
muestras sucesivas procesadas en el analizador a lo largo del dia, proporciona
un indicador efectivo y de facil obtencion para la pérdida de calibraciéon. Ese
indicador se basa en la constancia demostrada de los valores medios para
esos indices en hospitales de tamarno mediano y grande, de un dia para el otro,
de una semana para la otra. Si la media movil cambia en cerca de 3%, la

calibracion debera ser averiguada inmediatamente.



VENTAJAS DE UN CONTADOR HEMATOLOGICO.

Son diversas las ventajas que los contadores hematoldgicos proporcionan
a sus usuarios, dentro de las cuales destacamos como cualidades primordiales
la rapidez y precision en el diagndstico hematolégico. Destacamos la capacidad
de analisis de entre 90 y 150 biometrias/hora, por lo menos 10 000 células en
promedio son examinadas para cada serie. Normalmente los contadores
hematologicos aceptan todas las marcas de tubos siendo estos con EDTA y un
volumen de muestra que va de los 40ul-300ul (en promedio 120ul). Podemos
encontrar hoy en el mercado contadores que poseen Sistema Abierto o
Sistema Cerrado y principalmente con exactitud, precision, linealidad,
sensibilidad y especificidad. Los contadores utilizan varios reactivos para su
funcionamiento y en general al menos dos tecnologias de conteo y analisis
celular: Impedancia, Histoquimica, Optica; Laser, Citometria de Flujo,

Radiofrecuencia, Volumen y Conductividad.

Los histogramas nos pueden proporcionar la distribucion poblacional de
eritrocitos (RBC), leucocitos (WBC), Basdfilos, Eosindfilos, Reticulocitos,
viabilidad celular y los mas actualizados pueden ofrecer otros indices
hematimétricos como el RDW, el HDW (amplitud de distribucion corpuscular de
la hemoglobina), MPV (volumen plaquetario medio), PDW (amplitud de

distribucion volumétrica plaquetaria), PCT (plaquetocrito) y otros.
DESVENTAJAS DE UN CONTADOR HEMATOLOGICO.

Los contadores, por mas modernos que sean aun no consiguen distinguir
formas de algunas células como lo hace el ojo humano al visualizar una lamina
al microscopio. Normalmente en el eritrograma las siguientes observaciones
microscopicas pueden no ser vistas: policromasia, ovalocitos, esferocitos,
acantocitos, hematies espiculados, estomatocitos, hematies falciformes, en
lagrima, eliptocitos, esquizocitos, Roleaux, punteado basdfilo, anillos de Cabot,
corpusculos de Howell-Jolly, hematozoarios (Tripanosoma, Plasmdodium,

larvas, Filaria). No se diga el leucograma donde no pueden ser vistos: granulos



téxicos, vacuolas toxicas, corpusculos de Doéhle, anomalia de Pelger-Huet,
Alder-Reilly, neutrofilos hipersegmentados, plasmocitos, linfocitos activados,

linfocitos con vacuolizacion, blastos pequefios y homogéneos.



CONCLUSION

Entre las novedades y facilidades traidas por los contadores hematoldgicos,
se encuentra el hecho de que permiten resultados mas rapidos, precisos y
confiables al profesional de Andlisis Clinicos. Cada vez mas laboratorios son
equipados con modernos contadores hematoldgicos y los incentivos para la
adquisicién de los mismos aumentan de forma sorprendente, provocando con
este hecho que exista una mayor necesidad de actualizacion por parte de los

nuevos profesionales.

Es de suma importancia la optimizacion y modernizacion de los actuales
laboratorios, para que la calidad, precision y rapidez de los resultados alcancen
indices cada vez mas confiables. Mas, de nada vale la tecnologia si detras de
esos inventos, no estan profesionales especializados, calificados vy

comprometidos con la conclusion de todo el proceso de analisis.

Dentro del proceso total de la modernizacion de los métodos de diagnéstico
clinico, entre los cuales esta implicita la adquisicion de equipamiento con
tecnologia de avanzada por parte de los laboratorios, juega un papel
indispensable el capacitador en el uso de dichos analizadores, pues sin su
intervencién es absolutamente seguro que los usuarios del laboratorio
(lamense técnicos 6 quimicos) se hallarian imposibilitados para darle el uso
adecuado tanto en el mantenimiento como en el procesamiento de muestras y
la interpretacion de los resultados arrojados por el instrumento; ademas de la
importancia de llevar a cabo un control de calidad idoneo para confirmar de
este modo la fidelidad de los resultados.

Un capacitador con formacién profesional, puede aportar sugerencias o
recomendaciones en el manejo de las muestras, estructurar manuales para la
operacion del equipo y proponer modificaciones pertinentes para hacer mas
confiables los resultados que se obtienen a partir del empleo de estos

instrumentos.



Es importante hacer mencion que un biélogo puede realizar de una manera
adecuada y eficiente el trabajo de capacitador de instrumentos de diagnostico
clinico, dentro del area de hematologia, pues el cumulo de informacién
recibido dentro de la carrera, adquiriendo conocimientos de materias como:
biologia celular, fisicoquimica, microbiologia, fisiologia animal, histologia,
protozoologia, quimica y bioquimica, solo por mencionar las que de manera
directa se relacionan al diagnéstico clinico, ademas del contacto directo que se
tiene a lo largo de la carrera con cierto tipo de instrumentos de analisis y el
manejo de muestras biologicas (aunque no necesariamente se traten de
instrumentos de diagndstico clinico, el simple hecho de utilizarlos facilita
claramente el aprendizaje de los métodos mediante los cuales dichos equipos
funcionan), ayudan a una rapida asimilacion de los conocimientos necesarios
para poder realizar la labor de ensefianza a los usuarios sobre la forma
correcta de utilizar los analizadores de diagnéstico clinico y las implicaciones

de hacerlo de esa manera o de una forma inadecuada.

De esta manera, al abarcar un rango tan amplio de conocimientos la
Carrera de Biologia proporciona las bases que permiten tal versatilidad en sus
egresados que rapidamente pueden desempefiar actividades que en apariencia
no pertenecen al objetivo directo de estudios de la Carrera, pero que sin los
conocimientos adquiridos seria practicamente imposible realizar las labores
requeridas para ser un capacitador eficiente en el manejo de instrumentos de

diagnéstico clinico.



PROPUESTA DE GUIA GENERAL PARA LA CAPACITACION DE
ANALIZADORES AUTOMATIZADOS DE HEMATOLOGIA.

Es importante hacer mencion que solo se puede hacer una descripcion
general de los temas que deben ser tratados en la capacitacion de los
instrumentos de hematologia, dado que la diversidad de éstos es muy basta y
en el mercado del diagndstico clinico se encuentran equipos muy basicos que
pueden reportar resultados de 8 parametros, de una manera semiautomatica
(basados exclusivamente en la metodologia de impedancia eléctrica), pasando
por analizadores que reportan 10, 18 6 mas de 20 parametros (que
necesariamente involucran mas de una tecnologia para su funcionamiento), los
cudles pueden ser totalmente automatizados y hasta ligados a un sistema de
interconexion de dos o mas instrumentos de diferentes disciplinas del

diagnéstico clinico.

Lo anterior hace evidente que no es lo mismo el software y hardware de un
instrumento pequefio y que reporta pocos parametros a aquel que es para alto
rendimiento; ambos, necesariamente requieren de procedimientos de limpieza

y mantenimiento muy distintos.

1.- Presentacion y fundamento del equipo
e Principio Coulter
e Descripcion del Analizador del cual se impartira capacitacion (software y
hardware)
e Descripcion del Impresor anexo en caso de que requiera de uno
e Juego de Reactivos que el analizador utiliza en su funcionamiento

e Respuesta a dudas de los usuario

2.- Procedimientos Iniciales y Finales
e Start Up (proceso de inicio del equipo)
- Conteo de Fondo

- Revision Electrénica



e Control de Calidad
e COmo procesar muestras
e Shut Down (proceso de finalizacion del equipo)

¢ Respuesta a dudas de los usuarios

3.- Explicacion de los diferentes menus del software del instrumento
e Set Up (configuracion inicial del instrumento)
e Procesar Muestras

e Control de Calidad en el instrumento.

4.- Procedimientos Especiales
e Procedimientos de Limpieza
e Mantenimiento preventivo y correctivo
e Reemplazo de Reactivos

e Reemplazo de la cinta de Impresion, tuner o papel térmico, en su caso

5.- Calibracion
e Prueba de Reproducibilidad
e Prueba de Acarreo

e Calibracion del Analizador

6.- Interpretacion de Resultados

e Alarmas Hy L (alto y bajo)

e Valores normales (rangos)
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APENDICE

Parametros de Contadores Hematologicos

Parametros

Recuento de
Leucocitos

Recuento de Eritrocitos

Recuento de plaguetas

Recuento y % de
Neutrofilos

Hemoglobina

Volumen Plaquetario
Medio(VPM)

Recuento y % de
Linfocitos

Hematocrito

Recuento y % de
Monaocitos

Volumen Corpuscular Medio (VCM)

Para investigacion

Recuento y % de
Eosindfilos

Hemoglobina Corpuscular Media
(HCM™M)

Plaguetocrito

Recuento y % de
Basofilos

Concentracion de Hemoglobina
Corpuscular media(CHCM)

Ancho de distribucion
plaquetario

Ancho de distribucion Eritrocitaria
(ADE)

Recuento de Reticulocitos

% de Reticulocitos

Valores normales de hematies, hemoglobina, hematdcrito e indices

corpusculares en el adulto

Mujer Hombre
Hematies (x 10%/L) 48+1,0 55+1,0
Hemoglobina (g/dL) 14+ 2 16 £ 2
Hematocrito (%) 42 +5 47 + 6
Volumen corpuscular medio (VCM) 0+7 907
(fL)
Hemoglobina corpuscular media 2912 29+2
(HCM) (pg)
Concentracion corpuscular media 3402 3402
de hemoglobina (CCMH) (g/L)
Amplitud de distribucion 12+ 2 12+ 2
eritrocitaria (RDW) (%)




Valores normales de leucocitos y formula leucocitaria

% Promedio (x Minimo (x Maximo (X

10°%/L) 10%L) 10%/L)
Leucocitos - 7,5 4,5 11.5
Neutrofilos 55-70 4.8 2,5 7,5
segmentados
Neutréfilos no 0,2-6 0,015 0,01 0,02
segmentados
Eosinofilos 1-4 0,28 0,06 0,5
Basofilos 0,2-1,2 0,08 0,01 0,15
Linfocitos 17-45 3 1,3 4
Monocitos 2-8 0,5 0,15 0,9
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