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NORMAS BASICAS DE LABORATORIO

Las siguientes normas son aplicables a un laboratorio de hematologia las cuales deben ser
implementadas y respetadas.

Prdcticas de seguridad

1. El lavado de las manos es una de las prdcticas de seguridad mds importantes. Deben
lavarse con jabdn y agua aplicando una técnica adecuada. Si no se dispone con
facilidad de agua, pueden utilizarse limpiadores de manos antisépticos con toallas de
papel.

2. En el drea de trabajo del laboratorio debe de prohibirse comer, beber, fumary aplicarse
|&piz labial.

3. Las manos, las lapiceras y otros fdmites deben de mantenerse alejados de la boca y de
las mucosas del personal de laboratorio.

4. Los alimentos y las bebidas no deben mantenerse en el mismo refrigerador que las
muestras o reactivos del laboratorio.

5. Debe prohibirse pipetear con la boca.

6. Las agujas y ofros objetos punzocortantes contaminados con sangre y ofros materiales
potencialmente infecciosos no deben de manipularse de ningun modo.

7. Los elementos punzocortantes contaminados (incluyen pero no estdn limitados a agujas,
hojas de bisturi, pipetas, jeringas con agujas, portaobjetos) delben de colocarse en un
recipiente resistente a la perforacién que se rotulard de manera adecuada.

8. El personal estard provisto de ropa y equipo protector adecuado para las actividades a
realizar.

9. Laos placas de flebotomia deben de rotularse de manera adecuada para indicar los
materiales potencialmente infecciosos. Las muestras deben colocarse en otro recipiente
rotulado como biopeligroso, que se puede volver a cerrar de modo hermético.

10. Cuando los equipos ulilizados para procesar las muestras se presentan con
contaminaciéon visible o cuando requieren mantenimiento o reparaciéon, deben de
desinfectarse, ya sea dentro del laboratorio o por un servicio de reparacidon del
fabricante.
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Guia de prdctica N° 1

Las células sanguineas

Seccion Docente: .o

Fecha ed i e, Duracién: 180 minutos

Instrucciones: Tener en cuenta el cumplimiento de las normas de bioseguridad, y el cuidado de los
microscopios usados en el desarrollo de la prdctica.

1. Propésito /Objetivo :

Reconocer la morfologia de las células sanguineas.

2. Fundamento Teédrico

La hematopoyesis es el mecanismo por el cual se forman las distintas células sanguineas, participando
en ello diversos érganos que suministran las células necesarias para el funcionamiento adecuado de
nuestro organismo. Todas las células provienen de una misma célula “stem cell” y a partir de ella se
diferencian en las diferentes lineas celulares como linfoide y mieloide. De ésta Ultima tenemos a la linea
eritroide, mieloide propiamente dicha, monobldstica y megacariobldstica.

El estudio celular es un procedimiento que tiene una gran utilidad clinica en la confirmacién diagndstica
de enfermedades hematoldgicas.

3. Equipos, Materiales y Reactivos

3.1. Equipos
ltem | Equipo Caracteristica Cantidad
1 Microscopios Binocular 6

3.2. Materiales
Item | Material Caracteristica Cantidad
1 Papel lente Papel suave y delicado 12

3.2. Reactivos

ltem | Reactivo Caracteristica Cantidad
1 Aceite de inmersion Sustancia oleica 5 ml
2 Alcohol isopropilico Solucion diluida 5 ml

4. Indicaciones/insirucciones:
4.1 Se redlizard la descripcion de las partes del microscopio, y sus funciones.
4.2 Cuidados del microscopio.

5. Procedimientos:

Primero : Reconocimiento de la serie roja

ucontinental.edupe | 5
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Glébulorojo : Son células anucleadas de color rosado y de forma redondeada u oval, con una depresidon
mds clara en el centro. Tienen un didmetro de 7 um, y 2 um de espesor, forma bicéncava.

w7 VU |
Emééo )"
OO a

Segundo : Reconocimiento de las plaquetas

Las plaquetas se originan a partir de la fragmentacién del citoplasma de los megacariocitos. Son
elementos formes de 1 a 3 mm, de color rojizo o grisdceo y muestran una fina granulacion azurdfila
situada en la zona central el granuldmero y rodeada de una zona de citoplasma pdlido, el hialdmero.

Tercero : Reconocimiento de los linfocitos y monocitos

Linfocito : Los linfocitos que maduran en la médula ésea se denominan linfocitos B y los que lo hacen en
el timo se denominan linfocitos T. Los linfocitos son células pequeias, de 7 a 18 um, poseen un nucleo
redondo y regular, de cromatina densa compacta, separada por ligeros tonos, sin nucléolo y con
escaso citoplasma basdfilo color azul claro o pdlido. Se pueden observar linfocitos grandes, medianos y
peguenos, que varian entre si por su relacion nicleo : citoplasma, mds alta en los linfocitos pequenos.

Los linfocitos NK se diferencian porque son linfocitos grandes granulares, algo mayor que el de los
linfocitos maduros y que tfienen un citoplasma mds abundante y con escasos grdnulos azuréfilos

claramente visibles
- L v
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Monocito : Es la célula mayor en la sangre normal. Tiene forma iregular, su diédmetro varia entre 15 — 30
um, posee un nucleo grande central y redondeado, a veces posee una escotadura, dédndole un
aspecto arrinonado o en forma de herradura. Su cromatina ligeramente condensada o reticular. Su
citoplasma es abundante y gris. Puede estar vacuolizado y contiene finas granulaciones azurdfilas.

6. Resultados
1. El estudiante reconocerd la morfologia de un eritrocito.

2. Serd capaz de identificar a las plaguetas.

3. El estudiante diferenciard por su morfologia alos monocitos y linfocitos.

7. Conclusiones

7.1  Las células sanguineas se originan de una célula madre totipotencial que tiene la capacidad de
autoduplicarse y diferenciarse en las diferentes lineas celulares.

7.2 Los eritrocitos o gldébulos rojos no poseen nucleo, ni organelas.

7.3 Loslinfocitos y monocitos son células mononucleares, que se diferencian morfolégicamente por el
tamano celular y la consistencia de la cromatina.

8. Sugerencias y /o recomendaciones

Referencias bibliograficas consultadas y/o enlaces recomendados

e  Garcia Espinoza, B., Rubio Campal, F. y Crespo Gonzales, M.R. (2015). Técnicas de andlisis hematoldgico (1°ed.).
Espafa: Sanidad Laboratorio Clinico y Biomédico.

e Ciesla, B. (2014). Hematologia en la practica (2¢ ed.). Philadelphia USA: Amolca.

e  Muhoz Zambrano, M.E. y Mordn Cortijo, C.G. (2005). Manual de procedimientos de laboratorio en técnicas
bdsicas de hematologia. Lima: Ministerio de Salud, Instituto Nacional de Salud.

e  Mérida de la Torre, F.J. y Moreno Campoy, E.E. (2015). Manual para técnico superior de laboratorio clinico y
biomédico (1° ed.). Madrid: Editorial Médica Panamericana.

e Bernard, H.J. (2007). El laboratorio en el diagndstico clinico (1° ed.). Madrid: Marban Libros., S.L.

e Rodak, B.F. (2010). Hematologia: Fundamentos y aplicaciones clinicas (2° ed.). Buenos Aires: Médica
Panamericana.
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Guia de prdctica N° 2

Las células sanguineas: Los granulocitos

Seccion DOCENTE: oo

Fecha edeid e Duraciéon: 180 minutos

Instrucciones: Cumplir las normas de bioseguridad, y el cuidado de los microscopios usados en el
desarrollo de la prdctica.

1. Propésito /Objetivo :

Reconoce la morfologia de los granulocitos.

2. Fundamento Teérico

Los glébulos blancos se originan desde una célula madre pluripotente, y ésta d& origen a una célula
madre mieloide y a una célula madre linfoide. Los mieloblastos dan origen a los fres tipos de granulocitos.
Los granulocitos tienen grdnulos visibles y se desarrollan solo en la médula ésea y éstos a su vez se dividen
de acuerdo con el fipo de reaccion neutrdfila, eosindfila o basédfila, detectada en los grdnulos cuando
se tinen de manera diferencial con una fincién tipo Romanowsky. Los granulocitos pueden encontrarse
en concentraciones elevadas en cuatro lugares: médula dsea, circulando libremente en la sangre
periférica, marginados contra el endotelio de los vasos sanguineos y en los tejidos. Estos lugares se
denominan compartimientos de granulocitos.

La principal funcién de los leucocitos es establecer un mecanismo de defensa frente a la entrada de
agentes extranos al organismo. Se encargan de la respuesta inespecifica, principalmente de fagocitos
teniendo como funcién fagocitar elementos extranos para el organismo ( neutrdfilos, eosindfilos y
monocitos) y la de los baséfilos su funcidn es de liberar el contenido de sus grdnulos para atraer a otros
leucocitos.

3. Equipos, Materiales y Reactivos

3.1. Equipos
ltem | Equipo Caracteristica Cantidad
1 Microscopios Binocular 6

3.2. Materiales
Item | Material Caracteristica Cantidad
1 Papel lente Papel suave y delicado 12

3.2. Reactivos

Iltem | Reactivo Caracteristica Cantidad
1 Aceite de inmersion Sustancia oleica 5 ml
2 Alcohol isopropilico Solucién diluida 5 ml

4. Indicaciones/instrucciones:
4.1 Se redlizard la descripcion tedrica y prdctica de cada una de las células.
4.2 Con la ayuda del docente se identificard mediante la microscopia a cada una de las células

sanguineas.
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5. Procedimientos

Primero :

Neutréfilos : Se llaman neutrdfilos porque con los colorantes convencionales no se colorean ni con las
sustancias dcidas o bdsicas, y se diferencian a partir del mielocito en el que aparecen las granulaciones
especificas o secundarias, de color pardo que contienen una gran cantidad de enzimas,

Durante la segmentacion nuclear la cromatina va adquiriendo la forma de una banda, S 6 C, con un
ancho de nucleo uniforme o paralelo, que si se presenta un adelgazamiento no sea menor a la tercera
parte del segmento mds ancho del ndcleo en los abastonados, hasta adquirir casi fragmentada en el
neutréfilo segmentado.

Es una célula redondeada, su didmetro varia entre 10 a 14 um, su nUcleo es de color violeta oscuro, con
una cromatina densa. Su citoplasma es de color rosado con finos grdnulos de color pardo

Segundo :

Basofilos

Los basdfilos tienen la forma redondeada, con un didmetro que varia entre 12 a 14 um. Su nucleo
presenta hendiduras pero sin llegar a sementarse, generalmente con la forma de una hoja de frébol.
Su citoplasma estd lleno de grandes grdnulos fuertemente basdfilos, que se tinen de color azul intenso
con los colorantes bdsicos, que impiden muchas veces observar el ndcleo.

En el citoplasma también se pueden observar vacuolas formadas después del vaciado de los grdnulos.

ucontinental.edu.pe | 9
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Eosindfilos : Son redondeados, aproximadamente de 12 a 17 um, su nUcleo es de color violeta, y
generalmente tienen la forma de dos alforjitas. Poseen una gran cantidad de grdnulos aciddfilos que se
tinen de color anaranjado, con la eosina de los colorantes habituales.

—

6. Resultados
1. El estudiante reconocerd la morfologia de un neutréfilo abastonado y segmentado.

2. Serd capaz de identificar a los basofilos.

3. El estudiante diferenciard por su morfologia a los eosindfilos.

7. Conclusiones

7.1 Los neutréfilos poseen una granulacion muy fina de color pardo, y se encuentran en mayor
cantidad en nuestro torrente sanguineo.

7.2 Los baséfilos son caracterizados por su granulacién azulada negruzca que inclusive llegar a culbrir
el nicleo y no nos deja visualizarlo.

7.3 Los eosindfilos presentan granulacién de color naranja.

8. Sugerencias y /o recomendaciones

Referencias bibliograficas consultadas y/o enlaces recomendados

e  Garcia Espinoza, B., Rubio Campal, F. y Crespo Gonzales, M.R. (2015). Técnicas de andilisis hematoldgico (1°ed.).
Espafa: Sanidad Laboratorio Clinico y Biomédico.

e Ciesla, B. (2014). Hematologia en la practica (2¢ ed.). Philadelphia USA: Amolca.

e Muhoz Zambrano, M.E. y Mordn Cortijo, C.G. (2005). Manual de procedimientos de laboratorio en técnicas
bdsicas de hematologia. Lima: Ministerio de Salud, Instituto Nacional de Salud.

e  Mérida de la Torre, F.J. y Moreno Campoy, E.E. (2015). Manual para técnico superior de laboratorio clinico y
biomédico (1° ed.). Madrid: Editorial Médica Panamericana.

e Bernard, H.J. (2007). El laboratorio en el diagndstico clinico (1° ed.). Madrid: Marbdn Libros., S.L.

e Rodak, B.F. (2010). Hematologia: Fundamentos y aplicaciones clinicas (2° ed.). Buenos Aires: Médica
Panamericana.
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Guia de prdctica N° 3

Las células sanguineas inmaduras de serie blanca

Seccién: (B leYel=T o] =N

Fecha:.../..[....... Duraciéon: 180 minutos

Instrucciones: Cumplir las normas de bioseguridad, y el cuidado de los microscopios y materiales usados
en el desarrollo de la prdctica.

1. Propésito /Objetivo :

Reconoce la morfologia de las células inmaduras de serie blanca.

2. Fundamento Teérico

Las células madre stem cells no se pueden diferenciar morfoldgicamente, pero si lo podemos hacer
haciendo uso de la inmunofenotipificacién, porque poseen en su membrana su antigeno de inmadurez
CD 34, de igual manera podemos identificar también a las pluripotentes y las comprometidas.

Las células precursoras son células mds maduras con caracteristicas morfolégicas y funcionales
especificas para cada tipo de célula sanguinea terminal. Se conocen como blastos (proeritroblasto,
mieloblasto, monoblasto, linfoblasto y megacarioblasto), éstas células tienen menos capacidad para
autoduplicarse y sufren una maduracién paulatina hasta llegar a la célula final en cada serie.

Las células sanguineas inmaduras se encuentran en la médula ésea y/o érganos linfoideos primarios, a
a medida que alcanzan la madurez pasan a torrente sanguineo, tales como los reticulocitos y hematies
en la serie roja, los abastonados y segmentados neutrdfilos, eosindfilos y basédfilos en los granulocitos, vy
los monocitos en la serie monocitica. De igual forma las plagquetas en la serie plaquetaria y los linfocitos
B, Ty NK en la serie linfoide, asi como las células plasmdticas

3. Equipos, Materiales y Reactivos

3.1. Equipos
ltem | Equipo Caracteristica Cantidad
1 Microscopios Binocular 6

3.2. Materiales
Item | Material Caracteristica Cantidad
1 Papel lente Papel suave y delicado 12

3.2. Reactivos

ltem | Reactivo Caracteristica Cantidad
1 Aceite de inmersion Sustancia oleica 5 ml
2 Alcohol isopropilico Solucion diluida 5 ml

4. Indicaciones/instrucciones:
4.1 Se redlizard la descripcidn tedrica y prdctica de cada una de las células.
4.2 Con la ayuda del docente se identificard mediante la microscopia a cada una de las células

sanguineas.

ucontinental.edu.pe | 11
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5. Procedimientos
Primero :

BLASTOS : El tamafo varia entre 18 a 25 um, con un ndcleo central, redondeado, ovaladoo ligeramente

indentado. La relacién nicleo : citoplasma es alta é:1, su cromatina es inmadura, laxa, con multiples
nucléolos.

Su citoplasma es basdfilo, escaso y generalmente sin grdnulos,

Segundo :
Promielocito

El tamano es ligeramente mayor al del blasto,la relacién N:C es 3:1, su citoplasma es basdfilo, con
grdnulos primarios (azuréfilos) azul rojizo, son grdnulos no especificos, dejando una zona mds clara

agranular alrededor del ndcleo. Presenta un nucléolo prominente.
l , F— o . R.
. ‘
-
. K ’

Tercero :

Mielocito : Relaciéon N : C es mayor es de 2 : 1. Su tamano varia entre 10 a 18 um, con un ndcleo
redondeado, excéntrico, no presenta nucléolos. Su cromatina es condensada, con apariencia
agrupada. El citoplasma pierde su basofilia, y aparece la granulacidén secundaria, especifica para la
linea que le corresponde, neutréfila, eosinofilica y basofilica. Es la dltima célula que hace mitosis.
Presenta una zona de Golgi mds visible y clara, cerca al ndcleo.

ucontinental.edu.pe | 12
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Cuarto :

Metamielocito: Sutamafio varia entre 10 a 15 um, tienen las mismas caracteristicas que el mielocito
salvo que el ndcleo se va haciendo mas escotado en la parte central, con la apariencia de sol naciente,
o frijol. El nldcleo ocupa menos del 50%, del citoplasma, se observa la zona golgi y la granulacién
secundaria. Puede empezar a aparecer en sangre periférica.

6. Resultados
1. El estudiante reconocerd la morfologia de un blasto.

2. Serd capaz de identificar a los promielocitos.

3. El estudiante diferenciard por su morfologia a los mielocito y metamielocitos.

7. Conclusiones
7.1 Los blastos se caracterizan por su cromatina laxa con nucléolos y citoplasma basdfilo.
7.2 Los promielocitos son caracterizados por su granulacién primaria.
7.3 Los mielocitos y metamielocitos presentan granulacion secundaria con zona Golgi visible, se

diferencian entre ambas, porque el nicleo del mielocito ocupa mds del 50% del citoplasma 'y en el
metamielocito menos del 50% y aparece indentado.

8. Sugerencias y /o recomendaciones

ucontinental.edu.pe | 13
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Referencias bibliograficas consultadas y/o enlaces recomendados

e  Garcia Espinoza, B., Rubio Campal, F. y Crespo Gonzales, M.R. (2015). Técnicas de andlisis hematoldgico (1°ed.).
Espafa: Sanidad Laboratorio Clinico y Biomédico.

e Ciesla, B. (2014). Hematologia en la prdactica (2¢ ed.). Philadelphia USA: Amolca.

e  Muhoz Zambrano, M.E. y Mordn Cortijo, C.G. (2005). Manual de procedimientos de laboratorio en técnicas
bdsicas de hematologia. Lima: Ministerio de Salud, Instituto Nacional de Salud.

e  Mérida de la Torre, F.J. y Moreno Campoy, E.E. (2015). Manual para técnico superior de laboratorio clinico y
biomédico (1° ed.). Madrid: Editorial Médica Panamericana.

e Bernard, H.J. (2007). El laboratorio en el diagnéstico clinico (1° ed.). Madrid: Marbdn Libros., S.L.

e Rodak, B.F. (2010). Hematologia: Fundamentos y aplicaciones clinicas (2° ed.). Buenos Aires: Médica
Panamericana.
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Guia de practica N° 4
Toma de muestra y frotis sanguineo
Seccion DOCENTE. e
Fecha Y SOy S Duracién: 180 minutos

Instrucciones: Cumplir las normas de bioseguridad durante los procedimientos a realizarse.

1. Propésito /Objetivo :

Realiza una toma de muestra adecuada y un frotis sanguineo adecuado.

2. Fundamento Teérico

La toma de muestra es una actividad que aparentemente es muy sencilla, pero que fiene mucha
importancia porgue se interactia con pacientes y el personal, y se podrian contaminar sino observamos
rigurosamente las medidas de bioseguridad. Tenemos que también tener en cuenta los factores
fisiolégicos que puedan afectar al resultado de las pruebas. En la actualidad se realiza la toma de
muestra con tubos al vacio impregnados con diferentes tipos de anticoagulante o sin ellos, exactamente
calculados para una cantidad de muestra exacta, con agujas estériles de diferentes calibres, de
acuerdo al grosor de la vena a punzar. Si hacemos una correcta foma de muestra, vamos a fener
seguridad con los resultados obtenidos, porque se considera que la fase preanalitica, y considerdndose
en ella la adecuada toma de muestra es la principal causa de errores que puedan ocurrir en el
laboratorio.

El frotis sanguineo es una extensién de una capa fina de sangre periférica sobre una ldmina portaobjeto,
que nos servird para la evaluacién citomorfolégica de las células sanguineas y sus posibles alteraciones.

3. Equipos, Materiales y Reactivos

3.1. Materiales

ltem | Material Caracteristica Cantidad
1 Tubos al vacio con EDTA 4 ml 6 unid.
2 Agujas Na 21 x 1 mm 6 unid.
3 ligaduras De jebe 6 unid.
4 Adaptadores para agujas De plastico 6 unid,
5 Laminas portaobjetos Vidrio libres de grasa 2 cajas
[ Laminas biseladas vidrio 12 unid.
7 Algodén 100 gr
8 Varillas de coloracién
9 Plumones marcadores Tinta indeleble 6 unid.
10 Lapiz Carbdn 6 unid.
11 Esparadrapo antialérgico 1 tubo
12 Guantes 6167 12 unid.
13 Recipientes descarte material Material duro de plastico 1 unid.
punzo cortante y/o cartén.
14 Pipeta o capilares para depositar Plastico o vidrio 12 unid.
La sangre
15 Campos limpieza |ldminas Tela 6 unid.
17 Recipientes colocar ldaminas Con solucién limpiadora 6 unid

ucontinental.edu.pe | 15
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3.2. Reactivos

ltem | Reactivo Caracteristica Cantidad
1 Alcohol 700 10 ml
2 Colorante wrigth Filtrado 50 ml
3 Solucién tamponada 50 ml

4. Indicaciones/instrucciones:
4.1 Se redlizard una estricta observacién de las medidas de bioseguridad durante la toma de muestra.
4.2 También se tendrd en cuenta durante los procedimientos de laboratorio las medidas de bioseguridad

y tfrabajaremos con medidas de proteccién, tales como guardapolvos, guantes, etc.

5. Procedimientos
Primero :
Procedimientos para la venopuncién

1. Verificar los datos de Ia orden de andlisis, e identificar al paciente.

2. Verificar si tiene alguna restriccion de la dieta, de acuerdo a las pruebas solicitadas.

3. Colocarse los guantes, dar confianza al paciente.

4, Posicionarlo.

5. Verificar el protocolo de trabajo y la seleccidn de los tubos.

6. Si es necesario para localizar las venas, pedir al paciente que cierre el puno .

7. Desinfectar el drea elegida con alcohol, con circulos concéntricos desde el centro hacia la
periferie. Dejar secar.

' \

8. Aplicar el torniquete 5 a 10 cm. Por encima del sitio de puncién, durante no mds de 1 minuto.

~ -
~ y, ‘0 ) -
N %

9. Realizar la venopuncidn, fijando la vena 2.5 a 5 cm por debajo del sitio e insertar Ia aguja con el bisel
hacia arriba, con un dngulo de 15° entre la aguja y la piel, soltando el torniquete inmediatamente y
pidiéndole al paciente a que abra su puno, colocando los tubos en el orden correcto.
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10. Colocar el algoddn seco y quitar la aguja, aplicando presidn directa sobre el sitio de puncidn.

11. Colocar el esparadrapo para fijar el algoddn después de verificar que no hay sangrado y no permitir
que el paciente doble el brazo.

12. Descartar los elementos punzocortantes en el recipiente respectivo y los residuos peligrosos.
13. Rotular los tubos con los datos correctos en presencia del paciente, para evitar errores.

Segundo :
Realizacién del frotis

1. Homogenizar la muestra, de 10 a 20 veces.

2. Redlizar la extension preferentemente de la punta de la aguja o tomar aproximadamente 10 ul de
muestra, y colocarlo 2 cm antes del borde.

3. Colocar la ldmina entre los dedos indice y pulgar y con la otra mano en un dngulo de 45° con la
ldmina biselada correr hacia atrds hasta alcanzar la gota, dejar que la gota se extienda por capilaridad
y extender de una sola vez hacia delante, a una velocidad media.

4. Debe de acabarse a 1 cm antes del final de la I[dmina.

5. Dejar secar y rotular la ldmina con el Idpiz.

) 2
.
WWETAR EL POSITA DOPORTE JWEPOSITAR LA BANGR)L
(3) 1
i yis |
|14
. | .
- ot
) ' A
A PORTA EXTENSOR ESPLAZAR EL PORTA EXTERSOR
(5 (4] ’
'
I h
| |
f & f =
- e J _T—
- — ™ —
Al ¥ NOA LA BANGRE DEBLZAN § ORIA EXTENSOD
(7 (8)
—_—

SECAR LA EXTENSION ROTULAR EL PORTA SOPORTE ucontinental.edu.pe | 17
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CABEZA  CUERPD COLA
B ot fa

'

R

Zona ideal da chsarvacssn /

CARACTERISTICAS DE UNA BUENA EXTENSION:

1. Un buen frotis debe tener cabeza, cuerpo y cola.
2. Se debe dejar un espacio entre la inicio y final del frofis.
3. La extensidon debe ser fina y homogénea.

DEFECTOS DE UNA EXTENSION

Los portaobjetos sucios causan frotices no homogéneos.

La gota debe ser de tamano adecuado ni muy grande ni muy pequeno.
Angulo mayor o menor al hacer la extension.

Error en la velocidad de la extension del frofis.

Ao =

3 =il

EXTENSION CORTA Y GRUESA EXTENSION LARGA Y MUY FINA

e

77777 i ) |

EXTENSION CON ESTRIAS TRANSVERSALES EXTENSION CON ESTRIAS LONGITUDINALES

EXTENSION CON ZONAS SIN SANGRE * EXTENSION CON EXTREMO FINAL MUY DESFLECADO

NOTA: Se sugiere en caso de muestras anémicas aumentar el dngulo y la velocidad de movimiento del

ucontinental.edu.pe | 18



o 7 .
[ e— Gestion Curricular

extenson, e inversamente si la muestra es policitémica disminuir el dngulo y la velocidad de movimiento.

6. Resultados
1. El estudiante conocerd y realizard la técnica adecuada de toma de muestra, asi como tendrd la

capacidad para decidir sobre el uso adecuado de los anficoagulantes.

2. El estudiante realizard extendidos adecuados de las muestras sanguineas.

7. Conclusiones
7.1 Latoma correcta de una muestra sanguinea influye directamente en los resultados emitidos.
7.2 Debemos de conocer el uso e interferencia de los anficoagulantes en el dosaje de analitos.

7.3 Una buena extensidn sanguinea nos permite realizar un estudio efectivo de la citomorfologia,
alteraciones de las tres lineas celulares.

8. Sugerencias y /o recomendaciones

Referencias bibliograficas consultadas y/o enlaces recomendados

e  Garcia Espinoza, B., Rubio Campal, F. y Crespo Gonzales, M.R. (2015). Técnicas de andlisis hematoldgico (1°ed.).
Espana: Sanidad Laboratorio Clinico y Biomédico.

e Ciesla, B. (2014). Hematologia en la practica (2¢ ed.). Philadelphia USA: Amolca.

e  Muhoz Zambrano, M.E. y Mordn Cortijo, C.G. (2005). Manual de procedimientos de laboratorio en técnicas
bdsicas de hematologia. Lima: Ministerio de Salud, Instituto Nacional de Salud.

e Mérida de la Torre, F.J. y Moreno Campoy, E.E. (2015). Manual para técnico superior de laboratorio clinico y
biomédico (1° ed.). Madrid: Editorial Médica Panamericana.

e Bernard, H.J. (2007). El laboratorio en el diagnéstico clinico (1° ed.). Madrid: Marbdn Libros., S.L.

e Rodak, B.F. (2010). Hematologia: Fundamentos y aplicaciones clinicas (2¢ ed.). Buenos Aires: Médica
Panamericana.
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Guia de practica N° 5
Recuento de leucocitos, hematies y plaquetas
Seccidon
Fecha e i e Docente: i

.................. Duracion: 180 minutos
Instrucciones: Cumplir las normas de bioseguridad durante los procedimientos a realizarse.

1. Propésito /Objetivo :

Realiza el recuento de leucocitos, hematies y plaquetas.

2. Fundamento Teérico

Los recuentos celulares son una serie de procedimientos que tienen por objeto determinar el nUmero del
tipo celular en estudio, los que se encuentran comprendidos en un mm3 de sangre.

Todos los recuentos celulares se realizan en fres fases : dilucion de la muestra, recuento de las células en
la cdmara de neubauer y el cdiculo del niUmero de células presentes en una unidad de volumen.

Los recuentos celulares se pueden realizar en forma manual y automatizada.

El recuento de plaquetas se realizard en forma indirecta en el frotis sanguineo coloreado, también se
realiza en forma automatizada.

3. Equipos, Materiales y Reactivos

3.1 Equipos
ltem | Equipo Caracteristica Cantidad
1 Microscopio binocular 6 unid.
2 Equipo automatizado hematologia | 3 6 5 diferenciales 1 unid.
3.2. Materiales
ltem | Material Caracteristica Cantidad
1 Pipetas automaticas de 10 ul Fija o variable 6 unid.
2 Pipetas automaticas de 100 - Variable 6 unid.
1000 ul
3 Tips blancos Plastico 30 unid.
4 Tips azules plastico 30 unid,
5 Tips amarillos plastico 30 unid.
[ Tubos vidrio 12 unid.
7 Gradillas Plastico y/o metal 6 unid.
8 Cémaras de neubauer vidrio 12 unid.
9 Papel lente 12 unid.
10 Recipientes descarte de tips Con lejia diluida 6 frascos
11 Campos Limpieza de cAmaras 6 unid.
12 guantes Latex 12 pares
3.3. Reactivos
ltem | Reactivo Caracteristica Cantidad
1 Reactivo de turk 10 ml
2 Reactivo hayem y/o dacie Solucién isotonica 10 ml
3 Aceite de inmersidn 6 frascos
gotero
4 Alcohol isopropilico 6 frascos
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4. Indicaciones/instrucciones:
4.1 Se realizard una estricta observacién de las medidas de bioseguridad durante el procesamiento de
las muestras.

4.2 Se entrega los protocolos de tfrabajo para los procedimientos a realizar.

5. Procedimientos

Primero : : RECUENTO DE ERITROCITOS

v' Previamente colocar en un tubo 1.99 ml o 1990 ul, de cloruro de sodio al 0.9%, o la solucién de
Hayem, dilucién 1/200

v' Luego anadir 10 ul de sangre total previamente homogenizada, mezclar bien con el diluyente varias

veces.

Colocar 10 ul de dilucién en la cdmara de neubauer.

Dejar reposar unos minutos.

Enfocar con el objetivo de 4xla cuadricula de la cdmara, y luego hacer el recuento con el objetivo

de 40x.contar sobre el cuadrado grande central de la cdmara sélo en 5 cuadrados pequenos: uno

central y cuatro angulares (80 cuadraditos en total).

v" Enelrecuento se incluyen las células que cubren o tocan por denfro o por fuera las lineas limitantes
superior e izquierda en el cuadrado pequeno de recuento y no se consideran los comrespondientes
a los limites inferior y derecho.Se hace el recuento en los puntos ABCD y E, se suman los valores

obtenidos al contar los 5 cuadraditos.

AN

1 —J—

Valores de referencia eritrocitos
Hombres 4 400 000 - 6 000 000/ mMm3

Mujeres 3 900 000 - 5 400 000/ mMm3
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Cadlculos:

N° de hematies x mm3 =

Segundo :
1.

2.

Reemplazando

hematies contados en 5 cuadrados pequenos

Altura  x diluciéon X drea

= hematies contados en 5 cuadrados pequenos

1/10 X 1/200 X 1/5

= hematies contados en 5 cuadrados pequeiios

1/10 000

= hematies contados x 10 000

RECUENTO DE LEUCOCITOS

Colocar 190 ulL de solucién de Turk en un tubo de vidrio

Gestion Curricular

Con la pipeta automdtica, se toma 10 uL de sangre total con anticoagulante, que debe estar

previamente homogenizada ( 10 a 20 veces suavemente) y lo colocamos en el tubo que

contiene la solucién turk, mezcldndolo suavemente, aqui tenemos una dilucién 1:20.

Con el misma tip colocamos 10 ul del diluido y lo colocamos en la cdmara de neubauer. Dejar

que repose unos dos o tfres minutos y enfocamos, primero a 4 X y luego a 10X.

La lectura se realiza en los campos 1, 3, 7 y 9 como estd indicado en la figura.
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Ademds de los leucocitos contados dentro de cada uno de los cuadrantes, se deben contar todos
los leucocitos que se encuentren adheridos en la linea superior e izquierda,
Cdlculos:

N° de leucocitos x mm3 = leucocitos contados en 4 campos

altura x dilucion x drea

Reemplazando = leucocitos contados en 4 campos

1/10x1/20x 4
= leucocitos contados en 4 campos = leucocitos contados en 4 campos x 50
4/200
Valores de referencia : 5000 - 10 000 leucocitos / mm3

TERCERO : Recuento de Plaquetas

Preparar un frotis de muestra de sangre venosa o capilar, eliminando la primera gota. Tedir el frotis
con Wright.

Observamos el frotis sanguineo con el objetivo de inmersién en el microscopio.

Elegimos una zona, para su examen, de la preparacién en la que las células no estén superpuestas
y se mantenga su morfologia.

Contamos el nUmero de plaguetas que hay en 10 campos vy las anotamos.

Calculamos el promedio, sumando las plaquetas observadas en los diez campos y dividiendo entre
10.

N° PLAQUETAS = PLAQUETAS(1+2+3+4+5+6+...+10) X HTO X 100

10
Si el hematocrito es menor de 45 aumentar 3 al valor del hematocrito, si es mayor de 45 se disminuye
en 3.
Valores de referencia de plaquetas
150,000 - 450,000 pmmc
Resultados Anormales

a) Niveles aumentados (frombocitosis):

Neoplasia

Policitemia vera

Sindrome postesplenectomia
Artritis reumatoide

Anemia por deficiencia de hierro

b) Niveles disminuidos ( frombocitopenia):
Hiperesplenismo

Hemorragia
Trombocitopenia inmunitaria
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Leucemia y otros tfrastornos neurofibréticos
Trombocitopenia tfrombdtica

Trastornos trombocitopénicos

Coagulacién infravascular diseminada
Lupus eritematoso sistémico

Anemia perniciosa

Anemia hemolitica

Quimioterapia para tratamiento del cdncer
Infeccion

6. Resultados

1. El estudiante estard en la capacidad de hacer el recuento manual de leucocitos y eritrocitos, en
una muestra sanguinea.

2. Podrd realizar e interpretar los resultados automatizados y confirmarlos con un método indirecto en
I[dmina periférica.

7. Conclusiones

7.1 Elrecuento de eritrocitos se constituye en un indicador importante para la clasificacién morfolégica
de las anemias.

7.2 El recuento de leucocitos ayuda a descartar cualquier estado patoldgico infeccioso o leucémico
de un paciente.

7.3 El recuento de plaguetas es muy importante para el diagndstico de las alteraciones de la
coagulacién, y se deberia de verificar los resultados obtenidos de un hemograma automatizado
de forma indirecta, para descartar problemas de agregacion plaquetaria, satelitismo, etc.

8. Sugerencias y /o recomendaciones

Referencias bibliograficas consultadas y/o enlaces recomendados

e  Garcia Espinoza, B., Rubio Campal, F. y Crespo Gonzales, M.R. (2015). Técnicas de andlisis hematoldgico (1% ed.).
Espana: Sanidad Laboratorio Clinico y Biomédico.

e Ciesla, B. (2014). Hematologia en la practica (2° ed.). Philadelphia USA: Amolca.

e  Munoz Zambrano, M.E. y Mordn Cortijo, C.G. (2005). Manual de procedimientos de laboratorio en técnicas
bdsicas de hematologia. Lima: Ministerio de Salud, Instituto Nacional de Salud.

. Mérida de la Torre, F.J. y Moreno Campoy, E.E. (2015). Manual para técnico superior de laboratorio clinico y
biomédico (1° ed.). Madrid: Editorial Médica Panamericana.

e  Bernard, H.J. (2007). El laboratorio en el diagndstico clinico (1° ed.). Madrid: Marban Libros., S.L.

e Rodak, B.F. (2010). Hematologia: Fundamentos y aplicaciones clinicas (2° ed.). Buenos Aires: Médica
Panamericana.
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Guia de practica N° 6
Hemoglobina y hematocrito
Seccidén DOCENTE. e
Fecha o ed e, Duracién: 180 minutos

Instrucciones: Cumplir las normas de bioseguridad durante los procedimientos a realizarse.

1. Propésito /Objetivo :

Realiza el dosaje de hemoglobina y hematocrito

2. Fundamento Teérico

La hemoglobina es el principal componente de los glébulos rojos sanguineos, es una proteina conjugada
que sirve como vehiculo para el transporte de oxigeno y didxido carbdnico. Se mide en forma directa
en el hemograma automatizado y se puede determinar en forma manual haciendo uso de la
espectrofotometria.

Tiene por principio bdsico la oxidacidn del idn ferroso, del hemo, de la oxi y de la carboxihemoglobina a
hierro férrico, por el ferricianato, con formacién de metahemoglobina, que se combina con el cianato
de pofasio para producir cianometahemaglobina (color  rojo-anaranjado)  medida
fotocolorimétricamente a 540 nm o en filtro verde.

Su grado de absorbancia es proporcional a la cantidad de hemoglobina que contenga la sangre.

El hematocrito viene a ser el cociente del volumen de los erifrocitos y el de la sangre total. Se puede
expresar como porcentaje en forma convencional, o como una fraccién decimal en unidades SI. En la
automatizacién se obtiene en forma indirecta como el producto del VCM por el RGR.

3. Equipos, Materiales y Reactivos

3.2 Equipos
ltem | Equipo Caracteristica Cantidad
1 Espectrofotémetro Longitud de onda 505-540 1 unid.
nm
2 Microcentrifuga 10,000 rpm 1 unid.
3 Equipo automatizado hematologia | 3 6 5 diferenciales 1 unid.
3.2. Materiales
ltem | Material Caracteristica Cantidad
1 Pipetas automaticas de 10 ul Fija o variable 6 unid.
2 Pipetas automaticas de 100 - Variable 6 unid.
1000 ul
3 Tips blancos Plastico 30 unid.
4 Tips azules plastico 30 unid,
5 Tips amarillos plastico 30 unid.
[ Tubos vidrio 12 unid.
7 Gradillas Plastico y/o metal 6 unid.
8 capilares vidrio 20 unid.
9 Plastilina Colores claros 2 unid.
10 Recipientes descarte de tips Con lejia diluida 6 frascos
11 Lector de microhematocrito 2 unid.
12 guantes Latex 12 pares

ucontinental.edu.pe | 25



|= Gestién Curricular
13 algodén 50 gramos
14 Tubos con EDTA 4 mi 6 unid.
15 Agujas 21 x 1 (al vacio) 6 unid.

3.3. Reactivos

ltem | Reactivo Caracteristica Cantidad
1 Reactivo de hemoglobina Cianometahemoglobina 70 ml

2 Standard de hemoglobina 1 unid.

3 Alcohol 700 10 ml

4. Indicaciones/instrucciones:
4.1 Se redlizard una estricta observacién de las medidas de bioseguridad durante el procesamiento de
las muestras.
4.2 Se enfrega los protocolos de frabajo de los procedimientos a realizar.
5. Procedimientos
Primero : HEMATOCRITO
»  Tomar la muestra en capilares rojos heparinizados, si lo hacemos directamente del

pulpejo del dedo, descartando la primera gota, debe llenarse aproximadamente 70%
- 80% del capilar.

» Llenar los capilares azules con la sangre anticoagulada (Wintrobe o EDTA),
previaomente homogenizada 20 a 30 veces, limpiar el exceso de sangre con un
algodén.

= Tapar un extremo del capilar con plastilina.

= Colocar el capilar en la microcentrifuga con la parte cerrada hacia afuera.

=  Centrifugar por 5 minutos entre 10 000 - 12 000 rom.
Resultados (lectura)
La lectura se realiza con una escala estandarizada que expenden en el comercio.
Uso de la escala:
¢ Sostenga el tubo frente a la escala de manera que el inicio de la columna de eritrocitos

quede exactamente al mismo nivel de la linea horizontal correspondiente al cero y la parte
superior del plasma, coincida con el 100%, colocdndose el tubo en posicidn vertical, el lugar
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de separacién entre la fase plasmdatica y la parte celular serd el valor del hematocrito.

W m V{ '

) Loy
b v

W
i IR
LY A

Valores de referencia:

Hombres 40% - 54%
Muijeres 36% - 49%

REGLA MILIMETRADA

1. Se mide colocando en cero a la parte inicial del paguete globular, midiendo también el
otro punto en el que termine el paquete globular y el tercer punto en la parte superior final
del plasma.

2. Con éstos datos se halla por regla de 3 simple el valor del hematocrito.

Segundo : DOSAJE DE HEMOGLOBINA
Procedimiento :

» Pipetear 5 ml de reactivo en 3 fubos, rofular como blanco (B), standard(S) y desconocido (D).

» Anadir al fubo (S) 20 ul de standard, y al (D) 20 ul de muestra previamente homogenizada
respectivamente.

» Dejarreposar 5 minutosy leer la absorbancia a 540 nm o filtro verde, haciendo uso de la solucién
blanco (B).

» Hallar el factor, haciendo uso de la siguiente formula:

Factor = concentraciéon standard
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VALORES DE REFERENCIA

Hombres 14018 g/dl
Mujeres 12a 16 g/dl

6. Resultados

3. El estudiante estard en la capacidad de realizar el dosaje de hemoglobina.
4. Podrd realizar e interpretar los resultados del hematocrito.

7. Conclusiones

7.1 El hematocrito nos permite conocer si un paciente presenta anemia, policitemia o una cantidad
normal del mismo.

7.2 La cianometahemoglobina es un método mds exacto para el dosaje de hemoglobina.

8. Sugerencias y /o recomendaciones

Referencias bibliograficas consultadas y/o enlaces recomendados

e  Garcia Espinoza, B., Rubio Campal, F. y Crespo Gonzales, M.R. (2015). Técnicas de andlisis hematoldgico (1°ed.).
Espana: Sanidad Laboratorio Clinico y Biomédico.

e Ciesla, B. (2014). Hematologia en la practica (2° ed.). Philadelphia USA: Amolca.

e  Munioz Zambrano, M.E. y Mordn Cortijo, C.G. (2005). Manual de procedimientos de laboratorio en técnicas
bdsicas de hematologia. Lima: Ministerio de Salud, Instituto Nacional de Salud.

e  Mérida de la Torre, F.J. y Moreno Campoy, E.E. (2015). Manual para técnico superior de laboratorio clinico y
biomédico (1° ed.). Madrid: Editorial Médica Panamericana.

e Bernard, H.J. (2007). El laboratorio en el diagnéstico clinico (1° ed.). Madrid: Marban Libros., S.L.

e Rodak, B.F. (2010). Hematologia: Fundamentos y aplicaciones clinicas (2 ed.). Buenos Aires: Médica
Panamericana.
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Guia de practica N° 7
Indices eritrocitarios y velocidad de sedimentacién globular
Seccidon DOCENTE: ittt
Fecha Seded i Duracién: 180 minutos

Instrucciones: Cumplir las normas de bioseguridad durante los procedimientos a realizarse.

1. Propésito /Objetivo :

Realiza correctamente la velocidad de sedimentacion globular e interpreta los indices eritrocitarios.

2. Fundamento Teérico

Para la medicién de la velocidad de sedimentacién globular, se coloca una muestra anticoagulada de
sangre en el interior de un tubo, puede ser westergreen o wintrobe, que se encuentra en forma vertical.
De esta forma van cayendo por la fuerza de la gravedad, hacia la parte interna del tubo, el cual lo
controlamos exactamente por una hora si es Winfrobe o dos horas si lo hacemos en los tubos de
Westergreen. Para ello medimos la longitud del recorrido que desciende la columna de eritrocitos en un
tiempo determinado de acuerdo a la técnica usada en mm/hora.

Los Indices eritrocitarios nos expresan diferentes caracteristicas de los hematies, tenemos a los indices
eritrocitarios primarios que vienen a ser el RGR, el hematocrito y la hemoglobina. A parfir de ellos
podemos obtener los indices eritrocitarios secundarios que son : VCM, HCM, CHCM, Con éstos datos
podemos realizar la clasificacién morfolégica de la anemias. Esta clasificacion es facilmente disponible
usando los datos del hemograma y se puede actuar con bastante rapidez para comenzar con una
investigacion de la causa. Hay tres clasificaciones morfoldgicas de las anemias : anemia normocitica
normocrémica, anemia hipocrémica microcitica, anemia normocitica nacrocitica.

3. Equipos, Materiales y Reactivos

3.3 Equipos
ltem | Equipo Caracteristica Cantidad
1 Equipo automatizado de 3 6 5 diferenciales 1 unid.
hematologia
3.2. Materiales
ltem | Material Caracteristica Cantidad
1 Gradillas Plastico y/o metal 6 unid.
2 Recipientes descarte de Con lejia diluida 6 frascos
materiales
3 guantes Latex 12 pares
4 algodén 50 gramos
5 Tubos con EDTA 4 mi 6 unid.
6 Agujas 21 x 1 (al vacio) 6 unid.
7 Tubos de westergreen o wintrobe vidrio 12 unid.
8 Soportes para westergreen o metalico 6 unid.
wintrobe
9 Propipeta jebe 6 unid.
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3.3. Reactivos

Item | Reactivo

Caracteristica

Cantidad

1

Alcohol

700

10 ml

4. Indicaciones/instrucciones:

5.

Gestion Curricular

4.1 Se realizard una estricta observacion de las medidas de bioseguridad durante el procesamiento de

las muestras.

4.2 Se entrega los protocolos de trabajo de los procedimientos a realizar.

Procedimientos

Primero :

orLND—

Indic

6.

VELOCIDAD DE SEDIMENTACION GLOBULAR

Mezclar suavemente la sangre con el anticoagulante.
Haciendo uso de una propipeta cargar en el tubo de westergreen hasta la marca de "0".
Con mucho cuidado colocar en el soporte de westergreen.

Leer lo que descendidé a la hora y registrarlo y luego a las dos horas.
Haciendo uso de Indice de Katz, expresar el resultado en mm/hora.

e de Katz

VSG 19 Hora

+

VSG 2°Hora / 2

En el caso delos tubos de Wintrobe, haciendo uso de una jeringa con aguja larga para poder llenar

la muestra, hasta la marca de “0" y se lee a la hora cuantos milimetros ha descendido.

VALORES NORMALES WESTERGREEN

VSG 1 HORA 2° HORA
Varones 2-7mm 8-15mm
Mujeres 3-10mm 12-20 mm

VALORES NORMALES WINTROBE

VARONES
MUJERES

Segundo :

Procedimiento :

VCM (VOLUMEN CORPUSCULAR MEDIO)

0 -4 mm/hora
0-10 mm/hora

INDICES ERITROCITARIOS

VCM =

RGR

Hto X 10

: Se puede calcular mediante la siguiente férmula:

El valor normal es de 80 a 100 fl e implica un tamano del glébulo rojo de 6 a 8 um, valores por
encima de 100 fl corresponde a una macrocitosis, y por debajo de 80 fl a una microcitosis.

Frecuencia
relstiva

GR = 319
Hb * 5.04
Hct - 205
VGM = 544

CV-UGM = 18.0
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Frecuencie GR - 158
reletive " - &2
% Het - 203
19 vGm - 1285
CV.VGM =~ 231
.-1
“»
- 4
b B
0 Sy pumpmmyiy | e e |
» W 110 1% W 2
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HCM (HEMOGLOBINA CORPUSCULAR MEDIA) Es el valor medio del contenido de hemoglobina
de los eritrocitos y se calcula :

HCM = Hb dl X 10

Su valor normal en adulto es 27 — 31 pg lo cual implica que el peso promedio de hemoglobina en
una cantidad dada de glébulos rojos estd en el rango apropiado.

CHCM (CONCENTRACION DE HEMOGLOBINA CORPUSCULAR MEDIA)

Es la concentracion de hemoglobina media en los hematies, se calcula :

CHCM = Hb dl X 100
Hto (%)

El valor normal es de 32 a 36%, lo cual implica que la cantidad de hemoglobin por glébulo rojo estd
en la concentracién apropiada.

6. Resultados
1. El estudiante estard en la capacidad de realizar la velocidad de sedimentacion globular.

2. Podrd calcular e interpretar los resultados de los indices eritrocitarios.

7. Conclusiones

7.1 La velocidad de sedimentacién globular es una prueba muy importante en el control de la
evolucion de algunos enfermedades, tales como por ejemplo las inflamatorias.

7.2 Los indices eritrocitarios son muy importantes en la clasificacién morfoldgica de las anemias.
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8. Sugerencias y /o recomendaciones

Referencias bibliograficas consultadas y/o enlaces recomendados

e  Garcia Espinoza, B., Rubio Campal, F. y Crespo Gonzales, M.R. (2015). Técnicas de andlisis hematoldgico (1 ed.).
Espafia: Sanidad Laboratorio Clinico y Biomédico.

e Ciesla, B. (2014). Hematologia en la practica (2° ed.). Philadelphia USA: Amolca.

e  Munoz Zambrano, M.E. y Mordn Cortijo, C.G. (2005). Manual de procedimientos de laboratorio en técnicas
bdsicas de hematologia. Lima: Ministerio de Salud, Instituto Nacional de Salud.

. Mérida de la Torre, F.J. y Moreno Campoy, E.E. (2015). Manual para técnico superior de laboratorio clinico y
biomédico (1° ed.). Madrid: Editorial Médica Panamericana.

e Bernard, H.J. (2007). El laboratorio en el diagndstico clinico (1° ed.). Madrid: Marban Libros., S.L.

e Rodak, B.F. (2010). Hematologia: Fundamentos y aplicaciones clinicas (2 ed.). Buenos Aires: Médica
Panamericana.
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Guia de practica N° 8
Los reticulocitos y frotis sangre periférica
Seccién DOCENTE. et
Fecha S ed e Duracién: 180 minutos

Instrucciones: Cumplir las normas de bioseguridad durante los procedimientos a realizarse.

1. Propésito /Objetivo :

Realiza el recuento de reticulocitos y estudia el frotis sanguineo.

2. Fundamento Teérico

Los reticulocitos son eritrocitos inmaduros que contienen una red cromatinica compuesta por restos de
ARN, y tiene mucha importancia en sangre periférica porque nos permite:
e Evaluar la capacidad de la médula ésea de generar hematies nuevos
e Diferenciar enfre las causas de anemia
e Monitorizar la respuesta de la médula dsea y su recuperacion funcional, fras quimioterapia o
transplante de médula dsea.
e Seguimiento después de un tratamiento de anemia por deficiencia de ferropénica, Vit. B12, folato
o insuficiencia renal.
El andlisis se suele indicar cuando se observa:
e Descenso de los hematies
e Descenso dela Hb
e Descenso del HTO y/o sintomas de anemia.
e Para evaluacién de la funcionalidad de la médula dsea
Podemos observar los reticulocitos en el microscopio haciendo uso de coloraciones vitales como el azul
cresil brillante y azul de metileno nuevo, los que colorean los restos de ARN y se puede observar como
flamentos de color azul intenso en el interior de la célula, de acuerdo al grado de madurez presenta un
modelo de reticulo distinfo mds denso en los mds inmaduros a grdnulos escasos en los mas maduros.

El frofis sanguineo es muy importante porque nos permite conocer como se encuentran las series
celulares en cuanto a la proporcidn que presenten en la serie blanca (férmula diferencial), si éstos
leucocitos tienen morfologia normal o tal vez presenten alteraciones somo granulaciones toxicas,
vacuolizaciones, hipogranulaciones, hiposegmentaciones, etc. También podriamos estudiar la
morfologia eritroide, si es normal o presenten alteraciones del color, de forma o de tamano, otras como
multinuclearidad nuclear de los eritroblastos , etc. De igual forma podriamos verificar la serie plaguetaria,
si se encuentra normal en cuanto a niumero de plaquetas o talvez se encuentre disminuida o
incrementada, si éstas son normales morfolégicamente o quizds presenten alteraciones morfoldgicas
como hipogranulaciones o agranulaciones, si hay alguna alteracién en cuanto a tamaio en el caso de
macroplaquetas o megaloplaquetas. También podemos observar si hubiera la presencia de pardsitos
sanguineos como los plasmodium, etc. Y las inclusiones eritroides que pudieran presentar. De ahi la
importancia de que el tecndgo médico debe estar bien capacitado y concientizado de la importancia
de la realizacién de un buen frotis sanguineo, perfectamente coloreado que puede brindarnos mucha
informacion, que juntamente con lo brindado por el equipo hematoldgico pueda servir de mucho en el
diagndéstico laboratorial de nuestros pacientes.

3. Equipos, Materiales y Reactivos

3.4 Equipos
ltem | Equipo Caracteristica Cantidad
1 Equipo automatizado de 3 6 5 diferenciales 1 unid.
hematologia
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2 Microscopios binoculares 6 unid.
3 Bafio maria A 37°C 1 unid.
3.2. Materiales
ltem | Material Caracteristica Cantidad
1 Gradillas Plastico y/o metal 6 unid.
3.4.
3.5. Reactivos
ltem | Reactivo Caracteristica Cantidad
1 Alcohol 700 10 ml
2 Colorante wrigth Filtrado 50 ml
3 Colorante azul cresil brillante Filtrado 20 ml

4. Indicaciones/instrucciones:

5.

Gestion Curricular

4.1 Se realizard una estricta observacion de las medidas de bioseguridad durante el procesamiento de

las muestras.

4.2 Se entrega los protocolos de frabajo de los procedimientos a realizar.

Procedimientos

Primero :

RECUENTO DE RETICULOCITOS

1. En un fubo de vidrio colocar con la pipeta pasteur dos gotas de sangre anticoagulada
homogenizada y dos gotas de colorante, homogenizar suavemente.

2. Incubar en el bafo maria por 15 minutos (depende de la madurez del colorante, si se ha
preparado recientemente se coloca por mds tiempo).

3. Retirar el tubo del bano maria y con la ayuda de las pipetas pasteur o de transferencia
colocar una gota muy pequena en una ldmina desengrasada. Con un extensor realizar un
frotis suavemente y que de preferencia sea delgado para poder observar los glébulos rojos

sueltos.

-e d-

donde se puedan observar a los gldbulos rojos sueltos (aproximadamente de 100 GR por
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5. Contar en 10 campos de éstas caracteristicas, registrando cuantos reticulocitos vemos por
campo.

La siguiente grafica ilustra a los reticulocitos de acuerdo al grado de madurez

Grupo | . Grupo Il

Grupo Il Grupo IV
CALCULOS
1. Porcentajes de reticulocitos no corregido

% RETICULOCITOS NO CORREGIDO = N° de reticulocitos contados x 100
N° hematies contados

VALORES NORMALES

Recién nacidos 2-5%
Nifios 0.5-4%
Hombres 0.5-1.5%
Mujeres 0.5-2.5%

2. VALOR ABSOLUTO : Tiene mayor valor interpretativo que el conteo porcentual no corregido,
porque establece el valor real de reticulocitos por volumen de sangre.

Reticulocitos/mm3 = % no corregido x recuento de GR (mm3)
100
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VALORES NORMALES

Adulto normal 25,000 - 85,000 / mm3
Recién nacidos: 100,000 - 300,000/mm3

3. PORCENTAJE DE RETICULOCITOS CORREGIDOS POR HEMATOCRITO :
% reticulocitos corregido : % Reticulocitos no corregido x Hto paciente
Hto normal

Hematocrito normal varén = 45
Hematocrito normal mujer = 40

El recuento absoluto de reticulocitos/mm3 de sangre tiene valor de interpretacion
equivalente a los porcentajes obtenidos por medio de la correccidn.

4. INDICE DE MADURACION RETICULOCITARIA O INDICE DE PRODUCCION RETICULOCITARIA

Es una correccidn que se usa para el grado de anemia y también para la salida prematura
de los reticulocitos de la médula hacia la sangre que ocurre debido a los altos niveles de
eritropoyetina circulante. Como el exceso de eritfropoyetina promueve la salida prematura
de los reticulocitos hacia la sangre periférica, en lugar de circular un dia circulan durante 2
6 3 dias en la sangre, trayendo como consecuencia un aumento que no corresponde a la
produccién diaria de reticulocitos, por ésta razén el Indice de Produccién reticulocitaria
expresa el aumento real de la eritropoyesis en respuesta a la eritropoyetina después de la
correccion para la salida prematura de los reticulocitos de la médula.

INDICE RETICULOCITARIO = % CORREGIDO (PRIMERA CORRECCION)

TIEMPO DE CIRCULACION (DIAS)

RELACION DEL GRADO DE ANEMIA Y DURACION DE LOS RETICULOCITOS EN LA

CIRCULACION
HEMATOCRITO Tiempo de vida de
reticulocitos en la
circulacion
>40% 1 dia
30 - 40% 1,5 dias
20 - 30% 2 dias
<20% 2,5 dias
VALORES DE REFERENCIA:
Adultos no anémicos 0.5-1.8%
Anémicos :
En las anemias por disminucion de la produccién <1.8%
Anemias hemoliticas de 1.8029%
Aumento real de la produccidén medular >=30%

Segundo : FROTIS SANGUINEO
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COLORACION :

Se usan los derivados de los colorantes de Romanowsky, que estén constituidos por diferentes mezclas

de colorantes bdsicos, las tiazinas (o azul de metileno y sus derivados) y colorantes dcidos las eosinas

Debemos de recordar que las estructuras celulares bdsicas se dejan colorear por los colorantes

dcidos (eosina-color naranja). También que estructuras celulares que se dejan colorear por el azul

adquieren color rojo-pUrpura y se llaman azuléfias. Las estructuras celulares neutras se llaman

neutrdfilas y se colorean en rosa o en rojo-claro.

El colorante Wright es el mds usado para colorear los frotises sanguineos, deberian de colocarse en

frascos color caramelo vy filtrados, y en un ambiente oscuro.

Procedimiento :

1. Cubrir con Wright por 3 minutos (fijacion)

2. ARadir agua tamponada, hasta cubrir la [dmina sin derramar, mezclar por unos 6 a 8 minutos

3. Lavarlaldmina utilizando un chorro suave, y limpiar la espalda de la Idmina con un algoddn para
eliminar excesos del colorante.

4. Dejar secar al aire.

UTILIDAD DE LAS EXTENSIONES

Realizar el estudio de la formula leucocitaria

Estudio morfolégico de los leucocitos

Estudio morfoldgico de los eritrocitos.

Estudio morfoldgico de los plaquetas.

Disposicidon de los eritrocitos.

Disposicidn de las plaguetas.

Recuento indirecto aproximado del nUmero de plaguetas

Verificacion de las alarmas del equipo automatizado.

Estudio de la especie de plasmodium, si estuviese presente en la muestra.

VEONOoO~WN -~

6. Resultados

1. El estudiante estard en la capacidad de realizar el estudio de los retficulocitos y analizar los resultados
de los mismos relaciondndolos con la fisiopatologia de las anemias.

2. Redalizard la coloracién de un frotis sanguineo vy el estudio del mismo.

7. Conclusiones

7.1 Elindice de produccion reticulocitario nos permite conocer la producciéon real de la médula dsea
en lo referente a la serie roja.

7.2. Un frotis bien extendido y coloreado, nos dd informacién importante sobre la salud hematolégica
del paciente.

8. Sugerenciasy /o recomendaciones
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Referencias bibliograficas consultadas y/o enlaces recomendados

e  Garcia Espinoza, B., Rubio Campal, F. y Crespo Gonzales, M.R. (2015). Técnicas de andlisis hematoldgico (1 ed.).
Espafia: Sanidad Laboratorio Clinico y Biomédico.

e Ciesla, B. (2014). Hematologia en la prdactica (2° ed.). Philadelphia USA: Amolca.

e  Munoz Zambrano, M.E. y Morén Cortijo, C.G. (2005). Manual de procedimientos de laboratorio en técnicas
bdsicas de hematologia. Lima: Ministerio de Salud, Instituto Nacional de Salud.

. Mérida de la Torre, F.J. y Moreno Campoy, E.E. (2015). Manual para técnico superior de laboratorio clinico y
biomédico (1° ed.). Madrid: Editorial Médica Panamericana.

e Bernard, H.J. (2007). El laboratorio en el diagndstico clinico (1° ed.). Madrid: Marbdn Libros., S.L.

e Rodak, B.F. (2010). Hematologia: Fundamentos y aplicaciones clinicas (2 ed.). Buenos Aires: Médica
Panamericana.
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Guia de practica N° 9
Evaluacion de las alteraciones eritrocitarias
Seccidén
Fecha odod e, DOCENTE. s

Duracion:

180 minutos
Instrucciones: Cumplir las normas de bioseguridad durante los procedimientos a realizarse.

1. Propésito /Objetivo :

Conoce y diferencia las alteraciones eritrocitarias.

2. Fundamento Teérico

Los eritrocitos vienen a ser el producto final de la eritropoyesis, ésta transformacion dura entre 7 a 9 dias
normalmente. A medida que vd madurando va perdiendo la basofilia citoplasmdtica y se transformar all
sintetizar la hemoglobina en aciddfila en el eritroblasto ortocromdtico y hematie finalmente, la cromatina
se v& condensando y convirtiendo en picndtico en el normoblasto ortocromdtico y expulsdndolo. En los
pacientes anémicos si la médula frata de compensar su disminucion eritroide vamos a observar en el frotis
sanguineo un buen porcentaje de células de serie roja inmaduras que debemos de conocer e identificar.
Ademds debemos de conocer las diferentes alteraciones relacionadas a color, forma y tamano que son

muy importantes, estudiarlas y las inclusiones eritrocitarias.

3. Equipos, Materiales y Reactivos

3.1. Equipos
ltem | Equipo Caracteristica Cantidad
1 Microscopios binoculares 6 unid.
3.2 Materiales
ltem | Material Caracteristica Cantidad
1 Papel lente 6  bolsi
tas
3.3.Reactivos
Item | Reactivo Caracteristica Cantidad
1 Alcohol isopropilico 6 goteros
2 Aceite de inmersién 6 goteros

4. Indicaciones/instrucciones:

4.1 Se realizard una estricta observacion de las medidas de bioseguridad durante el desarrollo de la

prdctica.

4.2 Se entrega los protocolos de trabajo de los procedimientos a realizar.
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5. Procedimientos

Primero : ESTADIOS DE MADURACION DEL ERITROCITO

Se estudiard los diferentes estadios de maduracion eritroide.

PRONORMOBLASTO

Es una célula primitiva (inmadura) de aproximadamente 25m a 35m de didmetro, citoplasma basdfilo,
presencia de 1 a 2 nucléolos, existe una condensacion ligera de la cromatina, citoplasma ligeramente
excéntrico.

Esta célula se divide en:

ERITROBLASTO BASOFILO

Es ligeramente menor que el pronormoblasto, 12m a 18m, citoplasma igualmente basdfilo, pero, se
diferencia del anterior en que ya no presenta nucléolos y su cromatina nuclear es mds condensada ya
que es un elemento menos inmaduro.

ERITROBLASTO POLICROMATOFILO

Es una célula que mide de 12m a 16m, aunque usualmente puede ser mayor que el normoblasto
basdéfilo, presenta nicleo excéntrico y lo que mds caracteriza a esta célula es que ya presenta
peguenas cantidades de hemoglobina citoplasmdtica que se tfraduce en un color violeta (azul y rojo).
Su cromatina es mds condensada que la anterior.

NORMOBLASTO ORTOCROMATICO

Mide de 10m a 14m, esta célula es bien caracteristica y no debe confundirse con el linfocito ya que
prdcticamente es un hematie nucleado, como también se le conoce. Presenta su citoplasma rosado,
nucleo totalmente excéntrico como una bola maciza. Este normoblasto ya no se divide, sino que
pierde su nUcleo por un mecanismo de expulsidn y se convierten en:

RETICULOCITOS

Estos todavia presentan en su citoplasma restos de ARN y protoporfirina resultados de la conversion del
normoblasto ortocromdatico a reticulocito y solo se pueden observar con coloraciones especiales. En
sangre periférica se les puede observar como elementos macrociticos y policromatéfilos.

NORMOCITOS O HEMATIES

Discos cuya biconcavidad hace que aparezcan con cierta palidez central al no captar el colorante en
esa zona. Miden aproximadamente de 7,2m a 7,4m y puede llegar hasta ocho. Presenta un pigmento
respiratorio que le da el color rosado caracteristico que esla hemoglobina que se encarga del transporte

de oxigeno. Mds adelante se explicardn las alteraciones mds frecuentes de estos elementos celulares.
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CICLO DE VIDA DEL GLOBULO ROJO:

A: PROERITROBLASTO D: ERITROBLASTO BASOFILO

B:NORMOBLASTO ORTOCROMATICO C: RETICULOCITO

Segundo : ALTERACIONES ERITROCITARIAS
Se dividen en:

¢ Alteraciones en tamano.

+ Alteraciones en su forma.

¢ Alferaciones de color.

¢ Inclusiones anormales.

+ Alteraciones en el tamaio

Llamadas también anisocitosis.

E:ERITROBLASTO POLICROMATOFILO

F: ERITROCITO O HEMATIE

Macrocitos : Hematies que presentan un tamano superior al normal (mds de 9m) y su expresidon mdxima

es el megalocito. Suelen aparecer en la anemia megalobldstica debida a déficit de vitamina B12 o

dcido félico. Se suele observar cuando hay un aumento de la actividad eritropoyética, como un

mecanismo de compensacion a la pérdida de los hematies, sea por anemia severa o hemorragias. En

la sangre periférica se pueden observar como hematies grandes policromatdfilos o reticulocitos.
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Microcitos : Hematies que presentan un tamano inferior al normal (menos de ém) y se encuentran en

pacientes con anemia ferropénica y talasemias.
+ Alteraciones de color

Aqui observamos las diferentes tonalidades de color de los hematies dependiendo del contenido
hemoglobinico. Tenemos:

Hipocromia : Son hematies con disminucion del contenido de la hemoglobina y dependiendo de la
cantidad de este pigmento es que observamos a los hematies con diferentes caracteres de color. Aqui
estdn incluidos los anulocitos, que son hematies en forma de anillo en que solo la membrana eritrocitaria

estd coloreada y que se fraduce en una hipocromia de grado severo (+++).

Hipercromia : Son hematies dvidos de hemoglobina. Pueden encontrarse en caso de enfermedades

como la policitemia vera o la policitemia fisioldgica y esferocitosis hereditaria.

Policromatofilia : Presencia de hematies con tonalidad (azul y rojo) morada. Se le relaciona con
inmadurez celular, células nucleadas, presencia de reticulocitos, macrocitos, etc. Esto debido a su

elevada cantidad de ARN.

Anisocromia: Diferentes tonalidades de color como hematies hipocrémicos, hipercrémicos,

normocrémicos y policromatdfilos. Se encuentran en ciertas anemias refractarias.

=g
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6. Resultados
1. El estudiante tendrd la capacidad de diferenciar los estadios de maduracion eritroide.

2. Podrd reconocer las alteraciones eritrocitarias de tamano y color.

7. Conclusiones

7.1 Los hematies son el estado final de maduracién de la serie eritroide y carece de organelas y nicleo.

7.2 Los erifrocitos pueden presentar diferentes tamanos desde microcitos a macrocitos, y de color
desde eritrocitos hipocrémicos a hipercrémicos, pero normalmente tienen una zona clara central
de 3 mm aproximadamente.

8. Sugerencias y /o recomendaciones

Referencias bibliogrdficas consultadas y/o enlaces recomendados

e  Garcia Espinoza, B., Rubio Campal, F. y Crespo Gonzales, M.R. (2015). Técnicas de andlisis hematoldgico (1 ed.).
Espafia: Sanidad Laboratorio Clinico y Biomédico.

e Ciesla, B. (2014). Hematologia en la practica (2° ed.). Philadelphia USA: Amolca.

e Munoz Zambrano, M.E. y Mordn Cortijo, C.G. (2005). Manual de procedimientos de laboratorio en técnicas
bdsicas de hematologia. Lima: Ministerio de Salud, Instituto Nacional de Salud.

. Mérida de la Torre, F.J. y Moreno Campoy, E.E. (2015). Manual para técnico superior de laboratorio clinico y
biomédico (1° ed.). Madrid: Editorial Médica Panamericana.

e Bernard, H.J. (2007). El laboratorio en el diagndstico clinico (1° ed.). Madrid: Marbdn Libros., S.L.

e Rodak, B.F. (2010). Hematologia: Fundamentos y aplicaciones clinicas (2¢ ed.). Buenos Aires: Médica
Panamericana.
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Guia de prdctica N° 10

Evaluacion de los alteraciones eritrocitarias: forma e inclusiones

Secciéon

Fecha oded e Docente:

.................. Duracién: 180 minutos
Instrucciones: Cumplir las normas de bioseguridad durante los procedimientos a realizarse.

1. Propésito /Objetivo :

Conoce y diferencia las alteraciones eritrocitarias de forma e inclusiones.

2. Fundamento Teérico

Las variaciones de forma de los eritrocitos siempre se relacionan con la fisiopatologia eritroide, y pueden
conducirnos a descubrir los problemas hematoldégicos de los pacientes, por ejemplo pueden ser por
produccién disminuida de eritrocitos, o destruccién incrementada de los mismos, o talvez problemas de la
funcién esplénica deficiente.

3. Equipos, Materiales y Reactivos

3.2. Equipos
ltem | Equipo Caracteristica Cantidad
1 Microscopios binoculares 6 unid.

3.2 Materiales

Item | Material Caracteristica Cantidad
1 Papel lente 7  bolsi
tas

3.3.Reactivos

ltem | Reactivo Caracteristica Cantidad
1 Alcohol isopropilico 6 goteros
2 Aceite de inmersién 6 goteros

4. Indicaciones/instrucciones:

4.1 Se realizard una estricta observacion de las medidas de bioseguridad durante el desarrollo de la

prdctica.

4.2 Se entrega los protocolos de trabajo de los procedimientos a realizar.
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5. Procedimientos

Primero : Alteraciones de forma

Liamadas también poiquilocitosis. Entre éstos tenemos:

Esferocitos : Son hematies esféricos como unas pelotas, no son bicdncavos, presentan un didmetro
inferior al normal pero mds grueso.

Su vida media es de 14 dias, producen taponamiento de los vasos sanguineos. Se encuentran en la

enfermedad esferocitosis hereditaria o enfermedad de Mihkowski-Chauffard (defecto congénito de la

membrana eritrocitaria). También pueden ser adquiridos por factores extraeritrocitarios.

@
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Codocitos : Liamados también dianocitos. En la regién central presentan un drea con mayor contenido

hemoglobinico (zona densa). La interfase entre la membrana celular y el centro es transparente. Se
encuentran en hemoglobinopatias, talacemias, anemia ferropénica y en algunas hepatopatias cronicas
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Drepanocitos : Son hematies cuya membrana hemdtica se altera y se hace falciforme (forma de hoz o

(&

media luna). Su apariencia es propia del estado homocigoto de la hemoglobina S. Su enfermedad se

conoce como drepanocitosis hereditaria.
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Eliptocito : Los hematies son alargados (ovalocitos). Se encuentran en la enfermedad llamada

r

ovalocitosis hereditaria. Su presencia se debe a una alteracién congénita de la membrana del hematie,

aunqgue puede ser adquirida en caso de una anemia megalobldstica, ferropénica o arregenerativa.

NS, &

¢
°

Equinocitos : Las prominencias de la membrana eritrocitaria son distribuidas regularmente a lo largo de
toda su superficie. Aparecen por ejemplo en uremia, cuando los hematies son pobres en potasio y en
las hepatopatias neonatales, o pueden ser artefactos.
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Acantocitos : Las prominencias de la membrana eritrocitaria son distribuidas iregularmente y de

4

diferente longitud. Aparecen por ejemplo en cirrosis hepdtica.
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megalobldstica y talasemia.
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Son hematies en forma de Idgrima. Se encuentran en la anemia ferropénica, anemia

Esquistocitos : Son fragmentos hemdticos. Se encuentran en anemias hemoliticas, microangiopatias,
guemaduras y con mds evidencias en individuos esplenectomizados. También por traumatismos

mecdnicos, que ocurren en la vasculatura, en general por flamentos de fibrina o por prétesis cardiacas.
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Estomatocitos : Son hematies que en lugar de una deplecidn central clara tienen una banda pdlida
central que les da un aspecto de boca. Se hereda como cardcter autosémico dominante. Esta

enfermedad es causada por anormalidad hereditaria de la membrana eritrocitaria.

Segundo : INCLUSIONES ERITROCITARIAS

Punteado baséfilo : Son granulos basdfilos presentes en el citoplasma de los hematies. Puede tratarse de

un reticulocito por su elevado contenido de ARN. Se encuentra en una intoxicacion por plomo llamada

saturnismo.
e R T I e e e e
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Cuerpos de Heinz : Son formaciones redondeadas de hasta 3m de didmetro localizadas habitualmente
en la periferia de la célula. Se observan con colorantes para reticulocitos. Estos cuerpos son abundantes

en sujetos esplenectomizados.
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Anillos de Cabot : Se cree que sean restos de membrana nuclear eritrobldstica o restos después de una

mitosis anormal. Se observan en forma de anillo u ocho invertido. Pueden ser precipitados de ARN o

<O

Cuerpos de Howell-Jolly : Son restos de cromatina nuclear, resultados de la pérdida del ndcleo por parte

proteina carente de importancia diagndstica.

1e

e -

del normoblasto ortocromdtico hasta la conversidén del hematie. Se les considera signos de regeneracion

celular. Se observan en pacientes esplenectomizados.

Siderocitos : Son hematies con contenido de hierro libre no hemoglobinico de color verde azulado.

Grdnulos de Shuffner: Son grdnulos que presentan algunos hematies en caso de parasitismo por

plasmodium vivax.
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Granulos de Maurer: Son grdnulos de color violeta oscuro que se encuenfran en pacientes con

&0
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parasitismo por plasmodium falciparum.
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OTROS HALLAZGOS MORFOLOGICOS

Rouleaux : Es el apilamiento de los eritrocitos por disminucién de la repulsion natural entre los eritrocitos
altamente electronegativos. Ocurre ante la presencia de altos niveles plasmdaticos de globulinas o de
fiorinbgeno, que neutralizan la fuerza repulsiva entre los eritrocitos. Principales causas son el mieloma

multiple, macroglobulinemia de Waldenstrom, crioglobulinemias.

Aglutinacion eritrocitaria : son aglomerados irregulares de eritrocitos mediados por un mecanismo
inmunoldgico. Pueden ocurrir por auto-anticuerpos en frio (crioaglutininas) en caso de anemias

hemoliticas autoinmunes, algunas neoplasias o raramente en casos de hemoglobinuria paroxistica al frio.
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aglutinacion de eritrocitos

6. Resultados
1. Bl estudiante podrd reconocer las alteraciones de forma eritrocitaria.

2. Podrd diferenciar las diferentes inclusiones eritrocitarias.

7. Conclusiones

7.1 Las diferentes formas de los eritrocitos , tiene una causa posible de alteracién.
7.2 Sirealizamos una coloracién adecuada de nuestro frotis, nos serd fdcil identificar las inclusiones
eritrocitarias, de lo contrario los precipitados no nos permitirdn apreciarlos.

8. Sugerencias y /o recomendaciones

Referencias bibliogrdficas consultadas y/o enlaces recomendados

e  Garcia Espinoza, B., Rubio Campal, F. y Crespo Gonzales, M.R. (2015). Técnicas de andlisis hematoldgico (1°ed.).
Espafia: Sanidad Laboratorio Clinico y Biomédico.

e Ciesla, B. (2014). Hematologia en la prdctica (2° ed.). Philadelphia USA: Amolca.

e  Munoz Zambrano, M.E. y Mordn Cortijo, C.G. (2005). Manual de procedimientos de laboratorio en técnicas
bdsicas de hematologia. Lima: Ministerio de Salud, Instituto Nacional de Salud.

. Mérida de la Torre, F.J. y Moreno Campoy, E.E. (2015). Manual para técnico superior de laboratorio clinico y
biomédico (1° ed.). Madrid: Editorial Médica Panamericana.

e Bernard, H.J. (2007). El laboratorio en el diagndstico clinico (1° ed.). Madrid: Marbdn Libros., S.L.

e Rodak, B.F. (2010). Hematologia: Fundamentos y aplicaciones clinicas (2¢ ed.). Buenos Aires: Médica
Panamericana.
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Guia de practica N° 11
Identifica e interpreta las anemias ferropénicas y megaloblasticas
Seccion Docente: e
Fecha S ed e Duracién: 180 minutos

Instrucciones: Cumplir las normas de bioseguridad durante los procedimientos a realizarse.

1. Propésito /Objetivo :

Conoce e identifica las alteraciones en las anemias ferropénicas y megalobldsticas.

2. Fundamento Teérico

Las anemias microciticas tienen un VCM <80 fl y generalmente un CHCM < 32 %, las mds frecuentes son
las ferropénicas y las anemias de las afecciones cronicas. Para confirmar se realiza un perfil de hierro

En las anemias macrociticas por lo contrario tienen un VCM > 100 fl, y pueden aparecer en casos de
alcoholismo, hepatopatia, etc. Siel VCM es mayor a 120 fl se denominan anemias megalobldsticas. Las

anemias megalobldsticas se producen por déficit de vitamina B12 y/o dcido félico, que provoca un
defecto en la sintesis de ADN.

3. Equipos, Materiales y Reactivos

3.3. Equipos
ltem | Equipo Caracteristica Cantidad
1 Equipo hematoldgico Tres o cinco diferenciales 1 unid.
2 Microscopios binoculares 6 unid.
3.2 Materiales
ltem | Material Caracteristica Cantidad
1 Papel lente 8  bolsi
tas
3.3.Reactivos
ltem | Reactivo Caracteristica Cantidad
1 Alcohol isopropilico 6 goteros
2 Aceite de inmersién 6 goteros

4. Indicaciones/instrucciones:

4.1 Se realizard una estricta observacion de las medidas de bioseguridad durante el desarrollo de la

prdctica.
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5. Procedimientos

Primero :

1. Observaremos los histogramas de pacientes anémicos, y los clasificaremos de acuerdo a las
constantes corpusculares:
VCM, CHCM, RDW, Hb, Hto, RBC.

2. Los clasificaremos morfoldgicamente de acuerdo a las constantes corpusculares.

3. Realizaremos los estudios de reficulocitos de los pacientes para poder redlizar la clasificacién
fisiopatoldgica de los mismos.

4. Alos pacientes que tengan anemias microciticas hipocrémicas les realizaremos también un estudio
del perfil de hierro, para descartar el origen ferropénico.

5. Alos pacientes que presenten anemias de tipo macrociticos, se les realizard un estudio de vitamina
B12 y/o dcido fdlico.

6. También se realizard un estudio citomorfoldgicos de los eritrocitos, para poder observar las
alteraciones de los gldbulos rojos y sus inclusiones mds frecuentes y que nos ayuden a diferenciar las
anemias en estudio.

7. Readlizaremos las exposiciones de los casos estudiados.

6. Resultados
a. El estudiante tendrd la capacidad de diferenciar y caracterizar a las anemias microciticas.

b. El estudiante tendrd la capacidad de diferenciar y caracterizar a las anemias macrociticas.

7. Conclusiones
7.1 Para poder concluir que un paciente presenta una anemia microcitica hipocrémica y ésta sea de
tipo ferropénico, se le tiene que confirmar mediante un perfil de hierro.

7.2 De igual forma si a un paciente con anemia macrocitica se le realizard un dosaje de vitamina B12
y dcido félico para descartar sila causa es de tipo carencial.

8. Sugerencias y /o recomendaciones

Referencias bibliograficas consultadas y/o enlaces recomendados

e  Garcia Espinoza, B., Rubio Campal, F. y Crespo Gonzales, M.R. (2015). Técnicas de andlisis hematoldgico (1% ed.).
Espafa: Sanidad Laboratorio Clinico y Biomédico.
e Ciesla, B. (2014). Hematologia en la prdactica (2° ed.). Philadelphia USA: Amolca.
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Mufoz Zambrano, M.E. y Morén Cortijo, C.G. (2005). Manual de procedimientos de laboratorio en técnicas
bdsicas de hematologia. Lima: Ministerio de Salud, Instituto Nacional de Salud.

Mérida de la Torre, F.J. y Moreno Campoy, E.E. (2015). Manual para técnico superior de laboratorio clinico y
biomédico (1° ed.). Madrid: Editorial Médica Panamericana.

Bernard, H.J. (2007). El laboratorio en el diagndstico clinico (1° ed.). Madrid: Marbdn Libros., S.L.

Rodak, B.F. (2010). Hematologia: Fundamentos y aplicaciones clinicas (2° ed.). Buenos Aires: Médica
Panamericana.
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Guia de practica N° 12
Las anemias hemoliticas y fragilidad osmética
Seccidén DOCENTE: e
Fecha odod e, Duracién: 180 minutos

Instrucciones: Cumplir las normas de bioseguridad durante los procedimientos a realizarse.

1. Propésito /Objetivo :

Conoce e identifica las alteraciones en las anemias hemoliticas.

2. Fundamento Teérico

Las anemias hemoliticas se caracterizan por una alta destruccién de los gldbulos rojos, y la médula ésea
realiza un esfuerzo mayor por compensar ésta elevada pérdida. Este tipo de anemia se pueden
presentar por alteraciones en el propio glébulo rojo como por ejemplo las membranopatias, las
enzimopatias o en la hemoglobinuria paroxistica nocturna, también se pueden presentar por causas
inmunes, téxicas 6 infecciones. En las manifestaciones clinicas mds saltantes tenemos la esplenomegalia,

la ictericia, cdlculos biliares, etc.

3. Equipos, Materiales y Reactivos

3.4. Equipos
ltem | Equipo Caracteristica Cantidad
1 Equipo hematoldgico Tres o cinco diferenciales 1 unid.
2 Microscopios binoculares 6 unid.
3 Centrifuga de tubos 2 unid
3.2 Materiales
ltem | Material Caracteristica Cantidad
1 Papel lente 9  bolsi
tas
2 Tubos de vidrio 13 x 100 40 unid
3 Pipeta pasteur Con goteros 6 unid.
4 Tubos con EDTA 4 ml 2 unid
5 Agujas 21 x 1 2 unid.
) Ligadura 2 unid
7 Adaptadores de agujas 2 unid
3.3.Reactivos
ltem | Reactivo Caracteristica Cantidad
1 Alcohol isopropilico 6 goteros
2 Aceite de inmersidn 6 goteros
3 Solucion fisioldgica 9/1000 1 frasco
4 Agua destilada 0.5. It.
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4. Indicaciones/instrucciones:
4.1 Serealizard una estricta observacion de las medidas de bioseguridad durante el desarrollo de la

prdctica.

5. Procedimientos

Primero: ANEMIAS HEMOLITICAS
1. Observaremos los histogramas de pacientes anémicos, y los clasificaremos de acuerdo a las
constantes corpusculares:
VCM, CHCM, RDW, Hb, Hto, RBC.
Generalmente observaremos normocitosis y normocromia, a diferencia de la esferocitosis hereditaria
que podriamos ver VCM bajo y CHCM alta.

2. Observaremos la morfologia eritrocitaria

S o
il

3. Readlizaremos los estudios de reticulocitos de los pacientes para poder realizar la clasificaciéon

fisiopatolégica de los mismos. También realizaremos los cdlculos de indice de Produccién

&

Reticulocitaria.
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4. Si observamos la presencia de hematies nucleados seria muy importante realizar su recuento,

llegando incluso si existe un porcentaje considerable a realizar el cdlculo de leucocitos verdaderos.

5. Los estudios bioguimicos también son muy importantes, y tendriamos que realizar las bilirrubinas
totales y fraccionadas, el LDH y las haptoglobinas.
6. El estudio del coombs directo es muy importante.

Prueba de Coombs directa
pren 3

; N =
& Resultado positivo Legend
' Antigencs an b
y.;Moe Oe!
I gebuio rogo
Ardouenpo
X Sp Y
L A¥ Y numnno'rn;;c';i';)
r Q de Coombs)

.

Mueslra & sangre 1omada 06 un pacieate  LOS §lbuios rojos lavados Los ghbules rojos se aglutinan:

con anemia hemolitica. se indcan los _ s= ncuban con antcuerpos anll-humanos vinculan las
anticuerpos ligados a la superfice de los anticuerpos anti-humanos céiulas, unkndoss 3 los anticusrpas an
glébuios rojos. (reactivo da Coombs). ioe gldbulos rojos

7. También se realizard un estudio citomorfoldgicos de los eritrocitos, para poder observar las
alteraciones de los gldbulos rojos y sus inclusiones mds frecuentes y que nos ayuden a diferenciar
las anemias en estudio.

8. Realizaremos las exposiciones de los casos estudiados.

SEGUNDO : FRAGILIDAD OSMOTICA
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El estudio de la fragilidad osmética de los hematies valora la resistencia de los eritrocitos a soluciones
de presion osmébtica decreciente, en condiciones constantes de pH y de temperatura. Para ello, se
enfrentan los hematies problema a soluciones tamponadas de cloruro sdédico cuya concentraciéon es

decreciente a partir de 9 gramos por mil (soluciones hipotdnicas).

Cuando los eritrocitos estdin en contacto con soluciones hipotdnicas, penetra agua a través de su
membrana y se hinchan. Al hincharse los hematies, una parte de la Ho que contienen puede salir al
exterior a fravés de los poros de su membrana. Si la entrada de liquido es excesiva, los hematies se

rompen y dejan libre toda la Ho que engloban(hemdlisis).

En condiciones normales, un eritrocito puede aceptar sin hemolizarse una enfrada de agua que

incremente su volumen en un 70% como mdximo.

1. Preparar una bateria de soluciones de cloruro sédico, a concentraciones decrecientes, de la

forma que indica a continuacion:

Tubo n®

Agua
destilada

(Gotas)

Suero
fisioldgico
tamponado 1817 (16|15 |14 13 12|11 (10| 9 8 7 6 5 4 3 2 1

(gotas)

Concentracién

obtenida 9858|757 |65|6|55|5|a5[4|35[3[25|2[15)1]05

(eng/l)

2. Anadir a cada tubo 1 gota (0,05 ml = 50 ul) de sangre completa. Esto ha de hacerse de forma
que la gota llegue a la solucién de cloruro sédico sin que toque la pared interna del tubo.

3. Agitar suavemente los tubos.

4. Dejar los tubos en reposo, al menos 30 minutos, a temperatura ambiente (unos 25 °C)

5. Centrifugar los tubos a 2000 revoluciones por minuto (rpm), durante 5 minutos. En vez de
centrifugar los tubos, también se pueden dejar simplemente en reposo, durante 3 horas.

6. La lectura puede ser visual o espectrofotométrica, si es visual observar en donde empieza la
hemodlisis.

6. Resultados

a. El estudiante tendrd la capacidad de diferenciar y caracterizar a las anemias hemoliticas
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b. El estudiante tendrd la capacidad de realizar el test de fragilidad osmdtica.

7. Conclusiones

7.1 Se tiene que redlizar una serie de estudios para diferenciar la anemia hemolitica.
7.2 Eltest de fragilidad osmética se usa en estudios de posibles casos de esferocitosis hereditaria.

8. Sugerencias y /o recomendaciones

Referencias bibliogrdficas consultadas y/o enlaces recomendados

e  Garcia Espinoza, B., Rubio Campal, F. y Crespo Gonzales, M.R. (2015). Técnicas de andlisis hematoldgico (1 ed.).
Espana: Sanidad Laboratorio Clinico y Biomédico.

e Ciesla, B. (2014). Hematologia en la practica (2° ed.). Philadelphia USA: Amolca.

e Munoz Zambrano, M.E. y Morén Cortijo, C.G. (2005). Manual de procedimientos de laboratorio en técnicas
bdsicas de hematologia. Lima: Ministerio de Salud, Instituto Nacional de Salud.

. Mérida de la Torre, F.J. y Moreno Campoy, E.E. (2015). Manual para técnico superior de laboratorio clinico y
biomédico (1° ed.). Madrid: Editorial Médica Panamericana.

e  Bernard, H.J. (2007). El laboratorio en el diagndstico clinico (1° ed.). Madrid: Marban Libros., S.L.

e Rodak, B.F. (2010). Hematologia: Fundamentos y aplicaciones clinicas (2 ed.). Buenos Aires: Médica
Panamericana.
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Guia de prdctica N° 13

Tiempo de sangria y recuento de plaquetas

Seccion Docente: oo

Fecha edeid e Duracién: 180 minutos

Instrucciones: Cumplir las normas de bioseguridad durante los procedimientos a realizarse.

1. Propésito /Objetivo :

Realiza correctamente el tiempo de sangria

2. Fundamento Teérico

Mide el tiempo que demora desde la puncién hasta la formacién de un trombo blanco plaquetario., es
una prueba que se valora in vivo para ver en gque tiempo para el sangrado ocasionado por la lanceta.
Este ensayo se lleva a cabo:

[0 Para diagnosticar ciertos padecimientos hemorrdgicos.

[ Antes de realizar operaciones quirlrgicas.

[0 Antes de efectuar una puncién en el higado o el bazo.

3. Equipos, Materiales y Reactivos

3.1. Equipos
ltem | Equipo Caracteristica Cantidad
1 Equipo automatizado de 3 6 5 diferenciales 1 unid.
hematologia
2 Microscopios binoculares 6 unid.
3.2. Materiales
ltem | Material Caracteristica Cantidad
1 lancetas Descartables 6 unid.
2 cronémetro 3 unid.
3 Tubos con EDTA 4 mi 6 unid.
4 Papel filtro Tiras de 1 cm x 4 cm 6 unid.
5 Agujas 21x 1 6 unid.
[ algodén 50 r
3.3.Reactivos
ltem | Reactivo Caracteristica Cantidad
1 Alcohol 700 10 ml

4. Indicaciones/instrucciones:
4.1 Se realizard una estricta observacion de las medidas de bioseguridad durante el procesamiento de

las muestras.

4.2 Se enfrega los protocolos de trabajo de los procedimientos a realizar.

5. Procedimientos
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Primero : TIEMPO DE SANGRIA
1. Limpie con suavidad el l6bulo de la oreja utilizando una pieza de algoddn embebida en
alcohol. No frote. Déjese secar.
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2. Haga la incisidén en el I16bulo de la oreja con cierta profundidad, al mismo tiempo cronometrar.
La sangre deberd fluir lioremente sin que se necesite exprimir el [6bulo de la oreja.

3. Después de 30 segundos. Recoja la primera gota de sangre en una esquina del papel secante.
No toque la piel con el papel.

4. Espere otros 30 segundos y recoja la segunda gota de sangre con el papel secante, un poco mds
adelante de la primera, y luego cada 15 segundos.

-

e
5. Cuando las gotas de sangre dejen de fluir, detener el crondmetro (o anote el tiempo transcurrido
segun el reloj, o contar el nUmero de gotas recogidas en el papel secante.

Resultados
Comunigue el tiempo de sangrado expresando en minutos y segundos.
Observaciones

Si el fiempo de sangrado se prolonga examine una extensidén de sangre tefida segin el método de
Romanowski para observar silas plaguetas son escasas.

Interpretacion del resultado

El valor de referencia del tiempo de sangria segun este método es de 1 a 4 minutos.

Segundo: Recuento de plaquetas

Haremos uso del equipo automatizado para poder readlizar el recuento de plaquetasy poder realizar
el estudio de su histograma y los valores obtenido relacionados a las plaquetas.
Correlaciondndolo con el recuento de plaguetas indirecto en Idmina.

VALORES NORMALES
150,000 — 400,000 plaguetas / mm3

6. Resultados

1. El estudiante estard en la capacidad realizar correctamente el tiempo de sangria.
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2. Andlizard los pardmetros de evaluacion de la serie plaguetaria en el hemograma automatizado.

7. Conclusiones
7.1 Eltiempo de sangria es muy importante como parte laboratorial de la hemostasia primaria.
7.2. Elrecuento de plaguetas nos ayuda a saber cuantos son, y si su morfologia es normal o se encuentra

alterada.

9. Sugerencias y /o recomendaciones

Referencias bibliograficas consultadas y/o enlaces recomendados

e  Garcia Espinoza, B., Rubio Campal, F. y Crespo Gonzales, M.R. (2015). Técnicas de andlisis hematoldgico (1% ed.).
Espafa: Sanidad Laboratorio Clinico y Biomédico.

e Ciesla, B. (2014). Hematologia en la practica (2° ed.). Philadelphia USA: Amolca.

e Munoz Zambrano, M.E. y Mordn Cortijo, C.G. (2005). Manual de procedimientos de laboratorio en técnicas
bdsicas de hematologia. Lima: Ministerio de Salud, Instituto Nacional de Salud.

. Mérida de la Torre, F.J. y Moreno Campoy, E.E. (2015). Manual para técnico superior de laboratorio clinico y
biomédico (1° ed.). Madrid: Editorial Médica Panamericana.

e Bernard, H.J. (2007). El laboratorio en el diagndstico clinico (1° ed.). Madrid: Marbdn Libros., S.L.

e Rodak, B.F. (2010). Hematologia: Fundamentos y aplicaciones clinicas (2° ed.). Buenos Aires: Médica
Panamericana.
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Guia de practica N° 14
Evaluacidn via extrinseca: Tiempo de Protrombina
Seccién DOCENTE: oo
Fecha edeid e Duracién: 180 minutos

Instrucciones: Cumplir las normas de bioseguridad durante los procedimientos a realizarse.

1. Propésito /Objetivo :

Realiza correctamente el tiempo de protrombina

2. Fundamento Teérico

La valoracion de la via extrinseca mediante el uso del Tiempo de Protrombina, constituye una

herramienta de rutina para el diagndstico de las enfermedades hemorrdgicas.

El fendbmeno de la coagulacién puede desencadenarse por una ‘“via extrinseca” (lesion tisular) o por
una “via intrinseca” (contacto de la sangre con epitelios distintos del vascular normal). La determinacién
del Tiempo de Protrombina o Tiempo de Quick es una prueba global para evaluar la coagulacion
extrinseca, siendo sensible a: factor Il o protrombina, factor V o proacelering, factor VII o proconvertina y
factor X o Stuart-Prower. Por lo tanto la determinacion se aplica a:

- estudios de rutina en los andlisis prequirdrgicos;

- detecciéon de alteraciones en los niveles de uno o mds factores involucrados en la via extrinseca;

- control de la terapéutica con anticoagulantes orales.

3. Equipos, Materiales y Reactivos

3.2. Equipos
ltem | Equipo Caracteristica Cantidad
1 Bafio maria 1 unid.
2 coaguldmetro 1 unid.
3.2. Materiales
ltem | Material Caracteristica Cantidad
1 Tubos de vidrio Muy limpios 12 unid.
2 cronémetro 3 unid.
3 Tubos con citrato de sodio 4 ml 12 unid.
5 Agujas 21 x 1 6 unid.
[ algodén 50 gr
7 Cups para coagulémetro 12 unid.
8 Pipetas automaticas 50 - 100 ul 6 unid.
9 Tips azules 20 unid
10 Tips amarillos 20 unid
11 Adaptadores toma muestra 6 unid.
12 Tubos al vacio sin anticoagulante | 4 ml o 6 ml 6 unid
3.3.Reactivos
ltem | Reactivo Caracteristica Cantidad
1 Alcohol 700 10 ml
2 Reactivo para tiempo de Frascos 3 unidad

protrombina
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4. Indicaciones/instrucciones:

5.

4.1 Se realizard una estricta observacion de las medidas de bioseguridad durante el procesamiento de

las muestras.

4.2 Se enfrega los protocolos de trabajo de los procedimientos a realizar.

Procedimientos

Primero : TIEMPO DE PROTROMBINA

>
>

Colocar el plasma (desconocido o control) en bano de agua a 370 C durante 2-3 minutos.

En un tubo de vidrio, colocar 0,2 ml de Reactivo reconstituido y preincubar a 370 C durante 2-3
minufos.

Pipetear 100 ul del plasma preincubado, disparando simultdneamente el crondmetro.

Mantener el tubo dentro del bano y cerca de una fuente de luz. Previo al tiempo estimado de
coagulacién, sacar el fubo del bano, inclinar suavemente una o dos veces por segundo y detener
el crondmetro en el momento de la aparicion del codgulo.

Calcular el tiempo promedio de coagulacion de la determinacién por duplicado para cada
plasma (desconocido o control). Si la diferencia entre los replicados de una misma muestra es
mayor del 5%, se aconseja repetir el procedimiento desechando los valores anteriores.

En caso de emplear un instrumento de medicidn, deben seguirse las instrucciones del fabricante
del mismo.
Observaciones:

Valores de referencia

Tiempo de Protrombina o Tiempo de Quick: 10 - 14 seg

Resultados

Los resultados pueden expresarse de distintas formas:

1- Tiempo de Protrombina o Tiempo de Quick en segundos.

Segundo: TIEMPO DE COAGULACION

Método

1. Mediante una jeringa de material pldstico extraiga poco mds de 3 mL de sangre venosa,
puncione la vena rdpidamente, de la manera adecuada. Cronometrar el tiempo desde el
momento que la sangre al tubo.

2. Colocar en bano maria a 37 °C.
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3. Después de 3 a 5 minutos sacar el primer tubo del baio maria. Inclinar hacia un plano de 90° en
rotacion a intervalos de 30 segundos hasta que la sangre coagule (la sangre no fluye cuando el
tubo estd en posicion horizontal)

4. Examine el segundo tubo inmediatamente después que haya coagulado la sangre del primero,
lo que porlo general esinmediato. Cronometrar. Se notifica como tiempo de coagulacién la media
de los dos tubos.

Resultados
El tiempo normal de coagulacion en tubo es de 5 a 15 minutos a 37 °C.
Interpretacion

+ El tiempo de coagulacién estd prolongado cuando hay severa deficiencia de todos los factores
de coagulacién, excepto en la trombocitopenia y deficiencia de factor VIl o Xlll. También estd
prolongado en presencia de heparina o anticoagulantes circulantes enddgenos. Un tiempo de
coagulacién normal no excluye un desorden de la hemostasia.

6. Resultados
1. El estudiante estard en la capacidad de redlizar correctamente el tiempo de protrombina.

2. Podrd realizar la medicién del tiempo de coagulacion.

7. Conclusiones
7.1 El tiempo de protrombina es muy importante para medir la via extrinseca de la coagulacién.

7.2. El tiempo de coagulacién nos permite medir las alteraciones en la concentracién del factor Vil o
XII.

10. Sugerenciasy /o recomendaciones

Referencias bibliograficas consultadas y/o enlaces recomendados

e  Garcia Espinoza, B., Rubio Campal, F. y Crespo Gonzales, M.R. (2015). Técnicas de andlisis hematoldgico (1% ed.).
Espafia: Sanidad Laboratorio Clinico y Biomédico.

e Ciesla, B. (2014). Hematologia en la prdactica (2° ed.). Philadelphia USA: Amolca.

e Munoz Zambrano, M.E. y Mordn Cortijo, C.G. (2005). Manual de procedimientos de laboratorio en técnicas
bdsicas de hematologia. Lima: Ministerio de Salud, Instituto Nacional de Salud.

e  Mérida de la Torre, F.J. y Moreno Campoy, E.E. (2015). Manual para técnico superior de laboratorio clinico y
biomédico (1° ed.). Madrid: Editorial Médica Panamericana.

e  Bernard, H.J. (2007). El laboratorio en el diagndstico clinico (1° ed.). Madrid: Marban Libros., S.L.

e Rodak, B.F. (2010). Hematologia: Fundamentos y aplicaciones clinicas (2° ed.). Buenos Aires: Médica
Panamericana.
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Guia de practica N° 15
Evaluacidn via intrinseca: Tiempo de Tromboplastina parcial activada
Seccion Docente: .o,
Fecha Y SO S Duracién: 180 minutos

Instrucciones: Cumplir las normas de bioseguridad durante los procedimientos a realizarse.

1. Propésito /Obijetivo :

Realiza correctamente el tiempo de fromboplastina parcial activada

2. Fundamento Teérico

El ensayo se basa en la medida del fiempo que tarda en coagular un plasma descalcificado, colocado
en un bano a 370 C y en presencia de un exceso de cefalina, activador y calcio

3. Equipos, Materiales y Reactivos

3.3. Equipos
ltem | Equipo Caracteristica Cantidad
1 Bafio maria 1 unid.
2 coagulémetro 1 unid.
3.2. Materiales
ltem | Material Caracteristica Cantidad
1 Tubos de vidrio Muy limpios 12 unid.
2 cronémetro 3 unid.
3 Tubos con citrato de sodio 4 ml 12 unid.
5 Agujas 21x1 6 unid.
[ algoddn 50 gr
7 Cups para coagulédmetro 12 unid.
8 Pipetas automaticas 50 - 100 ul 6 unid.
9 Tips azules 20 unid
10 Tips amarillos 20 unid
11 Adaptadores toma muestra 6 unid.
3.3.Reactivos
ltem | Reactivo Caracteristica Cantidad
1 Alcohol 700 10 ml
2 Reactivo para tiempo de TPTK Frascos 3 unidad
3 Cloruro de calcio frasco 1 unidad

4. Indicaciones/instrucciones:

4.1 Se realizard una estricta observacion de las medidas de bioseguridad durante el procesamiento de

las muestras.

4.2 Se enfrega los protocolos de trabajo de los procedimientos a realizar.
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5. Procedimientos

Primero : TIEMPO DE TROMBOPLASTINA PARCIAL ACTIVADA

> Precalentar el Reactivo B antes de realizar la prueba en bafio de agua a 370 C.

> En un tubo de vidrio colocar: Muestra (plasma desconocido o control) y 100 ul Reactivo A
(homogeneizado) 100 ul

» Mezclar e incubar 3 minutos a 370 C,

> Luego agregar: Reactivo B (a 370 C) 100 ul

> Disparar simultdneamente un crondmetro. Agitar brevemente para homogeneizar el contenido,
mantener en el bafio unos 25 segundos. Luego sacar el tubo del bafio, inclinar suavemente una
vez por segundo y detener el crondmetro en el momento de la formacidn del codgulo. Tomar nota
del tiempo de coagulacion.

Valores de referencia

33-48 seg

Resultados

Los resultados pueden expresarse como tiempo de tromboplastina parcial activada en
segundos.

6. Resultados

1. El estudiante estard en la capacidad de realizar correctamente el tiempo de tromboplastina parcial
activado.

7. Conclusiones

7.1 El tiempo de tfromboplastina parcial activado nos evalla la via intrinseca y la via comun.

11. Sugerencias y /o recomendaciones

Referencias bibliograficas consultadas y/o enlaces recomendados

e  Garcia Espinoza, B., Rubio Campal, F. y Crespo Gonzales, M.R. (2015). Técnicas de andlisis hematoldgico (1°ed.).
Espana: Sanidad Laboratorio Clinico y Biomédico.

e Ciesla, B. (2014). Hematologia en la prdctica (2° ed.). Philadelphia USA: Amolca.

e  Muhoz Zambrano, M.E. y Mordn Cortijo, C.G. (2005). Manual de procedimientos de laboratorio en técnicas

bdsicas de hematologia. Lima: Ministerio de Salud, Instituto Nacional de Salud.
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Mérida de la Torre, F.J. y Moreno Campoy, E.E. (2015). Manual para técnico superior de laboratorio clinico y
biomédico (1° ed.). Madrid: Editorial Médica Panamericana.
Bernard, H.J. (2007). El laboratorio en el diagndstico clinico (1° ed.). Madrid: Marbdn Libros., S.L.

Rodak, B.F. (2010). Hematologia: Fundamentos y aplicaciones clinicas (2¢ ed.). Buenos Aires: Médica
Panamericana.
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Guia de prdctica N° 16

Hemograma automatizado

Seccion Docente:

Fecha edeid e Duracién: 180 minutos

Instrucciones: Cumplir las normas de bioseguridad durante los procedimientos a realizarse.

1. Propésito /Objetivo :

Realiza correctamente el procesamiento e interpretacion del hemograma automatizado.

2. Fundamento Teérico

Los equipos automatizados determinan multiples pardmetros, unos por andlisis directo y otros por cdlculo
de las tres series celulares. Es muy importante conocer la tecnologia para saber interpretar
adecuadamente los resultados, porque los modelos de analizadores van mejorando constantemente,
es imposible estudiarlos, y l1o mejor que podriamos hacer es visitar su pdgina Web para conocer las
novedades de sus equipos

3. Equipos, Materiales y Reactivos

3.4. Equipos
ltem | Equipo Caracteristica Cantidad
1 Equipo hematoldgico 1 unid.
automatizado

3.2. Materiales

ltem | Material Caracteristica Cantidad
1 Agujas 21x 1 6 unid.
2 algodén 50 gr
3 Tubos con EDTA 4 ml 12 unid.
5 Adaptadores toma de muestra descartables 6 unid.

3.3.Reactivos

Item | Reactivo Caracteristica Cantidad
1 Alcohol 700 10 ml

4. Indicaciones/instrucciones:

4.1 Se realizard una estricta observacion de las medidas de bioseguridad durante el procesamiento de

las muestras.

4.2 Se entrega los protocolos de trabajo de los procedimientos a realizar.

5. Procedimientos
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Primero : FASES PARA EL ANALISIS DE SANGRE EN UN CONTADOR HEMATOLOGICO
1°  Aspiracién y division de la muestra

2° Procesamiento de la muestra

3° Determinacién analitica de la célula o del pardmetro de interés.

4°  Procesamiento de las senales y emisiéon de resultados.

M uestra de
sangre
armMocoaguiaca
1. 1
2 ——— . 1 | PROCESAMIENTO
MUESTREO PRMESAM!ENTO i | MEDICION J DE SEfALES
Aspraciony ™ Dilucion y - Recusrao Def
| fraccionamiento | | etiquetado [ | celutas y mmmafo | m;m
-
Resutacdos
Células pequenas - ! Celulas s grandes

Aportuta

/Con &nte sheclica
===

I ARurs oai pu3o

0

/Mmlura
/Canmr to abdciica

¢

Altura 321 m
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IMPEDANCIA ELECTRICA PARA EL RECUENTO DE HEMATIES Y PLAQUETAS

Durante la fase de conteo con esta metodologia de impe-
dancia cada particula o célula que pasc a través de la
apertura generarda un impulso elécrrico. La amplicud de
este impulso eléctrico correspondera de manera propor-
cional al tamano de la particula (volumen celular).

Cada impulso proveniente de eritrocitos y plaquetas es
ordenado en base a su amplitud vy colocado en un
histograma con 256 canales o diferentes tamanos de im-
pulso.

e}
GENERACION DE HISTOGRAMA E
ol [T TTTTT] |
L | | | 11}
2 7 >
2 5 L
= =
a & 35
F 4 =
= 3
S 2
< 19 0 50 100 150 200
24 8586 B7 88 89 9061 92 93 TAMANO

La dilucidn de eritrocitos contiene ios tres tipos celulares. Por elio, el histograma de serie roja puede ser utilizado
para mostrar graficamente las relaciones entre cada tipo celular.
PLAQUETAS, localizadas en la region izquierda lejana.

MICROCITOS Y FRAGMENTOS CELULARES, localizados a la
izquierda de la poblacién celular normal.

oot
vt e

crppn

ERITROCITOS NORMALES Y RETICULOCITGS,

‘ localizados entre la poblacion normal y la macrocitica.
H i :
3 [
; ! P
i : ‘ MACROCITOS, localizados a la derecha de la poblacion celular
i l Pl normal-por encima de los 150 fi.
H 38
H i R
! oY

ST LTI NRR—

RBC
O
| 1 l W
50 100 150 4 208
f 2
i B
F LINFOCITOS, localizados en la region
i comprendida entre 190 y 220 fl.

AGREGADOS CELULARES, localizados en la
region comprendida entre 150 y 180 fl.

RECUENTO DE PLAQUETAS

ucontinental.edu.pe | 71



PLT J s,

Gestion Curricular

|
|
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|

20

La alarma LRI aparece acompanando & la aifra de plaquetas para indicar interferencias en Ia regién baja (LRI): se debe
a la acumutacion de datos en ia zana de 2-3 | Se activa por una o varias de ‘as siguientes causas:

* Microplaquetas
* Fragmentos celulares
= Cricglobulinas

PLT 2

* Inciusiones eritrocitarias
* Hemdlisis
* Residuos en el onfico del transductor

20 25 30

La slarma URI aparace acempafiando a [a cifra de plaguetas para indicar interferencias en la region alta (URI), se debe
A la acumulzcion de plaquetss y eritrocitos enlre los 20 y 40 1l Esta alarma se sctiva por una o varias de |as siguientes causas:

* Macroplaquatas
* Eritrocitos microciticos
* Agregados plaquaetanos

* Entrocites fragmentados
« Salelitosis plaguetana

La medicion del volumen de las células blancas mediante impedancia es posible gracias a la accidon del
reactivo lisante, el cual no realiza una lisis indiscriminada de las membranas celulares puesto que va a lisar
las membranas eritrocitarias selectivamente con la ventaja adicional de liberar la Hb para su posterior
medicion colorimétrica. En las células blancas, el lisante va a ocasionar que la membrana se adhiera al
ndcleo de la célula, y va a ocasionar que la distribucién del tamano celular no sea igual a la percepcién

microscopica del tamano celular.

ucontinental.edu.pe | 72



[ e— Gestién Curricular

\ MID

- A\ ~ P - ~Ar " -
o 00 150 200 250 300 3t

La zona de los linfocitos v&4 de 35 - 98 fl, también se pueden encontrar hematies nucleados,
macroplaquetas, agregados plaquetarios, eritrocitos con lisado incompleto, linfocitos atipicos o blastos.

REGION MID (MIXTOS) va de 98 a 135 fl, las células que se encuentran en ésta drea son generalmente
eosindfilos, baséfilos, monocitos aunque pueden ubicarse también blastos y plasmocitos. El R2 se activa
cuando hay mayor de células plasmdticas, eosindfilos, y basdfilos. El R3 si estdn alrededor de los 135 fl y
pueden ser los abastonados por ejemplo.

REGION GRAN (135-345 fl) generalmente se encuentran los granulocitos neutréfilos, en un 20% de casos los
eosindfilos pueden ubicarse en ésta regidn cercana a los 135 fl y nos puede dar la alarma R3, la alarma R4
se encuentran alrededor de los 350 fl y estd relacionada con granulocitosis o neutropenia.
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ALARMAS

SMALLEST CELLS LARGEST CELLS

RO:RI R2:R2 RS:R(!

WBC

RO — Region 0
R1 — Region 1
R2 — Region 2
R3 — Region 3
R4 — Region 4

EQUIPOS AUTOMATIZADOS 5 DIFERENCIALES

DOSAJE DE HEMOGLOBINA

- -'.'-~‘ l
H B \ T monocromador detector
Lente

Lampara Colda .
de muestra |™eMesdx [lectura

SRBCHP

n el
Hbnometro a

520 - 540nm

REACCION

OXIDACION
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VENTAJAS DE LA AUTOMATIZACION

CALIDAD:

v Mejora la precisién y exactitud.

v Aumento de la confiabilidad de los resultados.

v" Reduccién del error humano (manual)

DISMINUYE EL TIEMPO DE PRODUCCION

v' Procesamiento de mayor cantidad de muestras al mismo tiempo.

v' Aumenta la bioseguridad.

v' El andlisis automatizado supera ampliamente en precision y exactitud al andlisis manual

MAYOR REPRODUCIBILIDAD DE LOS RESULTADOS

REPRODUCIBILIDAD MANUAL AUTOMATIZADO

ERITROCITOS 11% 1%

LEUCOCITOS 16% 2%

PLAQUETAS 22% 4%

VCM 9.5% 1%

HCM 10% 1.5%

DISPERSOGRAMA / SCATTERGRAMA

DEFINICION

Grafico estadistico que
representa la distribucion de
dos variables en una
muestra. Una variable se
representa graficamente en
el eje vertical; la otra en el
horizontal. Un
dispersograma demuestra
el grado o tendencia de
presentacion de las
variables en relacion mutua.
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INTERPRETACION DEL DISPERSOGRAMA

IS : Frontal Scatter / Dispersion Frontal / Informacion sobre el Tamano celular

SS : Side Scatter / Dispersion Lateral / Informacién sobre Complejidad Celular

Left Shift
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HISTOGRAMADE
PLAQUETAS

Un grifico que siga la linea roja debe
interpretarse como posible agregacion
extravascular de la misma no puede
determinarse) o con un aumento en el
mimero de plaquetas grandes,
fragmentos celulares (membranas de
globulos rojos)

Un grifico que siga la linea verde debe

interpretarse como interferencia D 5 1 0 ‘] 5 20 25 ﬂ_

globulos rojos de menos de 30
fl.(recordar que tanto plagquetas como
globulos rojos semiden por impedancia
e Una misma camara v de manera
simultanea )

HISTOGRAMADE
GLOBULOS ROJOS

El Histograma de Globulos Rojos se
aprecia como una distribucién cercanaa
la normal.

Observe la distribucidn casi simétrica de
la poblacion con el pico de la poblacion
cercana alos 87 fl. Observe ademds que
existen hematies debajo delos 50 fl. Y
encima de los 100 fl.

50 100 150 200 fIL

El ancho de hase de la campana
representa el nivel de variahilidad dela

Laposicion de la campana sobre el gje
horizontal representala tendencia Micro,
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100
Mormal people, the EBC Dimorpholozic EBC histogram,
histogram shape is in perfect indicating anisocytosis. From a
Gaussian distribution. rectal cancer patient

100

Mlicrocytosis, the EBC Dimorpholozic EBC histogram.
dominant peak movwes to left From a recovery of Iron-

From a 34-srear old deficiency anemia ESEEEE
outpatient. patient,

Resultados

Los resultados de todos los items en estudio se ddn en forma impresa, y con los valores de referencia
considerados para cada item.

6. Resultados

1. El estudiante estard en la capacidad de realizar correctamente el hemograma automatizado e
interpretar sus resultados emitidos e histogramas-

7. Conclusiones

7.1 El hemograma automatizado nos brinda un diagndstico hematoldgico muy amplio pero que tiene

que ser corroborado por el estudio del frotis sanguineo.

12. Sugerenciasy /o recomendaciones

Referencias bibliograficas

e  Garcia Espinoza, B., Rubio Campal, F. y Crespo Gonzales, M.R. (2015). Técnicas de andlisis hematoldgico (19 ed.).
Espana: Sanidad laboratorio clinico y biomédico.

e Ciesla, B. (2014). Hematologia en la prdctica (2° ed.). Philadelphia USA: Amolca.
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Mufoz Zambrano, M.E. y Morén Cortijo, C.G. (2005). Manual de procedimientos de laboratorio en técnicas
bdsicas de hematologia. Lima: Ministerio de Salud, Instituto Nacional de Salud.

Mérida de la Torre, F.J. y Moreno Campoy, E.E. (2015). Manual para técnico superior de laboratorio clinico y
biomédico (1° ed.). Madrid: Editorial Médica Panamericana.

Bernard, H.J. (2007). El laboratorio en el diagndstico clinico (1° ed.). Madrid: Marban Libros., S.L.

Rodak, B.F. (2010). Hematologia: Fundamentos y aplicaciones clinicas (2° ed.). Buenos Aires: Médica
Panamericana.
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