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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, fumar y 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.

Debe prohibirse pipetear con la boca.

Las agujas y ofros objetos punzocortantes contaminados con sangre y otros 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) deben 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. Las 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 ufilizados para procesar las muestras se presentan con
contaminacion visible o cuando requieren mantenimiento o reparacién, deben de
desinfectarse, ya sea dentro del laboratorio o por un servicio de reparacién del
fabricante.
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Guia de laboratorio N° 1

Las células sanguineas

Gestion Curricular

Seccion

Fecha

D [ /202....

...................... DOCENTE. e

Duracion: 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. Propdsito /Objetivo :

Reconocer la morfologia de las células sanguineas.

2. Fundamento Teérico

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
ltem | 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 realizard la descripcidn de las partes del microscopio, y sus funciones.

4.2 Cuidados del microscopio.

5. Procedimientos:

Primero : Reconocimiento de la serie roja

Glébulo rojo : 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 bicdncava.
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Eritrocitos <_

Segundo : Reconocimiento de las plaquetas

Las plaguetas 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 leucocitos

Dentro de los leucocitos, tenemos varias células, que los podriamos clasificar en granulocitos y
agranulocitos, mononucleares y polimorfonucleares, intfentaremos reconocerlas y describirlas de
acuerdo a sus caracteristicas mds sobresalientes. Los leucocitos poseen nicleo poseen un solo nicleo
(mononucleares) y otros se encuentran fragmentados y los conoceremos como los polimorfonucleares,
también es importante que te fijes en las caracteristicas de su citoplasma, spresentan o no grdnulos, las
caracteristicas de su cromatina.
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1. El estudiante reconocerd la morfologia de un eritrocito.

6. Resultados

2. Serd capaz de identificar a las plaguetas.

3. El estudiante identificard a los leucocitos.

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 glébulos rojos no poseen nucleo, ni organelas.

7.3 Losleucocitos, se diferencian morfolégicamente por el tamano celular y la consistencia de la
cromating, presencia o ausencia de grdnulos, etc.

8. Sugerencias y /o recomendaciones

Referencias bibliogrdficas consultadas y/o enlaces recomendados

e  Garcia Espinoza, Benjamin. Rubio Campal, Faustina, Crespo Gonzales, Maria Rosario (2015). Técnicas de andlisis
hematoldgico. 1° ed. Espana: Sanidad Laboratorio Clinico y Biomédico.

e Ciesla, Betfty (2014). Hematologia en la Practica. 2° Ed. Philadelphia USA : Amolca.

¢  Mufoz Zambrano Maria E.; Mordn Cortijo, Cecilia G.(2005). Manual de procedimientos de laboratorio en
técnicas bdsicas de hematologia. Lima: Ministerio de Salud, Instituto Nacional de Salud.

¢ Mérida de la Torre Francisco Javier, Moreno Campoy, Elvira Eva (2015). Manual para Técnico Superior de
Laboratorio Clinico y Biomédico. 1° ed. Madrid: Editorial Médica Panamericana.

e Henry John Bernard. (2007). El Laboratorio en el Diagndstico Clinico. 1° ed. Madrid : Marbdn Libros., S.L.

¢ Rodak Bernadette F. (2010). Hematologia : Fundamentos y Aplicaciones Clinicas. 2% ed. Buenos Aires : Médica
Panamericana.
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Guia de laboratorio N° 2;

Las células sanguineas : Los granulocitos

SECCION i i DOCENTE: oo

Fecha D [oo.... /202.... Duracion: 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 gldbulos blancos se originan desde una célula madre pluripotente, y ésta dd origen a una célula
madre mieloide y a una célula madre linfoide. Los mieloblastos dan origen a los tres tipos de granulocitos.
Los granulocitos tienen grdnulos visibles y se desarrollan solo en la médula dsea y éstos a su vez se dividen
de acuerdo con el tipo de reaccién neutrdfila, eosindfila o basédfila, detectada en los grdnulos cuando
se tinen de manera diferencial con una tincién tipo Romanowsky. Los granulocitos pueden encontrarse
en concenfraciones elevadas en cuatro lugares: médula ésea, circulando libremente en la sangre
periférica, marginados contfra 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 extrainos para el organismo ( neutréfilos, eosindfilos y
monocitos) y la de los basdfilos 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
ltem | 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 realizard la descripcion tedrica y practica 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.

5. Procedimientos

Primero :

Neutréfilos : Se llaman neutréfilos porque con los colorantes convencionales no se colorean ni con las
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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 nicleo en los abastonados, hasta adquirir casi fragmentada en el
neutréfilo segmentado.

Es una célula redondeada, su didmetro varia entre 10 a 14 um, su ndcleo 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 nicleo
presenta hendiduras pero sin llegar a sementarse, generalmente con la forma de una hoja de trébol.
Su citoplasma estd llleno de grandes grdnulos fuertemente basdfilos, que se tinen de color azul intenso
con los colorantes bdsicos, que impiden muchas veces observar el nicleo.

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

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.

Tercero :

ucontinental.edu.pe | 9
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6. Resultados
1. Elestudiante reconocerd la morfologia de un neutréfilo abastonado y segmentado.

2. Serd capaz de identificar a los baséfilos.

3. EHestudiante diferenciard por su morfologia a los eosindfilos.

7. Conclusiones

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

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

7.3 Los eosindfilos presentan granulacion de color naranja.

8. Sugerencias y /o recomendaciones

Referencias bibliogrdficas consultadas y/o enlaces recomendados

e  Garcia Espinoza, Benjamin. Rubio Campal, Faustina, Crespo Gonzales, Maria Rosario (2015). Técnicas de andlisis
hematoldgico. 1° ed. Espana: Sanidad Laboratorio Clinico y Biomédico.

e Ciesla, Betty (2014). Hematologia en la Practica. 2° Ed. Philadelphia USA : Amolca.

¢  Mufoz Zambrano Maria E.; Morén Cortijo, Cecilia G.(2005). Manual de procedimientos de laboratorio en
técnicas bdsicas de hematologia. Lima: Ministerio de Salud, Instituto Nacional de Salud.

¢ Mérida de la Torre Francisco Javier, Moreno Campoy, Elvira Eva (2015). Manual para Técnico Superior de
Laboratorio Clinico y Biomédico. 1° ed. Madrid: Editorial Médica Panamericana.

e Henry John Bernard. (2007). El Laboratorio en el Diagndstico Clinico. 1° ed. Madrid : Marbdan Libros., S.L.

e Rodak Bernadette F. (2010). Hematologia : Fundamentos y Aplicaciones Clinicas. 2% ed. Buenos Aires : Médica
Panamericana.
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Guia de laboratorio N° 3:

Las células sanguineas: Linfocitos y monocitos

SECCION i i DOCENTE: oo

Fecha D [oo.... /202.... Duracion: 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 :

Reconoce la morfologia de los linfocitos y monocitos.

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 morfoldgicas 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 basdfilos en los granulocitos, y
los monocitos en la serie monocitica. De igual forma las plaguetas 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 Solucién diluida 5ml

4. Indicaciones/instrucciones:
4.1 Se realizard la descripcidn tedrica y préctica 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 : Reconocimiento de los linfocitos y monocitos

Linfocito : Los linfocitos que maduran en la médula dsea se denominan linfocitos B y los que lo hacen en
el timo se denominan linfocitos T. Los linfocitos son células pequenas, 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
pequenos, que varian entre si por su relacién 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 tienen un citoplasma mds abundante y con escasos grdnulos azurdfilos
claramente visibles.

Monocito : Es la célula mayor en la sangre normal. Tiene forma irregular , su didmetro varia entre 15 - 30
um, posee un nulcleo grande central y redondeado, a veces posee una escotadura, ddndole 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.

®),

1. El estudiante reconocerd la morfologia de un blasto.

6. Resultados

2. Serd capaz de identificar a los promielocitos.

3. Elestudiante 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 baséfilo.
7.2 Los promielocitos son caracterizados por su granulacién primaria.
7.3 Los mielocitos y metamielocitos presentan granulacién 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.
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8. Sugerencias y /o recomendaciones

Referencias bibliograficas consultadas y/o enlaces recomendados

¢  Garcia Espinoza, Benjamin. Rubio Campal, Faustina, Crespo Gonzales, Maria Rosario (2015). Técnicas de andlisis
hematoldgico. 1? ed. Espana: Sanidad Laboratorio Clinico y Biomédico.

e Ciesla, Betty (2014). Hematologia en la Practica. 2° Ed. Philadelphia USA : Amolca.

e  Mufoz Zambrano Maria E.; Mordn Cortijo, Cecilia 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 Francisco Javier, Moreno Campoy, Elvira Eva (2015). Manual para Técnico Superior de
Laboratorio Clinico y Biomédico. 1° ed. Madrid: Editorial Médica Panamericana.

e  Henry John Bernard. (2007). El Laboratorio en el Diagndstico Clinico. 1° ed. Madrid : Marbdn Libros., S.L.

. Rodak Bernadette F. (2010). Hematologia : Fundamentos y Aplicaciones Clinicas. 2 ed. Buenos Aires : Médica
Panamericana.

ucontinental.edu.pe | 13



— Gestion Curricular
_
4 H O A.
Guia de laboratorio N° 4:
Toma de muestra, frotis sanguineo y coloracion
SECCION i i DOCENTE: oo
Fecha T /...... /202.... 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 :

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 tiene 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
fisioldgicos que puedan afectar al resultado de las pruebas. En la actualidad se readliza 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 toma de muestra, vamos a tener
seguridad con los resultados obtenidos, porque se considera que la fase preanalitica, y considerdindose
en ella la adecuada toma de muestra es la principal causa de errores que puedan ocurrir en el
laboratorio.

El frotis sanguineo es una extension de una capa fina de sangre periférica sobre una Idmina 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 mi 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 Carbén 6 unid.
11 Esparadrapo antialérgico 1 tubo
12 Guantes 61267 12 unid.
13 Recipientes descarte material Material duro de plastico 1 unid.
punzo cortante y/o carton.
14 Pipeta o capilares para depositar Plastico o vidrio 12 unid.
La sangre
15 Papel toalla 6 unid.
17 Recipientes colocar ldminas Con solucién limpiadora 6 unid
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3.2. Reactivos
Item | 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 realizard una estricta observacién de las medidas de bioseguridad durante la foma de muestra.
4.2 También se tendrd en cuenta durante los procedimientos de laboratorio las medidas de bioseguridad
y trabajaremos con medidas de proteccidn, tales como guardapolvos, guantes, etc.

5. Procedimientos
Primero :
Procedimientos para la venopuncidn

1. Verificar los datos de la orden de andilisis, e identificar al paciente.

2. Verificar si fiene 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 seleccién 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.

9. Realizar la venopuncidn, fijando la vena 2.5 a 5 cm por debajo del sitio e insertar la aguja con el bisel
hacia arriba, con un dngulo de 15% entre la aguja vy la piel, soltando el torniquete inmediatamente y
pidiéndole al paciente a que abra su puno, colocando los tubos en el orden correcto.

10. Colocar el algoddn seco y quitar la aguja, aplicando presién directa sobre el sitio de puncién.

ucontinental.edu.pe | 15



c— Gestion Curricular

11. Colocar el esparadrapo para fijar el algoddn después de venflcor que no hoy sangrado y no permitir
que el paciente doble el brazo. 2

12. Descartar los elementos punzocortantes en spectivo 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 extensidon preferentemente de la punta de la aguja o tomar aproximadamente 10 ul de
muestra, y colocarlo 2 cm antes del borde.

3. Colocar la Ilédmina entre los dedos indice y pulgar y con la otra mano en un dngulo de 45° con la
I[dmina 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 [dpiz.

|\1 1 ‘2
L = hn:‘..‘:'_.. F
SUIETAR EL PORTA SOPORTI DEPOSITAR LA SANGRI
(3] 4
1 L~ |
| ] T "
. W .
— ey sty
[ o™ ! |t
COLOCAR EL PORTA EXTENSOR DESPLAZAR EL FORTA EXTENSOR
5 (&)
T {
|
~
HEMAR QUE SE EXTIEMDA LA SAMGRE CESLIZAR EL PORTA EXTENSOR
()] (®)
fl |
| I
- | - |
Ik - - I+ -
-
SECAR LA EXTERSION ROTULAR EL PORTA SDPFORTE
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CABEZA  CUERPD
. o COLA

Zona ikdeal da chservacin A

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.

1.
2.
3.  Angulo mayor o menor al hacer la extension.
4. FError en la velocidad de la extension del frotis.

"EXTENSION CORTA Y GRUESA EXTENSION LARGA Y MUY FINA
= |
EXTENSION COM 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
extenson, e inversamente si la muestra es policitémica disminuir el dngulo y la velocidad de movimiento.
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Tercero : COLORACION DEL FROTIS SANGUINEO

Se usan los derivados de los colorantes de Romanowsky, que estdn 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 azuléfilas. 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. Anadir agua tamponada, hasta cubrir la [dmina sin derramar, mezclar por unos 6 a 8 minutos
3. Lavarlalédmina 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 morfolégico de los plaguetas.

Disposicion de los eritrocitos.

Disposicion 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.

VONOOAWN—

6. Resultados

1. Elestudiante 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. Elestudiante 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 extensidon 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

¢  Garcia Espinoza, Benjamin. Rubio Campal, Faustina, Crespo Gonzales, Maria Rosario (2015). Técnicas de andlisis
hematoldgico. 1¢ ed. Espana: Sanidad Laboratorio Clinico y Biomédico.

e Ciesla, Betty (2014). Hematologia en la Practica. 2° Ed. Philadelphia USA : Amolca.

e  Mufoz Zambrano Maria E.; Morén Cortijo, Cecilia G.(2005). Manual de procedimientos de laboratorio en
técnicas bdsicas de hematologia. Lima: Ministerio de Salud, Instituto Nacional de Salud.

. Mérida de la Torre Francisco Javier, Moreno Campoy, Elvira Eva (2015). Manual para Técnico Superior de
Laboratorio Clinico y Biomédico. 1° ed. Madrid: Editorial Médica Panamericana.

e Henry John Bernard. (2007). El Laboratorio en el Diagnéstico Clinico. 1° ed. Madrid : Marbdn Libros., S.L.

. Rodak Bernadette F. (2010). Hematologia : Fundamentos y Aplicaciones Clinicas. 2 ed. Buenos Aires : Médica
Panamericana.
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Guia de laboratorio N° 5:

Recuento de leucocitos, hematies y plaquetas

SECCION 1, DOCENTE: oo

Fecha D [oo.... /202.... Duracion: 180 minutos

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

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
fipo celular en estudio, los que se encuentran comprendidos en un mm3 de sangre.

Todos los recuentos celulares se realizan en tres fases : dilucién de la muestra, recuento de las células en
la cdmara de neubauer y el cdlculo del nimero 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 Camaras de neubauer vidrio 12 unid.
9 Papel lente 12 unid.
10 Recipientes descarte de tips Con lejia diluida 6 frascos
11 Campos Limpieza de cdmaras 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 Solucion 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 frabajo 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 dilucidn en la cdmara de neubauer.

Dejar reposar unos minutos.

Enfocar con el objetivo de 4x la 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 cuatfro angulares (80 cuadraditos en total).

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

obtenidos al contar los 5 cuadraditos.

AVANIAN

.
_L_.4:t4_l_

il |||

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

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

N° de hematies x mm3 = hematies contados en 5 cuadrados pequenos

Altura X dilucién X drea
Reemplazando

= hematies contados en 5 cuadrados pequefios

1/10 X 1/200  x 1/5

= hematies contados en 5 cuadrados pequeios

1/10 000
= hematies contados x 10 000

Segundo : RECUENTO DE LEUCOCITOS

1. Colocar 190 ulL de solucion de Turk en un tubo de vidrio

2. Con la pipeta automdtica, se toma 10 uL de sangre total con anticoagulante, que debe estar
previomente homogenizada ( 10 a 20 veces suavemente) y lo colocamos en el tubo que
contiene la solucién turk, mezcldndolo suavemente, aqui tenemos una dilucion 1:20.

3. Con el misma tip colocamos 10 ul del diluido y lo colocamos en la cdmara de neubauer. Dejar
que repose unos dos o tres 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.

T "Tr."'l]] I' | T
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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 dilucién x drea

Reemplazando = leucocitos contados en 4 campos

1/10x 1/20x 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 inmersidon en el microscopio.

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

Contamos el nUmero de plaguetas que hay en 10 campos v 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, sies 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 trastornos neurofibréticos
Trombocitopenia trombdtica

Trastornos trombocitopénicos

Coagulacién intravascular diseminada
Lupus eritematoso sistémico

Anemia perniciosa

Anemia hemolitica

Quimioterapia para tratamiento del cdncer
Infeccién

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 morfoldgica
de las anemias.

7.2 Elrecuento 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 diagndéstico 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 agregacién plaquetaria, satelitismo, etc.

8. Sugerencias y /o recomendaciones

Referencias bibliogrdficas consultadas y/o enlaces recomendados

e  Garcia Espinoza, Benjamin. Rubio Campal, Faustina, Crespo Gonzales, Maria Rosario (2015). Técnicas de andlisis
hematoldgico. 1¢ ed. Espana: Sanidad Laboratorio Clinico y Biomédico.

. Ciesla, Betty (2014). Hematologia en la Practica. 2° Ed. Philadelphia USA : Amolca.

. Muhoz Zambrano Maria E.; Mordn Cortijo, Cecilia G.(2005). Manual de procedimientos de laboratorio en
técnicas bdsicas de hematologia. Lima: Ministerio de Salud, Instituto Nacional de Salud.

. Mérida de la Torre Francisco Javier, Moreno Campoy, Elvira Eva (2015). Manual para Técnico Superior de
Laboratorio Clinico y Biomédico. 1° ed. Madrid: Editorial Médica Panamericana.

e Henry John Bernard. (2007). El Laboratorio en el Diagndstico Clinico. 1° ed. Madrid : Marbdn Libros., S.L.

e Rodak Bernadette F. (2010). Hematologia : Fundamentos y Aplicaciones Clinicas. 2% ed. Buenos Aires : Médica
Panamericana.
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Guia de laboratorio N° 6:

Hemoglobina y hematocrito

SECCION i i DOCENTE: oo

Fecha D [oo.... /202.... Duracion: 180 minutos

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

1. Propdsito /Objetivo :

Realiza el dosaje de hemoglobina y hematocrito

2. Fundamento Teérico

La hemoglobina es el principal componente de los gldbulos rojos sanguineos, es una proteina conjugada
gue sirve como vehiculo para el transporte de oxigeno y didéxido 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 oxidacién del ién ferroso, del hemo, de la oxi y de la carboxinemoglobina a
hierro férrico, por el ferricianato, con formacién de metahemoglobina, que se combina con el cianato
de potasio 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 fraccidén decimal en unidades SI. En la
automatizaciéon 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 Espectrofotdmetro 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
13 algodén 50 gramos
14 Tubos con EDTA 4 ml 6 unid.
15 Agujas 21 x 1 (al vacio) 6 unid.
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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 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
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),
previamente homogenizada 20 a 30 veces, limpiar el exceso de sangre con un
algodén.

= Tapar un extiremo del capilar con plastilina.

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

= Cenfrifugar por 5 minutos €
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
qguede exactamente al mismo nivel de la linea horizontal correspondiente al cero y la parte

superior del plasma, coincida con el 100%, colocdndose el fubo en posicion vertical, el lugar
de separacion entre la fase plasmdatica y la parte celular serd el valor del hematocrito.
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Valores de referencia:

Hombres 40% - 54%
Mujeres 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 fermine el paquete globulary 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 tubos, rotular 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.

Dejar reposar 5 minutos y 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
Absorbancia standard
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VALORES DE REFERENCIA

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

6. Resultados

1. Elestudiante estard en la capacidad de realizar el dosaje de hemoglobina.
2. Podrd realizar e interpretar los resultados del hematocrito.

7. Concl