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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.

ucontinental.edu.pe | 10



— Gestion Curricular

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.
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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.
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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
- | -'=J-1= —L«?—
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[
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[
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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. 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 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.

e Munoz 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 : 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° 7:

Indices corpusculares y velocidad de sedimentacion globular

SECCION 1, DOCENTE: oo

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

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

1.

2.

3.

4.

Propésito /Objetivo :

Realiza el dosaje de hemoglobina y hematocrito
Realiza correctamente la velocidad de sedimentacién globular e interpreta los indices eritrocitarios.

Fundamento Tedrico

Para la medicién de la velocidad de sedimentacion 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 partir de ellos
podemos obtener los indices eritrocitarios secundarios que son : VCM, HCM, CHCM, Con éstos datos
podemos redlizar la clasificacion morfoldgica de la anemias. Esta clasificacion es faciimente disponible
usando los datos del hemograma vy se puede actuar con bastante rapidez para comenzar con una
investigacion de la causa. Hay tres clasificaciones morfolégicas de las anemias : anemia normocitica
normocrémica, anemia hipocrémica microcitica, anemia normocitica nacrocitica.

Equipos, Materiales y Reactivos

3.3 Equipos
ltem | Equipo Caracteristica Cantidad
1 Equipo automatizado hematologia 3 06 5 diferenciales 1 unid.

3.2. Materiales

ltem | Material Caracteristica Cantidad

1 Jeringas con agujas largas y 6 unid.
bombillas de jebe

2 Tubos de westergreen o wintrobe vidrio 12 unid.

3 Soportes para westergreen o metalico 6 unid.
wintrobe

3.4. Reactivos

ltem | Reactivo Caracteristica Cantidad
1 Material de toma de muestra

Indicaciones/instrucciones:

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

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

5. Procedimientos
Primero: VELOCIDAD DE SEDIMENTACION GLOBULAR

Mezclar suavemente la sangre con el anticoagulante.

Haciendo uso de una propipeta cargar en el tfubo de westergreen hasta la marca de “0".
Con mucho cuidado colocar en el soporte de westergreen.

Leer lo que descendié a la hora y registrarlo y luego a las dos horas.

Haciendo uso de Indice de Katz, expresar el resultado en mm/hora.

RO =

VSG 1% Hora + VSG 2°Hora / 2
Indice de Katz = 2

6. Enelcaso de los 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 0 -4 mm/hora
MUJERES 0-10 mm/hora

Segundo : INDICES ERITROCITARIOS

VCM (VOLUMEN CORPUSCULAR MEDIO) : Se puede calcular mediante la siguiente formula:

VeM = Hto  x 10
RGR

El valor normal es de 80 a 100 fl e implica un tamano del gldbulo 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 ";::"““ GR = 158
= E&B
mlu::hl GR . 149 -y Hib
108 - Hb = 504 18
Hect = M5
B0 — VGM = 644 L
CV-WGM = 18.0 -
60 -
=
40_.
H_
2'.., o
} ey """
b | ™ 1 188 W IW
' L] 'I' Li I 1 i r o8
30 70 110 150 49 230

Femtaolitros
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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 gldébulos rojos estd en el rango apropiado.

CHCM (CONCENTRACION DE HEMOGLOBINA CORPUSCULAR MEDIA)

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

CHCM = Hb (g/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

3. Elestudiante estard en la capacidad de realizar el dosaje de hemoglobina.

4. Podrd realizar e interpretar los resultados del hematocrito.

5. El estudiante estard en la capacidad de realizar la velocidad de sedimentacion globular.
6. Podrd calcular e interpretar los resultados de los indices eritrocitarios

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.

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

7.4 Los indices erifrocitarios son muy importantes en la clasificacién morfoldgica de las anemias.

8. Sugerencias y /o recomendaciones

Referencias bibliograficas 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.

e  Munoz 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 : 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° 9:
Los reticulocitos
SECCION i i DOCENTE: oo
Fecha T /...... /202.... Duracién: 180 minutos

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

1. Propésito /Objetivo :

Redaliza el recuento de reticulocitos y estudia el frotis sanguineo.

2. Fundamento Teérico

Los reficulocitos son eritrocitos inmaduros que contienen una red cromatinica compuesta por restos de
ARN, y tiene mucha importancia en sangre periférica porque nos permite:
e Evaluarla capacidad de la médula ésea de generar hematies nuevos
e Diferenciar enfre las causas de anemia
e  Monitorizar la respuesta de la médula ésea y su recuperacion funcional, tras quimioterapia o
transplante de médula dsea.
e Seguimiento después de un fratamiento 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 de la Hb
e Descenso del HTO y/o sintomas de anemia.
e Para evaluacion de la funcionalidad de la médula ésea
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
filamentos de color azul intenso en el interior de la célula, de acuerdo al grado de madurez presenta un
modelo de reticulo distinto mds denso en los mds inmaduros a grdnulos escasos en los mds maduros.

El frofis sanguineo es muy importante porque nos permite conocer como se encuentran las series
celulares en cuanto a la proporcidén que presenten en la serie blanca (férmula diferencial), si éstos
leucocitos tienen morfologia normal o tal vez presenten alteraciones somo granulaciones tdxicas,
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 nUmero de plaguetas o talvez se encuentre disminuida o
incrementada, si éstas son normales morfoldgicamente o quizds presenten alteraciones morfoldgicas
como hipogranulaciones o agranulaciones, si hay alguna alteraciéon en cuanto a tamano en el caso de
macroplaguetas 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 realizacion de un buen frotis sanguineo, perfectamente coloreado que puede brindarnos mucha
informacién, que juntamente con lo brindado por el equipo hematoldgico pueda servir de mucho en el
diagndstico laboratorial de nuestros pacientes.

3. Equipos, Materiales y Reactivos

3.1 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 370C 1 unid.
3.2. Materiales

Item | Material Caracteristica Cantidad

1 Gradillas Plastico y/o metal 6 unid.
3.3. 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:

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 :

RECUENTO DE RETICULOCITOS

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

_/;/'

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

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

sueltos.
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10. Observar en el microscopio con aceite de inmersién, de preferencia en los campos en
donde se puedan observar a los gldbulos rojos sueltos (aproximadamente de 100 GR por
campo)

11. 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 1 . Grupo Il
Grupa I 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%
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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

VALORES NORMALES

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

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 correccion.

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
erifropoyetina circulante. Como el exceso de eritropoyetina 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 Produccidn 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
circulacién
>40% 1 dia
30 - 40% 1,5 dias
20 -30% 2 dias
<20% 2,5 dias
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VALORES DE REFERENCIA:

Adultos no anémicos 0.5-1.8%

Anémicos :
En las anemias por disminucién de la produccién <1.8%
Anemias hemoliticas de 1.802.9%
Aumento real de la produccidén medular >=3.0%

6. Resultados

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

2. Realizard la coloracién de un frotis sanguineo y el estudio del mismo.

7. Conclusiones

7.1 Elindice de produccion reticulocitario nos permite conocer la produccidn real de la médula 6sea
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. Sugerencias y /o recomendaciones

Referencias bibliograficas 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.

e  Munoz 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 : Marbdn Libros., S.L.

. Rodak Bernadette F. (2010). Hematologia : Fundamentos y Aplicaciones Clinicas. 2* ed. Buenos Aires : Médica
Panamericana.
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Evaluacion de los alteraciones eritrocitarias : forma e inclusiones

Seccion

Fecha

D [ /202....

.............. Docente:

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 :

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 hematoldgicos de los pacientes, por ejemplo pueden ser por
produccién disminuida de eritrocitos, o destruccion incrementada de los mismos, o talvez problemas de la

funcién esplénica deficiente.

3. Equipos, Materiales y Reactivos

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

4. Indicaciones/instrucciones:

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

préctica.

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 bicéncavos, 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

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

o
9
-

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 ferropénicay en algunas hepatopatias crénicas
con aumento de colesterol y fosfolipidos.

- U 9.
) ® +0?O

-

998 0y e

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

?

d '

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

aungue puede ser adquirida en caso de una anemia megalobldstica, ferropénica o arregenerativa.
o0 - &

Equinocitos : Las prominencias de la membrana eritrocitaria son distribuidas regularmente a lo largo de

QO
O

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

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

megalobldstica y talasemia.

Esquistocitos : Son fragmentos hemadticos. 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 filamentos de fibrina o por prétesis cardiacas.

ucontinental.edu.pe | 39



—
=

Gestion Curricular

Estomatocitos : Son hematies que en lugar de una deplecidon central clara tienen una banda pdlida

central que les da un aspecto de boca. Se hereda como cardcter autosdémico dominante. Esta

enfermedad es causada por anormalidad hereditaria de la membrana eritrocitaria.

Segundo : INCLUSIONES ERITROCITARIAS

Punteado basdfilo : 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.

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

proteina carente de importancia diagndstica.

1o

i =

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

Granulos 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 encuentran en pacientes con

parasitismo por plasmodium falciparum.

O

A — 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.

Aglutinacién 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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anlutinacion de eritrocitos

6. Resultados
1. El 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 , fiene una causa posible de alteracion.
7.2 Si realizamos una coloraciéon adecuada de nuestro frotis, nos serd facil 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, 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.; 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 : 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° 11:
Evaluacion morfologica de las anemias
SECCION i i DOCENTE: oo
Fecha T /...... /202.... 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.
Conoce e identifica las alteraciones en las anemias hemoliticas.

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 crénicas. 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.
Las anemias hemoliticas se caracterizan por una alta destruccion 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, toxicas 6 infecciones. En las manifestaciones clinicas mds saltantes tenemos la esplenomegalia,
la ictericia, cdiculos biliares, etc.

3. Equipos, Materiales y Reactivos

3.2. 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 7  bolsi
tas
3.3.Reactivos
ltem | Reactivo Caracteristica Cantidad
1 Alcohol isopropilico 6 goteros
2 Aceite de inmersion 6 goteros
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4. Indicaciones/instrucciones:

4.1 Se redlizard una estricta observacion de las medidas de bioseguridad durante el desarrollo de la
prdctica.

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. Readlizaremos los estudios de reticulocitos de los pacientes para poder realizar la clasificacion
fisiopatoldgica de los mismos.

4. A los 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 &cido félico.

6. También se redlizard un estudio citomorfolégicos 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. Realizaremos las exposiciones de los casos estudiados.

Segundo : ANEMIAS HEMOLITICAS

8. 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
gue podriamos ver VCM bajo y CHCM alta.

9. Observaremos la morfologia eritrocitaria

10. Realizaremos los estudios de reticulocitos de los pacientes para poder realizar la clasificacion
fisiopatolégica de los mismos. También realizaremos los cdlculos de indice de Producciéon

Refticulocitaria.
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11. Si observamos la presencia de hematies nucleados seria muy importante realizar su recuento,

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

12. Los estudios bioquimicos también son muy importantes, y tendriamos que realizar las bilirrubinas
fotales y fraccionadas, el LDH y las haptoglobinas.

13. El estudio del coombs directo es muy importante.

14. También se realizard un estudio citomorfolégicos 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.

15. Realizaremos las exposiciones de los casos estudiados.
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Prueba de Coombs directa

b Resultado positivo Legend

Antigenos en la

superficie del

glébulo rojo

Anticuerpo

-;ﬂ Y especifico del

N % % globulo rojo
L U Y Anticuerpo anti-
% % humano (reactivo

L de Coombs)

Muestra de sangre tomada de un paciente Los globulos rojos lavados Los globulos rojos se aglutinan:
con anemia hemolitica: se indican los se incuban con anticuerpos anti-humanos vinculan las
anticuerpos ligados a la supefficie de los anticuerpos anti-humanos  células, uniéndose a los anticuerpos en
glébulos rojos. (reactivo de Coombs). los gldbulos rojos.

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.

c. El estudiante tendrd la capacidad de diferenciar y caracterizar a las anemias hemoliticas

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 si la causa es de tipo carencial.

7.3 Se tiene que realizar una serie de estudios para diferenciar la anemia hemolitica.

8. Sugerencias y /o recomendaciones

Referencias bibliograficas consultadas y/o enlaces recomendados

e  Garcia Espinoza, Benjamin. Rubio Campal, Faustina, Crespo Gonzales, Maria Rosario (2015). Técnicas de andlisis
hematoldgico. 1¢ ed. Espaia: 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.

e Rodak Bernadette F. (2010). Hematologia : Fundamentos y Aplicaciones Clinicas. 2% ed. Buenos Aires : Médica
Panamericana.
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Guia de laboratorio N° 12;

El laboratorio en el diagndstico de las anemias

SECCION i i Do Ye1=T 0} =N

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. Propdsito /Objetivo :

Aplicar los conocimientos aprendidos en el diagndstico de las anemias.

2. Fundamento Teérico

La anemia es un tema de salud importante en la poblacidn mundial, afecta a cada clase étnica y
estrato social. Ellaboratorio juega un papel decisivo proporciondndole al médico los datos que definen
la causa y determinan el tratamiento de esta condicién. La clasificacién morfolégica estd basada en
los indices de los gldbulos rojos, mientras que la clasificacién fisiolégica estd basada en los sinfomas vy la
respuesta de la médula dsea.

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 lectura y descripcién de los casos clinicos.

4.2 Desarrollaremos en forma ordenada, hasta poder concluir en una o mas items.

5. Procedimientos:
Primero : Resuelva los siguientes casos
a. Un paciente varén, acude a la emergencia con palidez, decaimiento, fatiga, al solicitarle
sus andlisis hematoldgicos le dieron los siguientes resultados:

Hb : 3.5 gr% Hto : 12% RGR : 2 300 000 pmmc
Reticulocitos : 59 en 10 campos
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1.1. Calcule las constantes corpusculares:
VCM
HCM
CHCM

1.2. Cual es la clasificacion morfologica de 1a anemia?...........ccccceeicciiinececeeeeeee e

1.3, CalCUIB Bl IPM... .t e e,
1.4. Cual es la clasificacion fisiopatoldgica de [a anemia?...........cccccevrierceiiicsee e,
1.5. Cual podria ser 1a causa de 1@ @aNeMIAT.........ccceriirrnreee et eeen

b. Paciente mujer de 3 afios de edad, con 18 kilos de peso, consulta por palidez e ictericia desde hace
un afio, aproximadamente. Al examen es una nifia orientada en espacio, tiempo y persona, con
palidez, de piel y mucosas. Ictericia conjuntival. Se palpa bazo a 4 cm debajo del reborde costal
izquierdo.

Su hemograma es como sigue:

Leucocitos 14,800 x mm?3 Glébulos Rojos  2°220.000 x mm?3
Neutrofilos 9,780 x mm3 Hemoglobina ~ 6.75g/dL
Linfocitos 2,840 x mm?3 Hematocrito 20.6 %

Basdfilos 400 x mm3 Reticulocitos 17 %

Monocitos 1,710 x mm3 RDW 221

Eosindfilos 126 x mm?3

Plaquetas 362,000 x mm3 VMP 6.111fL

En el frotis se observan

Macrocitos 10 % Policromatofilia 2.5%
Normoblastos 5 %. Células falciformes 2%

1.1. Calcule las constantes corpusculares:
VCM
HCM
CHCM

1.2. Cual es la clasificacion morfolégica de 1a anemia?...........ccccoceviiceiiiie e

1.3, CalCUIB B IPM.... ettt e et e e e e
1.4. Cual es la clasificacion fisiopatoldgica de 12 anemia?..........ccceverirniereneses e
1.5. Cual podria ser la causa de 12 anemia?..........ccoiiiiiiiii i e

c. Paciente de 38 afios de edad con ictericia desde la edad de 6 afios, colecistectomizada hace 8 afios
por litiasis vesicular. Hospitalizada hasta 4 veces por anemia. Al examen ictericia conjuntival leve,
palidez de piel y mucosas y esplenomegalia (4 cm debajo del reborde costal.derecho).
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Su hemograma es como sigue

Gestion Curricular

Leucocitos 6,320 x mm3 Neutrdfilos 3,630 x mm?3

Linfocitos 2,050 x mm3 Monocitos 356 x mm3

Eosinofilos 190 x mm?3 Basdfilos 95 x mm3

Glébulos Rojos 2'640,000 x mm3 Hemoglobina 8.26

Hematocrito 21.6 VMC 81.7

HMC 314 CHMC 384

RDW 20.3 Plaquetas 229,000 x mm3

VMP 5.74 1L Reticulocitos 37 %

Macrocitosis 15 % Esferocitos 16 %
1.1. Cual es la clasificacion morfolagica de 1a anemia?...........cccccceviiceisine i
1.2. CalCUIB €I IPM.... .. e e et
1.3. Cual es la clasificacion fisiopatoldgica de [a anemia?...........ccccceviviceeiicese e
1.4. Cual podria ser a causa de 1@ @aNemIA?..........ccoierrrieeer et

d. Paciente mujer, post menopausica, de 50 afios de edad, con enfermedad de aproximadamente un
afio de evolucién, con episodios de melena y desde hace dos meses baja de peso y palidez. Desde
ayer con episodios diarreico de ha mejorado. Al examen palidez de piel y mucosas. Resto no
contributorio. PICA 1 + (deseo de comer tierra y jabén ).

Su hemograma es como sigue:

Leucocitos 6,000 x mm?3 Neutrofilos 3,480 x mm?3

Linfocitos 1,860 x mm3 Monocitos 360 x mm3

Eosindfilos 300 x mm?3 Basofilos 0 x mm?3

Glébulos Rojos 3'410,000 x mm3 Hemoglobina 6.8 g/dL

Hematocrito 21.8% VMC 64

HMC 19.8 CHMC 31

RDW 12.4 Plaquetas 529,000 x mm3

VMP 8 fL Reticulocitos 1%

Macrocitosis 4 % Esferocitos 0%

Microcitos 35 % Hipocromia 25 %
1.1. Cual es la clasificacion morfoldgica de 1a @anemia?............oceirirniencree s
1.2. CalCUIB €I IPM.... .. e et e e eeans
1.3. Cual es la clasificacion fisiopatoldgica de la anemia?...........cccevierrrniensrrreee e
1.4. Cual podria ser la causa de 2 @aNemIa%.........ccccviicreiiicese e

1.5. Como confirmariamos el diagNAStICO?.........cocueiiiicee et

e. Paciente de 20 afios de edad, que presenta hace dos semanas fiebre, cefalea y desde hace una
semana palidez e ictericia. Al examen se le nota palida, desorientada, con palidez, petequias en el
cuerpo e hiperreflexia

Su hemograma es como sigue

Leucocitos 17,600 x mm3 Neutréfilos 14,300 x mm3
Linfocitos 1,740 x mm3 Monocitos 1,380 x mm3
Eosindfilos 16 X mm3 Basofilos 312 x mm3
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Globulos Rojos 1°840,000 x mm?3 Hemoglobina 6.6 g/dL

Hematocrito 18.8 % VMC 102 fL

HMC 35.8 pg CHMC 35g/dL

RDW 21.5 Plaquetas 12,500 x mm?3

VMP 12 L Reticulocitos 16 %

Macrocitosis 10 % Esferocitos 02 %

Policromatofilia 10 % Esquistocitos 12 %
1.1. Cual es la clasificacion morfolagica de [a anemia?...........ccccccvviiccieiie e
1.3. Cual es la clasificacion fisiopatoldgica de [a anemia?...........ccccceiiereeiiicsss e
1.4. Cual podria ser a causa de 1@ aNemMIA%.........ccrierrrreee s
1.5. Cuadles son las principales causas de eSqUIStOCItOSIS?........ccciiiiiiiiiiiiniciece e

f.  Paciente 39 afios de edad, primigesta de 30 semanas de gestacién, con antecedente de anemia
cronica antes del embarazo sin mejoria pese a terapia con hierro. Hace 2 meses presenta
cansancio, disnea al esfuerzo cuando camina una cuadra, cefalea y mareos. Recibe venofer EV en
4 oportunidades sin mejoria. Tres dias antes del ingreso se detecta anemia y trombocitopenia por
lo que es hospitalizada.
Su hemograma es como sigue:

Leucocitos 2,780 x mm?3 Neutrdfilos 765 x mm?3
Linfocitos 1,731 x mm3 Monocitos 235 x mm3
Eosinofilos 11 x mm?3 Basdfilos 35 x mm3
Globulos Rojos X mm?3 Hemoglobina 3.56 g/dL
Hematocrito 12.4 % VMC 102 L
HMC 29.3 pg CHMC 28.7g/dL
RDW 18 % Normoblastos 3%
Reticulocitos 25% Plaquetas 70,000 x mm3
VMP fL VSG mm /Hra.
Coombs directo Negativo Ferritina Sérica 91 ng/mL
Vitamina B12 528 (VN 160 a 970)

Acido Folico 23.7 ng/ml (VN 3-15)

Esquistocitos 6 %

Medula Osea

Hipoplasia 10 %
Megacariocitos 1 por cada 2 a 3 espiculas.

1.1. Cuadl es la clasificacion morfoldgica de [a anemia?............cccccceeiiiieenice s

1.2, CalCUIE B IPM. ...ttt e e e e et a e e e e
1.3. Cual es la clasificacion fisiopatoldgica de 1a anemia?..........cceveririrrieineseeses e
1.4. Cual podria ser a causa de 1a @aNeMIA%.........ccceviirerrscee e
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6. Resultados
4. El estudiante serd capaz de evaluar casos clinicos referentes a anemias.

7. Conclusiones

8. Sugerencias y /o recomendaciones

Referencias bibliogrdficas consultadas y/o enlaces recomendados

¢  Garcia Espinoza, Benjamin. Rubio Campal, Faustina, Crespo Gonzales, Maria Rosario (2015). Técnicas de andlisis
hematoldgico. 1¢ ed. Espaia: 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.

e Rodak Bernadette F. (2010). Hematologia : Fundamentos y Aplicaciones Clinicas. 2% ed. Buenos Aires : Médica
Panamericana.
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Guia de laboratorio N° 13:

El laboratorio en la Hemostasia

SECCION i i DOCENTE: oo

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

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

1. Propésito /Objetivo :

Realiza correctamente el tiempo de sangria y coagulacién
Realiza correctamente el tiempo de profrombina
Realiza correctamente el tiempo de tfromboplastina parcial activada

2. Fundamento Teérico

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

[0 Para diagnosticar ciertos padecimientos hemorrdgicos.

O Antes de realizar operaciones quirlrgicas.

O Antes de efectuar una puncidén en el higado o el bazo.

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

- estudios de rutina en los andlisis prequirlrgicos;

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

- control de la terapéutica con anticoagulantes orales.

En la evaluaciéon de la via intrinseca se realiza mediante el tiempo de tromboplastina parcial activada,
el ensayo se basa en la medida del tiempo 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

3.1. Equipos
ltem | Equipo Caracteristica Cantidad
1 Equipo automatizado de 3 6 5 diferenciales 1 unid.
hematologia
2 Microscopios binoculares 6 unid.
3 Bafio maria 1 unid.
4 coagulometro 1 unid.

3.2. Materiales

ltem | Material Caracteristica Cantidad
1 lancetas Descartables 6 unid.
2 cronémetro 3 unid.
3 Tubos con EDTA 4 ml 6 unid.
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4 Papel filtro Tiras de 1 cm x 4 cm 6 unid.
5 Agujas 21x 1 6 unid.
[ algodon 50
7 Tubos de vidrio Muy limpios 12 unid.
8 cronémetro 3 unid.
9 Tubos con citrato de sodio 4 ml 12 unid.
10 Agujas 21x1 6 unid.
11 algodon 50 gr
12 Cups para coaguldmetro 12 unid.
13 Pipetas automaticas 50 - 100 ul 6 unid.
14 Tips azules 20 unid
15 Tips amarillos 20 unid
16 Adaptadores toma muestra 6 unid.
17 Tubos al vacio sin anticoagulante 4 mlo6ml 6 unid

51
3.3.Reactivos
ltem | Reactivo Caracteristica Cantidad
1 Alcohol 700 10 ml
2 Reactivos para tiempo de Frascos 3 unidad

protrombina y tromboplastina
parcial activada

Indicaciones/instrucciones:

Gestion Curricular

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 :
1.

TIEMPO DE SANGRIA

Limpie con suavidad el I6bulo de la oreja

alcohol. No frote. Déjese secar.

2

!'

E

-

o

—1
>

]

utilizando una pieza de algoddn embebida en

2. Haga la incisidén en el I1bbulo de la oreja con cierta profundidad, al mismo tiempo cronometrar.
La sangre deberd fluir liboremente sin que se necesite exprimir el Idbulo 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.

[

5. Cuando las gotas de sangre dejen de fluir, detener el cronémetro (o
segun el reloj, o contar el nUmero de gotas recogidas en el papel secante.

anote el tiempo transcurrido
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Resultados
Comuniqgue el fiempo de sangrado expresando en minutos y segundos.
Observaciones

Si el tiempo de sangrado se prolonga examine una extensién de sangre tenida segun el método de
Romanowski para observar si las plaquetas son escasas.

Interpretacion del resultado

El valor de referencia del tiempo de sangria segun este método es de 1 a 4 minutos.
Segundo: TIEMPO DE COAGULACION

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

2. Colocar en bafo maria a 37 °C.

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

3. Examine el segundo tubo inmediatamente después que haya coagulado la sangre del primero,
lo que por lo general es inmediato. Cronometrar. Se notifica como tiempo de coagulacion la
media de los dos tubos.

El tiempo normal de coagulacién en tubo es de 5 a 15 minutos a 37 °C.

Interpretacion

+ El tiempo de coagulacion estd prolongado cuando hay severa deficiencia de todos los factores
de coagulacion, 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.

Tercero : TIEMPO DE PROTROMBINA

» Colocar el plasma (desconocido o confrol) 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
minutos.

> 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 tubo 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 determinaciéon por duplicado para cada
plasma (desconocido o conftrol). Si la diferencia enfre los replicados de una misma muestra es
mayor del 5%, se aconseja repetir el procedimiento desechando los valores anteriores.
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» En caso de emplear un instrumento de medicién, deben seguirse las instrucciones del fabricante
del mismo.
Observaciones:

Valores de referencia

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

Resultados

Cuarto : TIEMPO DE TROMBOPLASTINA PARCIAL ACTIVADA

» Precalentar el Reactivo B antes de realizar la prueba en bano 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 bano unos 25 segundos. Luego sacar el tubo del bano, inclinar suavemente una vez
por segundo y detener el crondmetro en el momento de la formacion del codgulo. Tomar nota del
tiempo de coagulacion.

Valores de referencia

33-48 seg

6. Resultados

1. El estudiante estard en la capacidad realizar correctamente el tiempo de sangria.

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

4. El estudiante estard en la capacidad de realizar correctamente el tiempo de protrombina y el tiempo
de tromboplastina parcial activada

5. Podrd realizar la valoracion de las vias extrinseca e infrinseca

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.

7.3 Eltiempo de protrombina es muy importante para medir la via extrinseca de la coagulacion.

7.4. Eltiempo de coagulacién nos permite medir las alteraciones en la concentracion del factor VIl o

Xl
7.5. Eltiempo de tromboplastina parcial activado nos evalia la via intrinseca y la via comun.

9. Sugerenciasy /o recomendaciones
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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.

¢  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 : 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° 14:
Hemograma automatizado
SECCION i i DOCENTE: oo
Fecha D [oo.... /202....

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

1. Propésito /Objetivo :

Realiza correctamente el procesamiento e interpretacién 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 lo mejor que podriamos hacer es visitar su pdgina Web para conocer las
novedades de sus equipos

3. Equipos, Materiales y Reactivos

3.2. Equipos
ltem | Equipo Caracteristica Cantidad
1 Equipo hematoldgico 1 unid.

automatizado

3.2. Materiales
ltem | Material Caracteristica Cantidad
1 Agujas 21 x 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

ltem | Reactivo Caracteristica Cantidad
1 Alcohol 700 10 ml

4. Indicaciones/instrucciones:

4.1 Se redlizard una estricta observacion de lasedidas 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 emision de resultados.

M uestta de
sangre
amhcoaguiaos
—_
i1 FROCESAMIENTD |

NMUESTRED P‘HGIGESAM!ENIDI M EDICIOMN DE SEFIALES

Aspraciony 1 Dilucidn v - Recusrno ™ Def
| fraccionamierto | | etgueiado | | celuiar y amadio | mmm'n :T

-
ResuBacos
Células peguenas | Células grandes |
Apartura

/ Corrignts eléctrica

|

Altura del pu\so

=

Altura del pulso |

-———MMJ

IMPEDANCIA ELECTRICA PARA EL RECUENTO DE HEMATIES Y PLAQUETAS
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Durante la fase de conteo con esta metodologia de impe-
dancia cada particula o célula gque pase a través de la
apertura generarda un impulso eléctrico. La amplitud de
este impulso elécrrico correspondera de manera propor-
cional al tamano de la particula (volumen celular).

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

GENERACION DE HISTOGRAMA
10 |

w

NUMERO RELATIVO

NUMERQ DE PULSOS
== P W RO - @

0 50 100 150 200
84 8586 87 88 89 00 01 02 93 TAMANO

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

MICRCOCITOS Y FRAGMENTOS CELULARES, localizados ala

izquierda de la poblacidn celular normal.

p—
L

ERITROCITOS NORMALES Y RETICULCCITOS,
localizados entre |la poblacion normal y la macrocitica.

v
el

emamerT

H i ‘r MACROCITOS, localizados a la derecha de la poblacion celular
i i1 normai-por encima de los 150 .
1 L e X
E i
RBC * /
i
\|
50 100 160 4 204
3,
i kY

F LINFOCITOS, localizados en la region
Fi comprendida entre 180 y 220 fl.

AGREGADOS CELULARES, localizados en fa
region comprendida entre 150 y 180 fl.
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RECUENTO DE PLAQUETAS

PLT '

15

La alarma LRI aparece acompanando & la cifra de plaquetas para indicar interferencias en la region baja (LRI); se debe
a la acumulacion de datos en la zona de 2-3 fl. Se activa por una o varias de |as siguientes causas:

* Microplaquetas
* Fragmentos celulares
= Crioglobulinas

* Inclusiones eritrocitarias
* Hemdlisis

Gestion Curricular

FLT |

* Residuos en el orificio del transductor

25 30

La alarma URI aparece acompafiando a la cifra de plaquetas para indicar interferencias en la region alta {URI); se debe
a |a acumulacion de plaquetas y eritrocitos entre los 20 y 40 fl. Esta alarma se activa por una o varias de |as siguientes causas:

* Macroplaquetas
» Eritrocitos microciticos

= Eritrocitos fragmentados
= Satelitosis plaquetaria

* Agregados plaquetarios

La medicion del volumen de las células blancas mediante impedancia es posible gracias a la accién 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
medicién colorimétrica. En las células blancas, el lisante va a ocasionar que la membrana se adhiera al
nucleo de la célula, y va a ocasionar que la distribucion del tamanio celular no sea igual a la percepcién
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microscopica del tfamano celular.

MID

GRAN
T, e __._.nr _'"q;

] ] ]

=0 100 150 X0 200 300 50

La zona de los linfocitos v& de 35 — 98 fl, también se pueden encontrar hematies nucleados,
macroplaquetas, agregados plaguetarios, 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, basdfilos, monocitos aunque pueden ubicarse también blastos y plasmocitos. El R2 se activa
cuando hay mayor de células plasmdticas, eosindfilos, vy 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 alos 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.

SMALLEST CELLS LARGEST CELLS

ROIR1 R2IR2 R3IR3
! ! :

WBC

RO — Region 0
R1 — Region 1
R2 = Region 2
R3 — Region 3
R4 — Region 4
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DOSAJE DE HEMOGLOBINA

~ I
H B _ ) monocromador detector
Lente

Limpers Colda —
do muestra | lectura

WS CHP

n el
Hbnometro a

520 - 540nm

REACCION

OXIDACION

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 canfidad de muestras al mismo fiempo.

v' Aumenta la bioseguridad.
v' El andlisis automatizado supera ampliamente en precisién y exactitud al andlisis manual

MAYOR REPRODUCIBILIDAD DE LOS RESULTADOS

REPRODUCIBILIDAD MANUAL AUTOMATIZADO
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ERITROCITOS 1% 1%
LEUCOCITOS 16% 2%
PLAQUETAS 22% 4%
VCM 9.5% 1%
HCM 10% 1.5%

INTERPRETACION DEL DISPERSOGRAMA

Mon

Lymph

-

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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Muestras Anormales: Banderas

Left Shift

\‘\

MNon .

— e

\ﬂn ALY

oy

HISTOGRAMADE
PLAQUETAS

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

Un grafico que siga la linea verde debe
nterpretarse como interferencia
globulos rojos de menos de 30
fl.(recordar que tanto plaquetas como
globulos rojos semiden por impedancia
en una misma cdmaray de manera
simultanea. )
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HISTOGRAMADE
GLOBULOS ROJOS

El Histograma de Globulos Rojos se
aprecia como una distribucion cercana a
la normal

Observe la distribucidn casi simétrica de
la poblacién con el pico de la poblacion
cercana alos &7 fl. Observe ademds que
existen hematies debajo delos 50 fl Y
encima de los 100 fl.

200 L

El ancho de base de la campana
representa el nivel de variabilidad dela

Laposicién de la campana sobre el eje
horizontal representala tendencia Micro,

Normal people. the RBC -::l:iJ]:IDI“p.thDE-i: EEC tjlislagra.m:
indicating anisocytosis. From a

histozram shape is in perfect -
rectal cancer patient

Gaussian distribution.

100 100

hiicrocytosis, the EBC Dimorphologic EBC histogram.
dominant peak moves to left. From a recovery of Iron-
From a 34-wear old deficiency anempiaaESneae
outpatiemnt. 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 redlizar correctamente el hemograma automatizado e
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interpretar sus resultados emitidos e histogramas-

7. Conclusiones

7.1 El hemograma automatizado nos brinda un diagndstico hematolégico muy amplio pero que tiene
que ser corroborado por el estudio del frotis sanguineo.

9. Sugerenciasy /o recomendaciones

Referencias bibliogrdficas consultadas y/o enlaces recomendados

¢  Garcia Espinoza, Benjamin. Rubio Campal, Faustina, Crespo Gonzales, Maria Rosario (2015). Técnicas de andlisis
hematoldgico. 1¢ ed. Espaia: 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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Control de calidad y calibracion de equipos hematolégicos

Seccion

Fecha

D [ /202....

....... Docente:

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 :

Realiza el contro de calidad y calibracion de equipos hematoldgicos.

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, realizar el control de calidad de los mismos y la calibracién si hubiese
alguna alteracién hematoldgica

3. Equipos, Materiales y Reactivos

3.3. 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
ltem | Reactivo Caracteristica Cantidad
1 Muestras para control de calidad 3
de los tres niveles
2 calibradores

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
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_

Primero : Control de calidad

1° Se procesard como si fuera una muestra cualquiera, en la denominacién del control de calidad
respectivo alto, bajo o normal.

2° Seinterpretardn los resultados obtenidos, y se evidenciardn en la curva de levey jennys.

3° Si éstos se encontraran fuera de los limites establecidos, se procederd a la calibracion de los mismos.

(¥ EJEMPLO DE APLICACION GRAFICA LEVEY-JENNYNGSf (@]
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Segundo : Calibracién

1. Se hard uso de los calibradores, ingresando previamente en el equipo sus concentraciones en los
diferentes pardmetros.
2. Se procederd a calibrar en los parédmetros que se encontraran observados en el control de calidad.
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(€3

Cal-Chex APlus som

6. Resultados
1. El estudiante estard en la capacidad de realizar el control de calidad

2. El estudiante estard en la capacidad de realizar la calibracién

7. Conclusiones
7.1 Diaramente debemos de realizar el control de calidad de nuestros equipos hematoldgicos,

verificando que los pardmetros a analizar se encuentren dentro de valores permitidos que
garanticen los resultados de nuestras muestras a procesar.
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10. 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.

¢  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 : Marbdn Libros., S.L.

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