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1. OBJETIVO:

Dar los lineamientos necesarios a los profesionales del laboratorio en los aspectos técnicos
relacionados con la seccidon de hematologia y coagulacion

..ALCANCE:

DESDE: La recepcion de la muestra en la seccidén de hematologia y coagulacion

HASTA: La generacion de los resultados.

.+A.QUIEN VA DIRIGIDO:

Este manual va dirigido, especificamente, al personal responsable de las secciones de
Hematologia, Coagulacion y a quien pueda interesar.

. DEFINICIONES:

CALIDAD: La totalidad de las caracteristicas de una entidad que le confieren su aptitud para
satisfacer necesidades implicitasty explicitas.

COAGULACION INTRAVASCULAR ‘DISEMINADA (CID): O sindrome de desfibrinacién es un
proceso patolégico que se produce como resultado de la formacion excesiva de trombina, y que
induce el consumo de factores de.€coagulacion y plaquetas en la sangre.

FACTOR DE LA COAGULACION: Los factores de coagulaciéon son todas aquellas proteinas
originales de la sangre que participan y forman parte del coagulo sanguineo. Son trece los
factores de coagulacion, nombrados con niumeros romanos, todos ellos necesitan de cofactores
de activacion como el calcio, fosfolipidos:

REZUMAMIENTO: Dejar pasar un cuerpo a través de sus poros gotitas de liquido
SUPERFICIE CRUENTA: Que produce derramamiento de sangre:

DIATESIS HEMORRAGICA: Es un trastorno de la coagulacion de la sangre que se manifiesta
principalmente por una ausencia de coagulacion y hemorragias importantes. Entre las diatesis
hemorragicas congénitas figura la hemofilia.

VALORES DE REFERENCIA: Un valor de referencia es la medicion.correcta y conocida de cada
parte. El valor de referencia se utiliza para fines de comparacion durante el analisis del sistema
de medicion. Por ejemplo, usted tiene una parte de referencia con un peso conocido'de 0.025 g
que utiliza para calibrar sus balanzas.

Los valores de referencia se pueden determinar de diferentes maneras, dependiendo” de los
estdndares de la industria y de las expectativas tanto del cliente como de la’ compania. A
continuacion, algunas de las caracteristicas de los valores de referencia:

e Los valores de referencia son mediciones repetidas de equipos de medicidn mas precisos.
e Los valores de referencia son avalados por un grupo de profesionales.
e Los valores de referencia son acordados por las partes afectadas.

e Los valores de referencia son definidos por la ley.
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VIA INTRINSECA Y EXTRINSECA: La via extrinseca se considera que es la responsable de la
generacion inicial del factor X activado (factor Xa), mientras que la via intrinseca lleva a la
amplificacién de la generacion del factor Xa. El factor Xa desempena un papel central en la
cascada de coagulacion debido a que ocupa un punto en el que convergen la via intrinseca y la
extrinseca.

. NORMATIVIDAD APLICABLE:

NORMA ANO DESCRIPCION EMITIDA POR

Ministerio de Salud y

Decreto 1011 2006 Sistema Unico de Habilitacién > -
Proteccion Social
Por la cual se modifica parcialmente la Ministerio de Salud
Resolucion 2680 2007 resolucion 1043 de 2006 y se dictan y

. o Proteccién Social
otras disposiciones.

Ministerio de Salud y

Resolucion 1043 2006 Estandares de habilitacion . .
Proteccién Social

Por medio de la cual se definen los
lineamientos para la renovacion de la | Ministerio de Salud y

Resolucion 1998 fFu10 habilitacion de los prestadores de Proteccién Social
servicios de salud.
Resolucion 123 2012 Manual de acreditacion. Ministerio de Salud y

Proteccién Social

por la cual se definen los procedimientos
y/ condiciones de inscripcion de los
prestadores de servicios de salud y de
Resolucion 3100 2019 habilitacién de los,servicios de salud y se
adopta el Manual® de Inscripcion de
Prestadores y Habilitacion de Servicios
de Salud.

Ministerio de Salud y
Proteccién Social

6. RESPONSABLE:

Es responsabilidad de la referente de Laboratorios de la Subred Sur y su equipo de calidad, la
actualizacién y divulgacion del presente Manual o del designado por el referente del laboratorio o
director de servicios complementarios. Su socializacion se realizara anualmente o cuando sea
necesario.

. CONTENIDO DEL MANUAL:

7.1. ASPECTO ADMINISTRATIVO DEL MANEJO DE REACTIVOS
Para un correcto funcionamiento del laboratorio es necesario:

a. Llevar un control de insumos y reactivos, el cumplimiento de esta actividad se realiza
mediante el seguimiento a los registros: Solicitud de pedido diario (COM-ADI-LAB-FT-76
Solicitud de Insumos), Kardex de reactivos de diagnéstico in vitro (COM-LAB-CLI-FT-11),
pruebas faltantes (COM-ADI-LAB-FT-108), los cuales deben ser utilizados y diligenciados‘en
su totalidad por los profesionales de bacteriologia que realizan pruebas de Hematologia y
Coagulacion, para garantizar la continuidad del servicio y la oportunidad en los resultados;
la supervisién y seguimiento de los mismos es responsabilidad del referente del laboratorio o
su delegado.

b. Llevar un control estadistico de las pruebas realizadas diariamente en el laboratorio

c. Que el responsable de hacer los pedidos utilice los registros como herramienta para hacer
un analisis del consumo mensual de reactivo y material empleado con el objeto de garantizar
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una cantidad suficiente en existencias. La solicitud de pedidos al proveedor se realiza en el
formato Solicitud de pedidos al proveedor (COM-ADI-LAB-FT-104 Solicitud de Pedidos a
Proveedor)

Mantener una misma linea de productos para las determinaciones clinicas, con el fin de lograr
trazabilidad y experiencia de desempefio.

Los estuches comerciales deben almacenarse semaforizados y ubicados en orden de atras
hacia adelante de acuerdo a su fecha de vencimiento, tanto en las neveras como en los
estantes o cajones destinados para tal fin.

En la nevera vy en los estantes o cajones de almacenamiento debe reposar un inventario de
los insumos y reactivos existentes, utilizar los formatos Inventario de Insumos temperatura
ambiente (COM-ADI-LAB-FT-89 Inventario Insumos Temperatura Ambiente) e Inventario de
neveras (COM-ADI-LAB-FT-90 Inventario de Nevera o Sitios de Almacenamiento), estos
registros sonsesponsabilidad del lider de cada seccién para los reactivos que han salido del
depdsito temporal del laboratorio y del encargado de recibir y almacenar insumos para los
reactivos e insumos que se encuentren almacenados en el depdsito temporal.

Llevar un registro de“los Pruebas faltantes, utilizando el formato (COM-ADI-LAB-FT-108
Pruebas Faltantes)/el cual debe reposar en pagina numero 1 (uno) de la carpeta o AZ
identificada como INSERTOS E INFORMACION DE HEMATOLOGIA y COAGULACION)

NOTA: Todos los formatos:se'encuentran disponibles para impresion al menos en un computador
de cada uno de los laboratorios«de la subred y para consulta en la pagina web de la Subred.
Siguiendo la siguiente ruta:

TABLA 1 - RUTA DE CONSULTA DE LOS DOCUMENTOS

PN~ WN =

https://www.subredsur.gov.co/

Dar click en el enlace ALMERA

Ingresar usuario y contrasefia universal (usuario: Nosde CC.y contrasefia: 1234)
En menu principal dar click en Mapa de Procesos

Dar click en GESTION DE SERVICIOS COMPLEMENTARIOS

Dar click en Subprocesos y documentacion en la opcion: LAB=Laboratorio

Dar click en Lineas de intervencion y seleccionar: Clinico

En el buscador ingresar el nombre del documento, codigo o palabra clave.

7.2. VALORES DE REFERENCIA EN EL LABORATORIO

La determinacion de los valores de referencia para cada laboraterio”hace parte del control de
calidad, cada inserto informa los rangos de referencia aceptados para cada analito dependiendo
de la tecnologia, sin embargo, es recomendable establecer valores de acuerdo.a’la poblacion
atendida.

Para obtener valores de referencia poblacionales es importante tener en cuenta:

a.

C.

Evaluar el programa de control de calidad con el objeto de garantizar la confiabilidad de los
resultados obtenidos.

Seleccionar un grupo minimo de 50 individuos que cumplan con las caracteristicas de
poblacidn que atiende el laboratorio en cuanto a edad sexo, raza, estado fisiolégico habitos
culturales etc., se excluyen individuos con afecciones patolégicas, que estén tomando
farmacos.

Realizar el calculo de la media poblacional para cada laboratorio.
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7.3. TOMA DE MUESTRA

Para la toma de muestras del laboratorio clinico, se debe tener en cuenta el Manual Operativo de
Toma de muestras Laboratorio Clinico (COM-LAB-CLI-MA-01), el cual se puede consultar en la
pagina web de la subred por medio de la intranet (Ver tabla 1).

7.4. CONTROL DE CALIDAD

Para asegurar la validez de los resultados, se requiere de un control de calidad interno para
evaluar la precision y un control de calidad externo para evaluar la exactitud. Todos los
profesionales del laboratorio deben aplicar el manual COM-LAB-CLI-MA-05 (MANEJO DEL
CONTROL DE CALIDAD INTERNO Y EXTERNO), el cual se puede consultar en la pagina web
de la subred. Ver tabla 1. Diligenciar la BITACORA DE SEGUIMIENTO AL CONTROL DE
CALIDAD INTERNO LABORATORIO CLINICO COM-LAB-CLI-FT-54.

Nota: En la seccién de‘hematologia se debe realizar, ademas, control de calidad a los reactivos
hemoclasificadores utilizando los formatos (COM-LAB-CLI-FT-59 Control De Aspecto Fisico
Diario Hemoclasificadores) y a los colorantes, utilizando los formatos COM-LAB-CLI-FT-57
Coloracion De Field y COM=IzAB-CLI-FT-58 Coloracion De Wright.

Cada equipo tiene su formato de mantenimiento diario: hematologia y coagulacion.

7.5. INFORMACION DE.LA SECCION

Para consultar documentos relacionados con la seccion de hematologia disponemos de una AZ
o carpeta de la seccidon (INSERTOS E/INFORMACION DE HEMATOLOGIA), los cuales se
encuentran actualizados y marcados en la parte superior con la fecha de actualizacion.

Los manuales para el manejo de equipos sesencuentran disponibles en medio magnético y/o
fisico en la seccién.
7.6. EXAMENES REALIZADOS EN HEMATOLOGIA:

En la subred sur se procesan los siguientes examenes hematolégicos:

7.6.1. CUADRO HEMATICO
e MUESTRA REQUERIDA: Sangre venosa total anticoagulada (EDTA).

¢ TRANSPORTE Y ALMACENAMIENTO: Se procura en lo posible procesar en las dos
horas siguientes a su recoleccién para evitar procesos de descomposicion y.degradacion
de componentes sanguineos especialmente las plaquetas.

7.6.2. PROCESAMIENTO DE MUESTRAS, MANEJO Y CUIDADO/ DE .LAS
PLATAFORMAS DE HEMATOLOGIA

Para el procesamiento de muestras y cuidado de los equipos, se debe seguir las indicaciones
descritas en los respectivos manuales. La guia rapida debe estar disponible al lado de cada
equipo, como medio de consulta.

La validacion de los resultados se hara una vez se haya procesado, analizado y validado el
control de calidad.
7.7. FUNDAMENTO DE LOS EQUIPOS

En la Subred Sur E.S.E. El procesamiento de las muestras para cuadro hematico se realiza en
los equipos MindRay (BC5800 BC6800, BC6000 y BC30s) y HUMACOUNT. Cada uno de estos
equipos posee su principio para realizar el recuento y diferenciacién celular de cada muestra:
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EQUIPO

MindRay BC-5800

MindRay BC-6800

MindRay BC-6000

Humacount

PRINCIPIO |,

Electroimpedanci
a para conteo de
RBC y PLT.
Libre reactivo de
cianuro para
prueba de
hemoglobina.
Citometria de
Flujo, Dispersion
del Lasery
Citoquimica para
el conteo y
analisis
diferencial de
WBC

e Tecnologia de
analisis celular
con optica 'y
fluorescencia SF.

e  Cube para WBC

e Impedancia de
flujo para RBC y
PLT.

e Medicién de la
hemoglobina libre
de cianuro

Recuento de WBC
y eritroblastos
con citometria de
flujo, dispersion
laser frontal y
lateral y sefiales
fluorescentes
asociadas al
contenido de
ADN/ARN. -
Impedancia de
flujo envolvente
para RBC y PLT.

Medicion de
hemoglobina libre
de cianuro.

Recuento de
WBC, RBC vy
PLT utilizando
método de
impedancia

Reactivo libre
de cianuro
para la
medicion  de
hemoglobina
(Cian  Meta-
hemoglobina)

Internal electrode

External electrode
et Slgcirde.

Tabla‘2. Fundamentos equipos hematologia

The analyzer detects the electronic
impedance change when all cells
passes through an aperture and
gets the cell pulse.

@ | Aperture

Impedancia eléctrica: Utiliza
la propiedad de las células de
no ser buenas conductoras de
electricidad. La solucién
isoténica presente en los
equipos es conductora de la
electricidad, por lo tanto, la
sangre que se diluye en esa
solucién hace que se produzca
un aumento en la resistencia
eléctricajlas células atraviesan
Una a una un campo de tension

eléctrico donde inducen un pulso (aumento de la resistencia eléctrica) segun su tamario. Esto
permite contar las células y diferenciar las mas grandes de las mas,pequefas.

Citometria de flujo: En esté método, las células pasan, de una en una, enfila, por medio de un
flujo de reactivos liquidos y a través de sensores que miden sus caracteristicas fisicas y quimicas,
después de pasar frente a la luz laser o fluorescente, cada equipo usa reactivostespecificos para
evaluar las propiedades de las células (granularidad, lobularidad, complejidad, tamafo,estructura

interna).
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Figura 1. Fundamento de la citometria de flujo

Nota: Diariamente se debe diligenciar los formatos de MANTENIMIENTO DE EQUIPOS DE
HEMATOLOGIA, para cada equipo hay un formato, estos son:

e MANTENIMIENTO EQUIPODE HEMATOLOGIA - MINDRAY-BC-6800 COM-LAB-CLI-FT-51
e MANTENIMIENTO EQUIPO DE HEMATOLQGIA - MINDRAY-BC-6000 COM-ADI-LAB-FT-

96

e MANTENIMIENTO EQUIPO HEMATOLOGIA BC-5800 COM-LAB-CLI-FT-50.
e REGISTRO MANTENIMIENTO EQUIPO-HEMATOLOGIA HUMACOUNT COM-LAB-CLI-FT-

25

7.7.1.MANEJO DE LOS EQUIPOS:

7.71.1. MINDRAY BC 6800

1.

Diariamente se realiza mantenimiento al equipo;=este lo pide. automaticamente,
primero se limpia la sonda con ProbeCleanser, y luego se pasa un tubo con
ProbeCleanser y uno con agua destilada y se le da en.niciar recuento, esto con el
fin de que realice la limpieza de las sondas internas.

Una vez realizado el mantenimiento diario, se pasan los controles, los cuales deben
ir en el siguiente orden: Control bajo (low), Control medio (Normal); Control:alto
(High.

Si los controles dan correctamente, se puede comenzar a procesar las muestras

En los soportes de muestras, se carga de a 10 muestras, no es necesario retirar la
tapa de los tubos, una vez cargadas las muestras en los soportes, se deja en/la
ranura derecha y en la pantalla del equipo se da clic en iniciar recuento. El equipo
realiza el analisis de los parametros sanguineos, una vez acabado, moviliza el
soporte hacia la parte izquierda.

Para pasar muestras de manera manual, se debe cambiar el modo en la pantalla de
AL-WB a OV-WB
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6. Se escanea el ID de la muestra o se ingresa manualmente

7. Se le quita el tapdn a la muestra y se coloca en la parte de la sonda externa y se
presiona la tecla de aspiracion

8. Se debe estar pendiente cuando se acaba un reactivo, el equipo genera la alarma
cuando detecta un reactivo insuficiente, en este caso, se observa que reactivo es el
que falta y en la pantalla estéa la opcién de eliminar error, cuando se da clic ahi, pide
el nuevo coédigo de barras (del nuevo reactivo), el cédigo se lee con el lector de
codigos, se coloca el reactivo en el lugar correspondiente y se da en sustituir y luego
salir.

9. En el caso del galéon de desechos, este simplemente se debe sustituir cuando el
equipo lo requiera y se da en eliminar error.

| 1

A e

|
- o
i

| B [ |l
‘ L e )' S/
| | A -6
!  — . AR - iy

= —

Figura 2-1 Parte frontal del analizador

1 — Pantalla tactil 2 —— Indicador de encendido
3 — Sonda de muestra 4 - Tecla de aspiracién

5 — Tubo de ensayo 6 —— Soporte de tubos

7 — Autocargador 8 — Puerta del compartimento de colorante

fluorescente

7.7.1.2. MINDRAY BC 6000
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1. Diariamente se realiza mantenimiento al equipo, este lo pide automaticamente, se
prepara un tubo con ProbeCleanser y se coloca en el compartimiento de muestra
para tubo individual y se da clic en iniciar

2. Una vez realizado el mantenimiento diario, se pasan los controles, los cuales deben
ir en el siguiente orden: Control bajo (low), Control medio (Normal), Control alto
(High).

3. Silos controles dan correctamente, se puede comenzar a procesar las muestras

4. En los soportes para muestras, se carga de a 10 muestras, no es necesario retirar la
tapa de los tubos, una vez cargadas las muestras en los soportes, se deja en la ranura
derecha y en la pantalla del equipo se da clic en iniciar recuento. El equipo realiza el
analisis de los parametros sanguineos, una vez acabado, moviliza el soporte hacia la
partesizquierda.

5. Para pasar muestras de manera manual o cuando son tubos pediatricos, se debe dar
en 'la pantalla tactil.en modo, alli se cambia el modo de AL-WB OV-WB, luego se
escaneael ID de la muestra o se ingresa manualmente, dar clic en OK y el equipo
abrira el compartimiento para este tipo de tubos.

6. Una vez colocadarla muestra en su respectivo compartimiento, dar clic en la parte
delantera del equipo a'la tecla >

7. El equipo cierra el compartimiento y,cuando termina de tomar la muestra vuelve a
abrirla, alli se puede sacar la muestrawy se espera a qué el indicador fluorescente
cambie de naranja a verde.

mindray -

8. Unavez esté el indicador en verde, se puede cambiar el modo, para esto'se presiona
el botdén de reversa (dos flechas ciclicas) y automaticamente el equipo cambia el
modo.

9. Se debe estar pendiente cuando se acaba un reactivo, el equipo genera la alarma
cuando detecta un reactivo insuficiente, en este caso, se observa qué reactivo es el
que falta y en la pantalla esta la opcién de eliminar error, cuando se da clic ahi, pide
el nuevo cadigo de barras (del nuevo reactivo), el cédigo se escanea, se coloca el
reactivo en el lugar correspondiente y se da en sustituir y luego salir.
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10. En el caso del galon de desechos, este simplemente se debe sustituir cuando el

equipo lo requiera y se da en eliminar error.

7.71.3. MINDRAY BC 5800

1.

Preparaciones antes de encender el instrumento Compruebe si hay suficientes
reactivos, si los reactivos estan turbios y si los tubos tienen curvaturas. Compruebe
las conexiones eléctricas y de las vias neumaticas entre el analizador y la unidad
neumatica son apropiadas. Compruebe si las conexiones entre el analizador y el
equipo externo son apropiadas. Compruebe si la conexién de alimentacion es
correcta.

Encendido del instrumento Si hay una impresora conectada, encienda primero la
impresora. Conecte la unidad neumatica y el analizador de forma secuencial y, a
continuacion, pulse el botén de encendido a la izquierda debajo de la pantalla tactil
del analizador. Introduzca el nombre de usuario y la contrasefia en la pantalla de
inicio de sesion para acceder a la pantalla principal.

Cuenta-de antecedentes Haga clic en el boton "Count" en la pantalla "Count" y
compruebe si los resultados de fondo cumplen los siguientes requisitos: WBC<0.3/
L RBC=0.03 /L HGB=1g/\L HCT<0.5% PLT<10 /L Si los resultados no cumplen con
los requisitos,.vera el error "Fondo anormal”. Realice el procedimiento de limpieza o
mantenimiento.

Controles diarios Antes desejecutarimuestras, ejecute los controles diariamente.
Seleccidn del modo de trabajo

En la pantalla "Cuenta", haga clic en el botén "Modo" y aparecera el cuadro de
didlogo "Modo de trabajo".

Haga clic en el boton de opcion "OV-WB", "OV-PD" o "AL-WB" para seleccionar el
modo de trabajo deseado. Haga clic en el botén de radio "CBC" o "CBC + 5DIFF"
para seleccionar el modo deseado.

Introduzca el ID de la muestra siguiente en el‘cuadro"ID". Para el modo "AL-WB",
ingrese el ID, el numero de soporte (de 1 a 20) y el numero‘de tubo (de 1 a 10). Si
desea utilizar el escaner interno para escanear el ID y / o’el numero de bastidor del
siguiente ejemplo, haga clic en la casilla de verificacionExaminar automaticamente
la ID de muestra"y / o " Primera muestra.

Después de la configuracién, haga clic en el boton "Aceptar" para’ guardar los
cambios y volver a la pantalla "Cuenta".

10. También puede hacer clic en el boton "Lista de trabajo" para introducir.o/cambiar la

informacion completa de la lista de trabajo de la muestra que se analizara antes del
analisis.
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11.
12
13.

14.

15.

16.

17.
18.

19.

20.

21.

Calibracidn

Abra el Vial-Sangre Total
Mezcle la sangre venosa.con K2EDTA, presente la muestra en la sonda de muestra.

Presione la tecla de aspiracion y.el analizador aspirara la muestra automaticamente.
Cuando oiga el "pitido, retire el tubo de muestra. El analizador ejecutara
automaticamente la muestra

Par muestras prediluidas: Haga_clic en el botdn "Diluent” en la pantalla "Count" y
presente un tubo centrifugoylimpio en la sonda de muestra como se indica en la
pantalla.

Presione la tecla de aspiracion para'dispensarel diluyente en el tubo a lo largo de la
pared del tubo para evitar derrames y burbujas.

Cuando oiga la alarma, retire el tubo centrifugo. También puede aspirar 120 pl de
diluyente por pipeta en el tubo.

Haga clic en el boton "Ok" y el cuadro de dialogo se cerrara.

Agregue 40uL de sangre al diluyente, cierre la tapa del tubo y agite ‘el tubo para
mezclar la muestra. * Mantener la muestra inmévil durante”3 minutos y volver a
mezclarla, presentarla a la sonda de muestreo, pulsar la tecla”de aspiracién y el
analizador aspirara automaticamente la muestra. Cuando escuche el'pitido, retire el
tubo centrifugo. El analizador ejecutara automaticamente la muestra,

Cargue los Soportes para muestras (bastidores de muestra secuencialmente en el
nivel de la bandeja derecha del cargador automatico), con la parte posterior’de
"MINDRAY" « Marque en el soporte (bastidor) mirando al analizador. Puede cargar
hasta 5 soportes de muestra a la vez.

Haga clic en el botdn "Inicio" en la pantalla "Lista de trabajo" o haga clic en el botén
"Recuento” en la pantalla. El analizador iniciara el analisis automaticamente.

Después de analizar todas las muestras, todos los bastidores de muestra llegan a la
bandeja izquierda del autocargador. Quitelas con seguridad.
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22. Modo de suspension automatica El analizador entrara en el modo de ahorro de
liquido si las operaciones de fluido pertinentes se han detenido durante un periodo
fuera del intervalo establecido. Durante esta condicion, todavia puede realizar otras
operaciones distintas de las operaciones fluidicas pertinentes. Para salir del modo
de ahorro de liquido, presione la tecla de aspiracion.

23. Apagado: después de los analisis, haga clic en el botdén en la pantalla "Principal"
para apagar el analizador diariamente. Cuando la pantalla se oscurezca, coloque el
interruptor de encendido del analizador en OFF y apague todos los demas equipos
externos. Vacie el contenedor de desechos y eliminelo correctamente.

7.71.4, MINDRAY BC-30

1. Diariamente: apague su analizador segun las instrucciones y realice el
mantenimiento del limpiador de la sonda.

2. Preparaciones antes de encender el analizador: Compruebe y asegurese de que
los reactivos son suficientes y no estén turbios. Revise y asegurese de que los tubos
no estén doblados."Compruebe y asegurese de que los dispositivos externos estén
conectados correctamente al analizador.

3. Encender'el analizador y el inicio de sesién del usuario: Encienda la impresora
si el analizador~€sta .conectado a la impresora, luego encienda el analizador,
encendido el Analizador, en la,parte posterior ingrese el nombre de usuario y la
contrasena en el ‘cuadro de‘dialogo emergente para iniciar sesién en la pantalla
principal.

4. El nombre de usuario y la contrasena predeterminados del administrador son, en
ambos casos, "Admin"

5. Prueba de fondo: La prueba de fondo_se realizara automaticamente después de
que se encienda el analizador. Ingrese el\"Analisis de muestra" y luego verifique si
los resultados de fondo mostrados cumplen ¢on los siguientes requisitos:

WBC <0.20 109/ L
RBC <0.021012/L
HGB <1G/L

HCT <0.5%

PLT <5109

6. Al menos una prueba de fondo se realizara durante el procedimiento de encendido,
si el resultado de la primera prueba de fondo falla, se realizara otra prueba de fondo,
si los resultados siguen sin cumplir los requisitos, se le indicara el error "Fondo
anormal".

7. Realice la resoluciéon de problemas como se indica en el Capitulo de solucion de
problemas del manual del operador.

8. Controles diarios: Realice los programas de control de calidad diariamente para
controlar el estado del analizador.

9. Seleccionando el modo de trabajo: En la pantalla "Analisis de muestra”, haga clic
en el botén "Modo" y aparecera el cuadro de dialogo "Modo".
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10.

1.

12.

13.
14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

Haga clic en el boton de radio "WB" o "Predilute" para seleccionar el modo de trabajo
deseado.

Hay dos métodos de entrada de muestra para las muestras que se analizaran:
ingrese el ID de muestra e ingrese toda la informacion haga clic en "Aceptar" para
guardar la configuracion y volver a la pantalla "Analisis de muestra".

Modo de sangre total: Mezclar bien la muestra anticoagulada con EDTA. Luego,
presentar la muestra a la sonda y asegurese de que la sonda se sumerja en la
sangre.

Presione la tecla de aspiracion y el analizador aspirara la muestra automaticamente.

Cuando escuche la alarma auditiva, retire el tubo de muestra. El analizador ejecutara
automaticamente la muestra.

Modo Prediluido: Presione el icono de cambio de modo para cambiar el modo de
trabajo de sangre completa a "PD", toque el bot6n "Diluyente"; en la barra de estado
superior, aparecera un cuadro de mensaje.

Prepare un tubo bajo la sonda de muestras y pulse la tecla
Aspirar para dispensar el diluyente.

Presentar un tubo centrifugo limpio sin‘tapar sin anticoagulante a la sonda de
muestra verticalmente asegurese de gue,la sonda de muestra llegue al fondo del
tubo.

Presione la tecla aspirar para dispensar el diluyente, durante el proceso de
dispensacion, debe tener cuidado de evitar burbujas, tapices y derrames, cuando
escuche el pitido, retire el tubo.

También puedes dispensar 700uL de diluyente porpipeta en‘el tubo cuando termine
de dispensar el diluyente, puede hacer clic en el botéon/"Cancelar" para salir del
procedimiento, el didlogo se cerrara automaticamente.

Recoger y dispensar manualmente 20 uL de muestra de sangre en eltubo centrifugo
con diluyente, tapar el tubo y mezclar bien la muestra.

Mantenga esta muestra prediluida inmévil durante 5 minutos y luego vuelva, a
mezclarla, presentar la muestra a la sonda de muestra y presione laitecla aspirar.

El analizador aspirara la muestra automaticamente, cuando escuche el pitido, retire
el tubo de muestra. El analizador ejecutara automaticamente la muestra.

7.7.1.5. HUMACOUNT

1.

Encendido del Instrumento: Prender la impresora externa que esta conectada:
Prender la fuente de poder (del instrumento) pulsando el pequefio interruptor a la
posicion |. Oprimir el interruptor grande ubicado en la parte posterior izquierda del
instrumento para energizar el equipo.
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Empezara el proceso de arranque automatico del Instrumento. Cuando finalice
el proceso de arranque, aparecera el MENU PRINCIPAL en la pantalla. Los
submenus estan marcados con una flecha » al final de la linea. En este caso, usted
puede utilizar la flecha — para ingresar en el submenu seleccionado.

ADVERTENCIA: Esperar 5 minutos antes de comenzar el proceso de medicion. Se
requiere este tiempo para alcanzar la temperatura éptima de operacion.

Medicién del Blanco: La medicion del blanco se utiliza para comprobar la limpieza
del sistema y de los reactivos.

La medicion del blanco debe llevarse a cabo una vez al dia antes de los analisis de
muestra (esto se hace automaticamente antes de la primera medicién en el menu
MEDICIONES), luego de cualquier cambio de reactivo (puede ser activada
manualmente desde el meni MEDICION / MEDICION DE BLANCO vy luego de
cambiar cualquier componente directamente relacionado con un proceso de
medicidn (aspiracion, dilucion, conteo, enjuague).

El usuario debe aceptar los valores del blanco. La mediciéon del blanco puede
repetirse pulsando la tecla de repeticion.

Si alguno de los parametros de prueba tiene un valor alto de blanco, el mensaje:
Error en medicién de blanco aparecera en la parte superior de la pantalla.

Existen 3 regiones para el manejo del valor del blanco:
a. Optima: todos los resultados estan OK.

*

b. EIl blanco estaralto: un mensaje con
resultados de parametros.felacionados.

se observa en pantalla para los

c. El blanco esta demasiado alto,\no se visualiza en pantalla ninguin
resultado en el modo de medicion.

Los valores aceptados de blancowson esenciales para la debida calibracion y
medicién de Control de Calidad. Por esta razon;y=no se debe realizar ninguna
calibracion o medicion de Control de Calidad sin los valores aceptados de blanco.
Las mediciones de Control de Calidad (QC) y Calibraciéon pueden ser hechas
unicamente si los valores del blanco se encuentran en la primera region.

. Andlisis de Muestra: Utilizar sangre entera fresca anti coagulada K3-EDTA como
muestra. Antes del muestreo, mezclar la muestra suavemente invirtiéndola 11 veces.
No sacudir la muestra porque se pueden danar las células de sangre.

. Informaciéon de la muestra: El instrumento le permite al Usuario ingresar
informacion de muestra para cada muestra que haya sido (o que vaya a/ser) medida.

. Un teclado externo de PC debe estar conectado al instrumento antes de prender.el
analizador. Inmediatamente antes de la medicion, o en el menu Base de Registros.

. Para ingresar la informacién de muestra antes del analisis, presionarla tecla de
funcion #9999. Aqui se puede especificar el ID de la muestra.

. El nombre del paciente aparecera en la pantalla LCD debajo del histograma PLT
(segunda pagina) y en el encabezamiento de la hoja de resultados impresa.

. Resultados: Al finalizar el proceso de medicion, se visualizara la siguiente ventana
en pantalla, la misma que incluira los parametros, asi como los histogramas de WBC,
RBC y PLT: Los resultados e histogramas se almacenaran automaticamente en la
memoria, sin requerimiento de confirmacion por parte del operador. (Primera
ventana de dos).
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16. Si hubiese algun error o la medicion del blanco estuviese demasiado alta, aparecera
una indicacién de error E junto con el parametro erréneo y no se desplegara ningun
resultado en pantalla (---). Si existen advertencias o errores, la indicacion con “*
“aparecera precediendo del resultado real.

17. En la ultima linea de la ventana de resultado, se podran visualizar las indicaciones
de advertencia. Si no hay nada en la ultima linea, esto significa que no se encontré
ningun error o advertencia durante el ciclo de medicién.

7.8. FROTIS DE SANGRE PERIFERICA

El resultado del frotis de sangre periférica es el reflejo de un buen o mal funcionamiento de la
médula ésea y de los diferentes factores que influyen en la presencia de células sanguineas, en
calidad y cantidad normal.

El frotis de sangreperiférica tiene por objeto la evaluacion de las lineas sanguineas:
a. Eritrocitaria

b. Leucocitaria

c. Plaquetaria.
También se buscan:

e Hemoparasitos tales como Tripanosoma y Plasmodium.

e Algunas bacterias cuyo tamafo y.Caracteristicas morfolégicas permiten su visualizacion,
tales como Leptospiras.

e Cualquier otro elemento, que pueda estariimplicado en la patologia del paciente.

MUESTRA REQUERIDA: Se requiere muestra de sangre ‘obtenida por puncion capilar o venosa
con anticoagulante EDTA.

PRINCIPIO DEL METODO: A diferencia de otros‘tejidos la’sangre esta constituida por tres tipos
de células muy diferentes entre si, tanto desde el punto de vista morfoldgico y estructural como
desde el funcional.

Células nucleadas (leucocitos) con funcién defensiva, células anucleadas (hematies) con funcion
respiratoria, y pseudo fragmentos citoplasmatico (plaquetas con.funcion hemostatica).

Es preciso saber valorar un frotis de sangre periférica para conducir con acierto el tratamiento de
un paciente anémico o con algun otro tipo de patologia sea esta de'origen hematolégico o no.

El frotis o extendido de sangre periférica, es un procedimiento manual quese hace-con/la finalidad
de tedir las células sanguineas con colorantes policromatéfilos y poder.detectar alteraciones
morfoldgicas de las células sanguineas. El frotis se observa en microscopio, donde se puede
identificar la morfologia, inclusiones y demds caracteristicas de estas células.

REACTIVOS EMPLEADOS: Colorante de Wright y buffer Giordano adquiridos comercialmente
por el proveedor.

7.8.1.TECNICA:

o PREPARACION DEL EXTENDIDO

1. Colocar una gota de sangre de 2 a 3 mm de diametro aproximadamente a 2 cm del
extremo de un portaobjetos limpio y nuevo.
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(]

Colocar el portaobjetos sobre una superficie plana, con el pulgar y el indice de la mano
derecha sostener un segundo portaobjetos (extensor) contra la superficie del primero a
un angulo de 45° y desplazarlo suavemente hacia atras hasta que alcance la gota de
sangre.

Esperar a que por capilaridad toda la sangre se distribuya uniformemente. Es
aconsejable que la sangre no llegue a los lados del portaobjetos sobre el que se realizara
la extension.

Deslizar suavemente y a velocidad moderada un portaobjetos sobre el otro en sentido
longitudinal, hasta que la gota de sangre quede bien extendida sobre la superficie del
primer portaobjetos. El grosor del frotis sanguineo puede variar segun el angulo que
formen entre si ambos portaobjetos. Asi, si es superior a 45° la extension obtenida sera
gruesa y corta; si por el contrario es inferior a 45° sera larga y fina.

Secar elfrotis a,temperatura ambiente y en posicion horizontal.

N1

-

*\ 30° 0 45°
\
'
-— > A -
Se coloca una gota de sangre un El portaobjetos extensor se desplaza Desplaza el portaobjetos
centimetro abajo del borde hacia la gota de sangre y se llena el extensor hacia adelante hasta
borde por capilaridad que la gota se termine

Figura 2. Técnica para realizar un extendido de sangre periférica.

e COLORACION DE WRIGHT

Esta tincidon policromatica es usada para la diferenciacion de células sanguineas, ya que
puede tefiir compuestos basicos y acidos presentes en la célula. El reactivo de Wright esta
compuesto por eosina y azul de metileno, cuando este oxida se conoece como azur B a una
concentracion de 0.8 g/L empleando cémo solvente alcohol metilico. La eosina es un
colorante &cido que tiene afinidad por componentes alcalinos/de la célula como la
hemoglobina, estas estructuras tendran un color rojo-rosado. Las estructuras de caracter
acido cémo los acidos nucleicos o proteinas acido son afines a,compuestos basicos como
el azul de metileno. El procedimiento para tefiir los frotis es el siguiente:

1.
2,

Colocar las laminas con los frotis sobre las varillas paralelas

Afadir el colorante de Wright de manera que cubra toda la extensién,y/dejar colorear
durante 3 minutos.

Luego aplicar agua destilada o buffer Giordano sobre el colorante, soplar hasta observar
que se va formando el brillo metalico durante 3 minutos.

Lavar las laminas tefidas con agua destilada o agua corriente.

Dejar secar al aire las ldminas y observar al microscopio en objetivo 100x.
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Figura 3. Coloracion de Wright
7.9. OBSERVACION MICROSCOPICA:

7.9.1.GLOBULOS ROJOS:

Los eritrocitos son las células sanguineas que contienen en su interior la hemoglobina. Esta
molécula es una proteina‘que contiene atomos de hierro que le otorgan el color rojo a la
sangre, de alli su nombre: eritrg (rojo) citos (eélulas). Dado la forma bicéncava del eritrocito
se observa en la foto una disminucion del coloren el centro. Cuando esta disminucion no se
observa puede deberse a una alteracién.de la forma del gldbulo rojo.

> @ » O 0900,
3 ‘?.; °° '
o Eritrocitos normales donde se
3 ve el color rojo que adquieren
c por la presencia de la hemoglobina
'o @ @ Coloracién:
o o o May Grunwald - Giemsa

Figura 4. Globulos rojos normales

Los glébulos rojos normales son normociticos normocrémicos, no obstante,/se pueden
encontrar estas caracteristicas en algunos casos de anemia con y sin poiquilocitosis.

Los términos normociticos- normocrémicos empleados para informar un F.S.P. Se utilizan
unicamente cuando el paciente no presenta ninguna alteracion en los glébulos:rojos.

Alteraciones de color: Con respecto a la cantidad de hemoglobina contenida (normocromia
— hipocromia) y de la madurez de la misma (policromatofilia), informar las deficiencias en
relacion de moderada o marcada de acuerdo a los siguientes parametros:

e Hipocromia: Glébulos rojos en los que su contenido de hemoglobina es inferior al
normal y los hematies se observan débilmente coloreados, esto se da por la disminucion
de hemoglobina. Se informa asi:

e Ligera (1+): 6 - 15 hematies hipocromicos en 10 campos
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e Moderada (2+): 15 - 30 hematies hipocromicos en 10 campos. HCM 25-27 pg.
e Marcada (3+): Mas de 30 hematies hipocromicos en 10 campos. HCM <24 pg.

¢ Policromatofilia: Hematies con tonalidad gris- azulada signo de inmadurez celular, se
observa en ciertas anemias acompafiadas de reticulocitos en sangre periférica. Estos
hematies se caracterizan por ser de mayor tamafio y con coloracién azulada debido a
su contenido de ARN. La policromatofilia se informa al contar 10 campos y sacar un
promedio de acuerdo a la siguiente tabla.

Normal Ligera 1+ Moderada 2+ Marcada 3+

0-1.5 1.6-2.5 2.6-35 >3.6

Anisocitosis (Diferentes tamafios)

Se informa como moderada o marcada especificando siempre a expensas de que esta
alterada la anisocitosis. Ejemplo: moderada o marcada anisocitosis con presencia de
glébulos rojos microciticos© macrociticos (++, +++).

El tamarfio de los glébulos rejos se determina mediante el calculo del volumen corpuscular
medio (VCM), asi:

VCM= Valor hematocrito (ml/100) / Eritrocitos (millones/mm3)

o <80 fL (microciticos)
e 80 - 94 (normociticas)

e >94 (macrociticos)

Criterios para evaluar la anisocitosis
Deben contarse 10 campos y luego dividir el resultado por 10.
Cuando hay macrocitos y macrocitos en la lamina el resultado es la sumatoria de las dos.

El resultado debe compararse con la siguiente tabla:

NORMAL LIGERA 1+ MODERADA 2+ MARCADA 3+
0 NA 11-20 MAYOR DE 20

MICROCITOS (Glébulo rojo de 3 a 5 um)

NORMAL LIGERA (+) MODERADA (++) | MARCADA (+++)
0 1-10 1120 MAYOR DE 20
VCM (f) 80-95 76-80 66-75 MAYOR de 65
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MACROCITOS (Glébulo rojo mayor de 9 um)

NORMAL LIGERA (+) | MODERADA (++) MARCADA (+++)
0 110 11-20 MAYOR DE 20
VCM (fl) 80-95 | 96-108 109-120 MAYOR DE 120

Poiquilocitosis (diferentes formas)

Se informa como moderada o marcada y se especifica a expensas de que esta dada y en
que intensidad cada una. Ejemplo: moderada poiquilocitosis con presencia de eliptocitos ++

y esquistocitos +.

Deben contarse 10 campos, sumar el valor total de cada uno y dividir por 10

FORMA IMAGEN NORMAL | LIGERA [ MODERADA | MARCADA
1+ 2+ 3+
ESFEROCITO 0 NA 5-20 MAYSOR DE
ACANTOCITO 0 NA 5-20 MAYSOR DE
ELIPTOCITOS 0 NA 5-20 MAYSOR DE
o
QUERATOCITOS || @ @0 9@ 0 NA 12 MAYgR DE
se _,
o o
P o .. Q@09
L L A ]
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(Keohane, Smith y Walenga, 2013)
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La intensidad general de la poiquilocitosis la puede obtener-al’‘evaluar 10 campos y observar
las diferentes formas que se encuentran en el promedio de los 10 campos. El criterio para
esta evaluacion es el siguiente.

NORMAL | LIGERA | MODERADA | MARCADA
0 NA 5-20 MAYOR DE 20

7.10. INCLUSIONES ERITROCITARIAS

FORMA IMAGEN NORMAL | LIGERA | MODERADA | MARCADA
PUNTEADO MAYOR DE
BASOFILO 0 NA 5-20 20

bt
-
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%
CUERPOS DE ;
HOWELL- 0 NA 2-3 MAY%R DE
JOLLY
S
~ ; _

CUERPOS DE : il s
PAPPENHEIM 94" 0 NA 2-3 MAY?;R PE

EN ’ .
AN(I:I:&.BO:TDE @ : A 0 NA 9.5 MAY%R DE

Cuerpos de pappenheimer: Son inclusiones intraeritrocitarias que contienen granulos de hierro
en asociacion con mitocondrias y restos ribosomales. Se observan de color azul con las
coloraciones de Romanowsky, redondos destamario irregular, por lo general tienden a formar
grupos de dos o cuatro y pequefos agregados. Asi mismo tienden a localizarse cerca de la
periferia. Son indicativos de alteracion eritropoyética especialmente las observadas en las
anemias sideroblasticas, talasemias, y alcoholismo grave./Las podemos observar también en
sindromes post- esplenectomia.

Punteado basoéfilo: Corresponde a una acumulacion de granulos que se tifien de un intenso
color azul con los colorantes de Romanowsky, ya que estan compuestos de agregados
ribosémicos. Estos granulos muestran variacion de tamafo y numero. El'punteado basdfilo se
observa generalmente en trastornos causados por alteraciéon de"la biosintesis'de la hemoglobina
como anemia megaloblastica, intoxicacién por plomo etc.

Cuerpos de howell — jolly: Aparecen como inclusiones esféricasigeneralmente ‘de 1-2 u de
diametro que se tifien intensamente de purpura con los colorantes .de Romanowsky. Los
observamos en todas las anemias hemoliticas graves, anemia megaloblastica,y talasemia. Un
pequefio numero de estas inclusiones aparecen tras la esplenectomia, la aspleniaicongénita, asi
mismo en la mielofibrosis avanzada y en la eritroblastosis fetal.

Anillos de Cabot: Constituyen unas finas fibras que se tifien de rojo violeta mediante los
colorantes de romanowsky y se disponen concéntricamente a la membrana eritrocitaria. El anillo
se puede encontrar acompafado de otras inclusiones como el punteado basdfilo.
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Valoracion del fenémeno de Rouleaux (promedio de apilamiento en 10 campos)

>*8

Figura 5. Fenémeno de Rouleaux

NORMAL LIGERO + MODERADO ++ MARCADO +++
NORMAL LIGERA MODERADA MARCADA
0 NA 5-20 MAYOR DE 20

La anemia es un estado patoldgico en.el que se encuentra disminuida la cantidad de hemoglobina
en la sangre. Esta es la encargada de llevar el oxigeno a los tejidos, por lo que al disminuir habra
un déficit en el aporte del mismo. La molécula de Hemaglobina posee para esta funcion atomos
de hierro que son los que ligan al oxigeno. Si el hierro’disminuye, la cantidad de hemoglobina
también lo hara y se producira asi una anemia ferropénica.

Figura 6. En la foto puede verse la gran cantidad de formas que adoptan los eritrocitos (glébulos-rojos) y
la poca coloracién que poseen por la falta de hemoglobina. Aumento: 400x.

ESFEROCITOSIS HEREDITARIA

Se caracteriza por la presencia de glébulos rojos de forma esférica que son mas fragiles que los
normales. Por esto al ser destruidos en el bazo produce esplenomegalia (aumento del tamafo
del bazo) y hemdlisis (ruptura) generando ictericia (piel amarilla por el aumento de la bilirrubina).
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Los esferocitos son glébulos rojos que alteraron su forma bicéncava por la de una esfera. Es una
enfermedad hereditaria que produce la alteracion de la forma del eritrocito por el déficit de ciertas
sustancias necesarias.

Las flechas marcan esferocitos. Alli no aparece el centro claro de los eritrocitos normales y su
tamafio es menor.

Figura'7. Coloracion: May Grunwald - Giemsa

ELIPTOCITOSIS HEREDITARIA

Se caracteriza por la presencia de glébulos rojos de forma oval. Puede producir hemdlisis
(ruptura) generando ictericia (piel amarilla por el aumento de la bilirrubina). En la mayoria de los
casos el proceso hemolitico es compensado. Es una enfermedad hereditaria de caracter
autosémico dominante que la padecen entre’2 y 5 personas de cada 100.000

Figura 8. Eliptocitos

7.10.1. RECUENTO DE ERITROBLASTOS

Los normoblastos son células nucleadas precursoras normales del eritrocito maduro,
aparecen en el FSP en determinadas patologias como anemias y hemopatias. Se informan
por porcentaje, cuando hay mas del 10% se realiza correccién al recuento de leucocitos de
la siguiente manera:
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M° de leucocitos contades x 100

Leucocitos corregidos=
N° de normohblastos + 100

Recuento total de leucocitos por mm3 (ya sea por método automatizado que da el equipo o
manual) por 100 que es el numero de leucocitos contados en el diferencial, dividido en el
namero de eritroblastos observados mas 100 qué es el nimero de leucocitos.

. LEUCOCITOS

Para poder hacer una apreciacion de cantidad, se debe realizar una observacion
microscopica.conpequefio aumento, donde los glébulos rojos apenas se toquen entre si. Se
cuentan tres campos de los anteriormente descritos, se saca el promedio por campo y se
multiplica [por 300. Este calculo le da un numero aproximado de leucocitos, pero nunca
reemplaza el recuento total de leucocitos, solamente lo confirma.

Después de hacer el anterior'calculo podra hacer una apreciacion e informar si los leucocitos
estan aumentados, disminuidos o normales. Dentro del F.S.P debe incluirse el recuento
diferencial leucocitario. Al/tiempo que se realiza puede hacerse la observacién de la
morfologia de estas células y anotar cualquier tipo de alteracion.

v" Anotar la presencia deshiposegmentacion o fenomeno de pelger —huet o pseudo pelger-
huet.

v' El encontrar macropolicitos es indicativo de 'un proceso megaloblastico, estos son PMN
que presentan mas de 5 lobulaciones o cuando el total de la poblacion tiene mas de 4
I6bulos. Eosindfilos y basofilos "con mas de 2 lobulaciones se consideran coémo
hipersegmentados.

v"El encontrar macropolicitos es indicativo:de un proceso megaloblastico, estos son PMN
que presentan mas de 5 lobulaciones o cuando el total"de.la poblacion tiene mas de 4
I6bulos.

v' Eosindfilos y baséfilos con mas de 2 Iobulaciones se consideran como
hipersegmentados.

. NEUTROFILOS

Los neutréfilos son importantes para la defensa del organismo de bacterias y otros
microorganismos. Segun la forma de su nucleo se los puede clasificar en-neutroéfilos en
banda o cayados y en neutrdéfilos segmentados.

Presentan divisiones de sus nucleos en Iébulos en un nimero que va de 3 a 8. Si es.mayor
el numero de divisiones nucleares se habla de neutréfilos hipersegmentados.

p A
. e “
i

Sl .

Figura 9. Neutrofilos normales
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LINFOCITOS

Los Linfocitos son células esféricas o ligeramente ovoides con un didametro de 8 a 12

micrones. El nucleo (azul oscuro) ocupa el 90% de la célula. El citoplasma es muy delgado

y se tifie de color azul claro formando un anillo alrededor del nucleo. El linfocito bajo ciertos

estimulos quimicos enddgenos puede dividirse y crear muchas células hijas para defender
cuerpo liberando anticuerpos.

. EOSINOFILOS

Los Eosindfilos tienen actividad fago
al organismo. Sus granulos tienen sust
un papel muy importante en las parasitosis
que puedan ser ingeridas por los neutréfilos
las reacciones alérgicas.

o i 4
. Q
o

"se comen" a los agentes extrafios
adar aquello que incorporan. Tienen

Figura 11. Eosindfilos normales. Obsérvese el nucleo en forma de anteojo y los granulos gruesos
citoplasma. Aumento: 400 veces. Coloracién: May Grunwald —Giemsa.

o BASOFILOS

Los Basodfilos poseen granulos de heparina e histamina. Estas sustancias son mediadores
quimicos que modulan la inflamacion.
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Tienen funcién en los estados alérgicos en la hipersensibilidad retardada. La liberacion
masiva del contenido de sus granulos puede causar un shock anafilactico que puede llegar
hasta la muerte si no es controlado

el

Figura 12. Basofilo normal Posee un nucleo en forma de l6bulos que muchas veces se dificulta verlo por
los granulos gruesos del citoplasma.

. MONOCITOS

Los Monocitos son células fagociticas,con gran capacidad bactericida. Ante estimulos de
sustancias quimicas siguen a los neutrdfilos en la reaccion inflamatoria. Por la fagocitosis
aumentan de tamafo y pueden fijarse a lositejidos del bazo, higado y pulmén, dando lugar
a los macrofagos tisulares que forman el sistema reticulo endotelial encargado de remover
el material extrafio que circula en la sangre.

Ry U
i "

Figura 13. Monocito normal. Tomado de hematologiaparaelreisdente.gov.com

7.11. RASGOS MORFOLOGICOS DE LOS LEUCOCITOS
Moderado Marcado
RASGO MORFOLOGICO gLzl (2+) (3+)
CUERPOS DE DOHLE Son = _ \
inclusiones  intracitoplasmaticas  de CUERPOS DEDBHLE
granulocitos y monocitos que se OAYO ;
observan como pequefias manchas “an 2.4 x CM MAYOR
redondas azul claro. Indican ) t. - DE 4
hiperactividad ~ celular.  En  los 0 oY, vV
eosindfilos al igual que en los basdfilos = y €
es importante anotar si se encuentran | Tindn:wrigh £ aumenor 10

(Keohane, Smith y Walenga, 201

degranulados.
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Subred Integrada de Servicios.
de Salud Sur E.S.E

MAYOR

VACUOLIZACION 4-8xCM DE 8
U e’ MAYOR

HIPOGRANULACION ‘ 48 x CM DE 8

#®
HIPERGRANULACION -

5> MAYOR

| 4-8 x CM o

B

CM: Campo Micrescopico

7.11.1. CELULAS NORMALES DE:LA'SANGRE
Serie Roja: Eritrocitos
Serie Blanca: Neutrdfilos, Linfocitos, Eosinéfilos, Basdfilos, Monocitos

Yo @) e Do 6 ©
>0 @ 250 ¢
‘f'; 4’“\ @O(’ \-Gtan:lloc?to ne(‘utr}ﬁiop%‘ _:

= J

Figura 14. Células normales serie blanca

7.11.2. CELULAS ANORMALES DE LA SANGRE:

Serie Roja: Esferocitos, Eliptocitos, Dacriocitos Células Diana, Cuerpos de Howell-Jolly,
blastos y eritrocitos inmaduros (eritroblastos policromaticos, eritroblasto basdfilo, eritroblasto
ortocromatico o normoblastos).

Notal Legal: Esta prohibido copiar, transmitir, retransmitir, transcribir, almacenar, alterar o reproducir total o parcialmente, por cualquier medio electrénico o mecanico, tanto el contenido, informacion y
texto como los procesos, procedimientos, caracterizaciones, documentos, formatos, manuales, guias, gréficas, imagenes, comunicados, etc., sin el previo y expreso consentimiento por escrito por parte
de la Subred Sur ESE_; los cuales estan protegidos por las nomas colombianas e internacionales sobre derecho de autor y propiedad intelectual.

La ultima versién de cada documento sera la tnica valida para su utilizacién y estara disponible 2022-06-16
MI-SIG-CDO-FT-06 V1 Pagina 28 de 68




ALCALDIA MAYOR
DE BOGOTAD.C.
SALUD

Subred Integrada de Servicios
de Salud Sur E.SE

SUBRED INTEGRADA DE SERVICIOS DE SALUD SURE.S. E

OPERATIVO HEMATOLOGIA Y COAGULACION

Policromatéfilo |
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Eritroblasto Eritroblasto Ortocromético
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)

citos Afipicos, blastos, glébulos blancos inmaduros (promielocitos,
orwitos y prolinfocitos).

Figura 15. Células inmaduras de la serie roja

Serie Blanca: Li
mielocito, metami
Mieloblasto

Mielocito Metamielocito Banda

Promielocito

Figura 17. Linfocitos atipicos
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Figura 18. Neutrofilos Hipersegmentados

7.12. RECUENTO DE PLAQUETAS

7.12.1. LECTURA DEL EXTENDIDO:

Se revisa el extendido de sangre con objetivo 100X, previa aplicacion de aceite de inmersién,
ubicando el sitio donde losgldbulos rejos se toquen en sus bordes externos, se cuentan diez
campos microscoépicos y se realiza‘un promedio.

Cuando el numero de plaquetas observadas es de 0-1 x campo, debemos contar 20 campos
microscoépicos y realizar el promedio.

7.12.2. CALCULOS

Numero de plaquetas promedio x 21.000

SE INFORMA RECUENTO ESTIMADO DE PLAQUETAS EN LAMINA/mm3
Se debe informar también:

¢ Anisocitosis: macrocitosis o microcitosis plaquetaria

e Distribucion

e Agregacion

e Satelitismo

SISTEMA DE CLASIFICACION

RASGO
MORFOLOGICO LIGERO 1+ MODERADO 2+ MARCADO 3+
PLAQUETAS

GIGANTES 1-10 11-20 MAYOR de 20
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Valores de referencia:

ADULTOS 150.000-450.000 plaquetas/mm3

NINOS 250.000-600.000 plaquetas/mm3

7.12.3. REPORTE DE RESULTADO

SERIE ROJA:

Anisocitosis: Se informa morfologia eritroide normal, moderada o marcada.

Se especifica sitson microcitos (Hematies con tamafio y VCM es inferior al del glébulo
rojo normal) o macrocitos (Hematies de tamafio y VCM superior al glébulo rojo normal)
en cruces.

Hipocromia: Se informa moderada o marcada.

Poiquilocitosis: Se informa'moderada o marcada. Identificar las formas de glébulos
rojos observadas,e informa.cada forma en cruces.

Policromatofilia: Se informa ligera,»moderada o marcada.
Distribuciéon: Normal
Anormal: si se observa auto aglutinacién Rouleaux o pseudo Rouleaux.

Inclusiones Eritrocitarias: Negativo, cuerpos de Howell Jolly, punteado baséfilo, anillos
de Cabot, cuerpos de pappenheimer, cuerpos de Heinz, siderocitos.

SERIE BLANCA:

Informar si estan disminuidos (leucopenia), normales o aumentados (leucocitosis)
Morfologia.

Si tienen o no alteraciones morfoldgicas evidentes

Informar el diferencial manual:

v" % Neutrdfilos

% Linfocitos

% Linfocitos atipicos

% Eosindfilos

% Monocitos

% Promielocitos

% Mielocitos

R R

% Metamielocitos

En el caso de hallar cayademia, se adjunta en el informe la siguiente nota:
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SEGUN CRITERIO DEL COMITE INTERNACIONAL ESTANDAR EN HEMATOLOGIA
(ICSH) EL RECUENTO DE NEUTROFILOS EN BANDA O CAYADOS ESTA INCLUIDO EN
EL PORCENTAJE TOTAL DE NEUTROFILOS.
7.12.4. SERIE PLAQUETARIA
e Informar si estan disminuidas, normales o aumentadas
e . Si presentan alguna alteracion en su morfologia: macroplaquetas, gigantismo
¢ / Distribucion:
v' Agregacion plaquetaria
v' Satelitismo plaquetario

e Realizar.el'recuento manual e informar
7.12.5. OBSERVACIONES CLINICAS

En la linea eritrocitaria se observan y clasifican las anomalias de: Tamaro, forma, color
y de ser posible correlacionar con los indices eritrocitarios.

En la linea leucocitaria se_observa: numero, distribucion, madurez, hiposegmentacion,
hipersegmentacion, linfocitos atipicos; granulaciones téxicas, vacuolas.

En las plaquetas observar: nimero aparente y morfologia, si no se hizo recuento.

7.12.6. RECUENTO DE RETICULOCITOS

MUESTRA REQUERIDA: Sangre total anticoagulada-con EDTA

PRINCIPIO DEL METODO: Los reticulocitos son hematfes inmaduros, no nucleados que
contienen restos de RNA (ribosomas), que es un compuesto que precipita en presencia de
ciertos colorantes llamados vitales, tales como el azul de cresil brillante y el azul de metileno
nuevo, y dan lugar a imagenes filamentosas facilmentewisibles con el'microscopio 6ptico.

No todos los reticulocitos presentan el mismo grado de madurez: Asi, los mas inmaduros
poseen abundantes precipitados citoplasmaticos, mientras que.los mas maduros poseen un
escaso precipitado.

TECNICA: En un tubo de ensayo se mezclan 3 gotas de reactivo de azul‘cresil/brillante y 3
gotas de sangre (50:50) se incuban durante 15 minutos a 37 grados centigradoes 'y se vuelven
a mezclar, se hacen dos extensiones en portaobjetos y se dejan secar al aire!

Nota: La visualizacion de los reticulocitos es mas nitida si adicionalmente se colorean con
Wright.
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Figura 19. Reticulocitos, observa los restos de RNA

e Vistos microscopicamente con un objetivo de inmersién, los reticulocitos son de color azul
palido, que=contienen un reticulo o material granular azul oscuro que es el RNA
precipitado, como complejo colorante - ribonucleoproteina. Los hematies maduros se
tinen de azul palido o verde azulado.

e Realizar el recuento de gldbulos rejos en 1 campo microscoépico y determinar el numero
de campos a leer utilizando la férmula:

INFORME DE RESULTADOS: Se realiza el calculo del porcentaje de reticulocitos de acuerdo
a la féormula.

N° de Reticulocitos x 100 / 1000

Si el hematocrito es menor a 35%, el porcentaje de reticulocitosidebe corregirse asi:

% de RETICULOCITOS X HTO DEL PACIENTE

HEMATOCRITO NORMAL

Valores de referencia de reticulocitos

Valores normales Valor relativo
(%)
Recién nacidos 2-6.5
Adultos y nifios 0.5-3.0
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7.13. VELOCIDAD DE SEDIMENTACION GLOBULAR

MUESTRA REQUERIDA: Sangre total con anticoagulante EDTA.

DEFINICION: La velocidad de sedimentacién globular (VSG) es una prueba sencilla e
inespecifica utilizada para detectar inflamacion asociada a infecciones, canceres vy
enfermedades autoinmunes. La VSG es inespecifica porque sus aumentos no indican al médico
el lugar exacto del organismo donde se localiza la inflamacion ni su causa y también porque
otras situaciones, ademas de la inflamacion, pueden también aumentar la VSG. Por este motivo,
la VSG se utiliza caracteristicamente junto con otras pruebas como la proteina C reactiva.

La VSG es util para diagnosticar ciertas enfermedades inflamatorias especificas, como la arteritis
de la temporal, las vasculitis sistémicas y la polimialgia reumatica.

También se utiliza la VSG para monitorizar la actividad y la respuesta al tratamiento en las
enfermedades/citadas anteriormente, asi como en el lupus eritematoso sistémico.

UTILIDAD DIAGNOSTICA: El tesultado de la determinacién de la velocidad de sedimentacion
globular (VSG) se expresa como milimetros de plasma transparente que quedan en la parte
superior de un tubo de ensayo después de que haya transcurrido una hora.

Un incremento de la VSG=puedesestar indicando un aumento de la inflamacién o una baja
respuesta al tratamiento; una disminucién de la VSG puede estar indicando una buena respuesta
al tratamiento.

7.14. POSIBLES INTERFERENCIAS

Algunas situaciones pueden provocar unaqnhibicion de/a sedimentacion de los hematies, como
por ejemplo una elevacién del recuento de*hematies’ (policitemia) o del recuento de leucocitos
(leucocitosis) si es muy significativa, y algunas alteraciones proteicas. Anomalias en la
morfologia celular (como sucede en las células falciformes en la anemia falciforme) también
pueden hacer disminuir la VSG.

METODOLOGIA UTILIZADA
e METODO DE WINTROBE

Figura 20. Método de Wintrobe para VSG
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MATERIALES Y EQUIPOS REQUERIDOS: Los materiales y equipos requeridos para la
aplicacion de este método son: Muestra de sangre anticoagulada), un tubo de Wintrobe, canula
de Wintrobe, jeringa desechable, soporte para sostener los tubos en forma vertical y cronémetro.)

TECNICA: El tubo de Wintrobe se llena hasta la marca de 0, utilizando una canula de Wintrobe,
introduciéndola al fondo y dejando salir lentamente |la sangre a medida que se va sacando la
cénula, asegurandose de que la columna de sangre sea continua, sin burbujas de aire (puede
producir hemolisis). Luego colocar el tubo en un soporte para tubos de Wintrobe en posicién
vertical 'y perfectamente nivelado durante una hora a temperatura ambiente; Realizar la lectura
del tubo de manera visual desde el menisco del plasma hasta la parte superior de los eritrocitos
sedimentados; cada linea del tubo representa 1 mm, los resultados se expresaron como mm/hora.

VALORES DE REFERENCIA:

Nifnos 0-15mm

Hombres 0-15mm

Mujeres 0-20 mm
7.15. HEMOPARASITOS (Plasmodium)

IDENTIFICACION: La malaria o paludismo es una enfermedad causada por diferentes especies
de protozoos, esporozoarios del género Plasmodium su transmisién en condiciones naturales se
hace de persona a persona por la picadura del mosquitonde género Anopheles.

MUESTRA REQUERIDA: Muestra de sangre capilar obtenida en cualquier momento, pero se
recomienda el periodo febril, momento en el cual esta ocurriendo el ciclo eritrocitico o muestra
de sangre venosa con anticoagulante EDTA.

GOTA GRUESA: Permite detectar parasitos aun cuando la parasitemia sea baja, tiene una alta
sensibilidad, por eso es la “Prueba de Oro”. La morfologia aparece algo distorsionada por el
proceso de deshemoglobinizacion y por el secado lento de las laminas.

7.16. FROTIS DE SANGRE

Es mucho menos sensible que la gota gruesa, pero permite observartodas las*Caracteristicas
morfolégicas del parasito y del eritrocito parasitado, facilitando el diagnostico de, especie.

PRINCIPIO DEL METODO: Clinicamente la enfermedad puede confundirse con< otras
enfermedades febriles especialmente cuando se presentan complicaciones o cuadros’ clinicos
atipicos.

La busqueda de parasitos circulantes se puede hacer en cualquier momento, aunque se
recomienda el periodo febril y por lo tanto es mas facil encontrarlo en los glébulos rojos. Los
gametocitos una vez que aparecen persisten durante mas tiempo que las otras formas en
infeccion por P. falciparum.

Aun después del tratamiento completo con curaciéon de la infeccion; se utiliza por lo tanto
colorantes como Giemsa, Wright o coloracién de Field para visualizar todas las formas del ciclo
eritrocito, inclusive los gametocitos con excepcién de los esquizontes de P. falciparum.
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7.16.1. ELABORACION DE GOTA GRUESA:

1. Colocar dos gotas de sangre de aproximadamente 5uL con una distancia entre ellas de
alrededor de 2 a 3cm

2. Ayudado con otra lamina portaobjeto se extiende de manera adecuada la muestra de
sangre logrando un cuadrado de area aproximadade 1 cmx 1cmode 1 cm x 1,5 cm.

3. La muestra debe quedar homogénea (para lo cual siempre se recomienda hacer
movimientos de vaivén) o formando una “N”. Se recomienda que la concentracion de la
muestra sea adecuada porque al extender la sangre debe ser suficiente para cubrir el
area, es decir, no debe ser tan escasa que quedan zonas sin sangre o por el contrario
con exceso de muestra de tal forma que después de homogeneizar sigue existiendo
movimiento de la sangre.

4. Dejar secar laigota gruesa 1 hora a temperatura ambiente......

Identificacion
— — —

Figura 21. Ejemplo.gota gruesa

Al elaborar la gota gruesa tener en cuenta las siguientes recomendaciones:

Espesor:

e Muy gruesa: gotas gruesas con una cantidad excesiva de sangre, dificultan la
deshemoglobinizacién y ocasiona coloraciones alcalinas, (muy azules) dificultando el
diagnostico.

¢ Muy delgada: gotas gruesas con muestra muy escasa ocasionan coloraciones acidas
(muy rosadas) dificultando el diagndstico y la sensibilidad de lasprueba al reducirse la
cantidad de parasitos presentes.

Distribucion:

a. Tocando bordes: Se debe evitar que la sangre llegue hasta los bordes de la lamina,
evitando la contaminacion de mesones, implementos de trabajo y de otras gotas
gruesas, asi como evitar la contaminacion bioldgica de todo el personal.

b. La gota gruesa esta estandarizada en un cuadrado de 1 cm X 1 cm,€l'cual debe
situarse en la parte media de la lamina. La distancia entre una gota gruesa y.otra debe
ser 0.1 a 1 cm, para facilitar la coloracién y posterior lectura.

c. lIrregular: una distribucion irregular es ocasionada por muestras dispersas en |la
lamina, sin forma definida o con un diametro muy superior o muy inferior ‘al
estandarizado. Igualmente puede ser irregular al no homogenizarse la sangre en el
diametro trazado, lo cual hace que se deposite mas muestra en algunos sitios que en
otros.
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7.16.2. COLORACION DE GOTA GRUESA

Procedimiento general de coloracion: Consta de dos pasos.

1.

Pre coloraciéon: Preserva las células sanguineas e inicia el proceso de
deshemoglobinizacion. Se realiza con azul de metileno fosfatado de la siguiente
manera:

Verificar que la muestra esté completamente seca para que no se desprenda.
Sumergir en la solucioén de azul de metileno por dos o tres segundos.
Escurrir sobre el papel absorbente en posicion vertical, para eliminar el exceso.

Enjuagar con agua amortiguadora de pH 7.2, por 1 0 2 segundos.

® 2 0 T o

Escurrir.y proceder a colorear.

Coloracion: en este proceso se completa la deshemoglobinizacion y se llega a la
diferenciacion de estructuras parasitarias.

a. Por.cadasportaobjeto a colorear, colocar en un tubo 3 ml de agua amortiguadora,
una gota de solucién A y una gota de solucion B, mezclar suavemente por
inversidon (tener /en Cuenta que los goteros dispensadores tengan el mismo
diametroten el-orificio para que la proporcion sea igual)

b. Colocar las muestras /“boca abajo”, en la placa céncava, en caja de Petri, vidrio
de reloj o utilice, vasos.de coplin. La posicién invertida de la gota gruesa se
prefiere ya que se permite una deshemoglobinizaciéon completa por el alto peso-
molecular de la hemoglobina.

c. Adicionar la solucién colorante por debajo de la lamina evitando la formacién de
burbujas y se deja actuar por 15 minutos.

d. No enjuagar. Colocar la lamina ensposicion horizontal para secado.

o Extendido
Se puede emplear coloracion de Wright.

Dejar secar y proceder a realizar la lectura al microscopio éptico en objetivo de
inmersion.
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Evitar errores técnicos por coloracion:

1.

Deshemoglobinizaciéon incorrecta: estan relacionados con la presencia de gldébulos
rojos y/o hemoglobina en la muestra coloreada, debido a gotas gruesas muy gruesas
por exceso de muestra, o por omitir el paso de deshemoglobinizacion con azul de
metileno amortiguado o por tiempos de coloracién cortos.

Coloracion incorrecta:

e Acida: la coloracion se observa rosada intensa cuando la muestra es muy escasa y
queda delgada, también por usar tiempos disminuidos en la coloracion, cuando
queda exceso de azul de metileno amortiguado. También las muestras se pueden
contaminar por espacio de tiempo prolongado entre la toma de la muestra y la
coloracion.

¢ Alcalina=la coloracién se observa azul intenso cuando la muestra es excesiva, gotas
gruesas muy espesas, cuando se utilizan tiempos de coloracidon prolongados,
cuando queda exceso de azul de metileno en el proceso de pre coloraciéon o en los
casos en que se utiliza agua amortiguadora con pH alcalino.

e Contaminada: Las muestras se observan con contaminacién con hongos vy
bacterias y se debe/a contaminacién de los colorantes por falta de filtraciéon y no
almacenarlos en refrigeracion, o por us6 de agua corriente.

¢ Precipitada: cuando’se emplean portaobjetos sucios para la toma de la muestra,
cuando se seca €l colorante<en la.lamina en el proceso de coloracién, no filtrar los
colorantes periédicamente’y por preparacion anticipada de la

o Identificacion incorrecta: Este error puede ocasionar porcentajes de
concordancias bajas o nulas por‘envio incorrecto del material.

7.16.3. OBSERVACION MICROSCOPICA:

d.

Para la observacion microscopica de las gotas gruesas, se procede a enfocar en objetivo
de 10x o 40x usando el boton micrométrico para dar claridad al campo observado,
posteriormente a la ubicacion del sitio de observacion, enfocar con objetivo de 100x
aceite de inmersion.

La lectura de la muestra comienza cuando se observa un numero adecuado de células
sanguineas (10 a 20 leucocitos) excepto en pacientes con,bajo recuento leucocitario.

Se debe observar 200 campos de las dos gotas de la ldmina, esto.aumenta.la posibilidad
de encontrar parasitos en caso de parasitemias bajas.

Si al observar 200 campos en 100x no se encuentran formas parasitarias,la muestra es
negativa.

7.16.4. CALCULOS:

a.

Un eficiente tratamiento de un paciente con malaria depende de la lectura cuidadosa de
la gota gruesa. Tiene como objetivos especificos establecer la especie del Plasmodium
y cuantificar el numero de parasitos por microlitros de sangre, criterio basico para'el
tratamiento y control del paciente.

En el caso de P. vivax y para P. malariae es indispensable realizar el recuento
parasitologico para todas las formas parasitarias, ya que el tratamiento es el mismo
exceptuando los casos en los cuales el paciente se encuentre complicado, sin embargo,
debe tener cuidado de verificar que no se encuentre al frente de una malaria mixta.
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c. Determinar numero de parasitos en los campos microscopicos necesarios para contar
100

¢ Recuento parasitario en gota gruesa

Para realizar el recuento parasitoldgico en la gota gruesa se procede a establecer una
relacion entre el nimero de parasitos presentes por 200 leucocitos y el numero de
leucocitos del paciente; cuando se usa este método, generalmente se asume que el
recuento leucocitario de los individuos es 8000 leucocitos / ul (8000 leucocitos/ mm3),
en promedio. Por tanto, la formula establecida es la siguiente:

N° de parasitos x 8000 leucocitos/uL de sangre

N° de parasitos/ uL de sangre =
200 leucocitos

Si se tiene el recuento leucocitario del paciente a partir del cuadro hematico, se reemplaza
la constante por este dato

Cuando al observar la gota gruesa se encuentra:

e 2100 parasitos en 200 leucaocites, se hace el calculo de la parasitemia y el reporte del
resultado con estos datos.

e <100 parasitos después de contar 200 leucocitos, la cuantificacion se lleva a 500
leucocitos. Se cuentan todos los parasitos y leucocitos en el campo final asi estos ultimos
lleguen a dar una cifra superior a 500.

¢ Si al contar 200 leucocitos se observan“0 o mas.parasitos, aplicar la férmula en base a
200 leucocitos.

¢ Sial contar 200 leucocitos se observan 9 o menos parasitos, continuar el recuento hasta
llegar a los 500 leucocitos y aplicar la férmula en base a los 500 leucocitos.

¢ Sise cuentan mas de 500 parasitos sin llegar a contardes 200 leucocitos, el recuento se
dara por terminado cuando se finalice la lectura del ultimo campo y la parasitemia debe
calcularse segun la férmula anterior.

e En parasitemias muy altas, cuando no se tiene ni el extendido” ni el hematocrito del
paciente se procede a establecer la parasitemia contando 500 parasitos.frente al nimero
de leucocitos presentes y se multiplica por el numero de leucocitos x ul de,sangre.

500 parasitos contados x 8000 leucocitos

N° de parasitos/ yL de sangre= -
N° de leucocitos contados

¢ Entonces se calcula la parasitemia con el total de parasitos observados, en el numero
total de leucocitos encontrados.
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e Cuando se observa P. falciparum el recuento debe ir en términos de # de formas
asexuadas /uL de sangre o # de trofozoitos/uL de sangre y reportar la presencia de
gametocitos cuando estan presentes. Las formas asexuadas incluyen tanto trofozoitos
como esquizontes o solamente trofozoitos, pero siempre es necesario hacer la anotacion
del numero de esquizontes presentes en la muestra. Para las otras especies parasitarias
es necesario contar todas las formas parasitarias a la vez, de tal manera que el informe
se registra en términos de # de parasitos/uL de sangre.

Los siguientes son algunos ejemplos que nos ayudaran a comprender los calculos que
se realizaran para obtener las parasitemias.

Ejemplo
1

En un paciente con malaria por P. falciparum, se observaron 10 trofozoitos al contar
100 leucocitos en una gota gruesa. El recuento del paciente se desconoce ¢ Cual sera
laparasitemia en parasitos x ul de sangre en el paciente?

N°. de parasitos xul de sangre = 10 trofozoitos x 8000 leucocitos x ul/200 leucocitos
N°. de parasitos xul de sangre = 400 trofozoitos xul

Ejemplo
2

En un' paciente con malaria por P. falciparum, se observaron 2 gametocitos y 50
trofozaitos al contar 100 leucocitos en una gota; el recuento leucocitario del paciente
es de 6000.leucocites/mm3. ;Cual sera la parasitemia en parasitos xul de sangre en
el paciente?

N°. de parasitos xul de.sangre = 50,trofozoitos x 6.000 leucocitos x ul/200 leucocitos
N°. de parasitos xul de sangre = 14500, trofozoitos xul

N°. de parasitos x ul de sangre/= 2 gametocitos x 6.000 leucocitos x ul/100 leucocitos
N°. de parasitos xul de sangre = 60 gametocitos

Ejemplo
3

En un paciente con malaria por P, falciparum, se encontraron 500 parasitos al contar 8
leucocitos en una gota gruesa. 4 Cual sera la parasitemia en parasitos / ul de sangre
del paciente?

N°. de parasitos xul de sangre = 500 parasitos por 8000 leucocitos x ul/8 leucocitos
N°. de parasitos x ul de sangre = 500.000 parasitos x.ul

¢ Recuento parasitario en extendido de sangre periférica

Para el recuento parasitologico en el extendido, se establece una relaciénientre el nUmero
de parasitos presentes en 10.000 eritrocitos y el numero de glébulos rojos del paciente: En
los casos de parasitemias altas, esta estimacion tiene la ventaja de ser mas/precisa’que la
realizada con la gota gruesa.

MN° de parasitos = UL de sangre=

MN® de parasitos x N” de eritrocitos JUL de sangre

10.000 leucocitos

Como N°. de eritrocitos/ul de sangre = hematocrito x 100.000
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Simplificando:

N° de parasitos xuL de sangre= N° de parasitos (contados por campo) x hematocrito x 10

Un ejemplo puede ayudar a entender como se realiza el procedimiento.

Al observar un extendido positivo para P. falciparum, se encuentran las siguientes cantidades
de glébulos rojos en tres campos:

o' Campo 1: 300

e Campo 2: 310

e Campo 3: 290

Por consiguiente, se necesitan contar las formas parasitarias presentes en 33 campos
microscopicos. Si se.cuentan 20 trofozoitos de P. falciparum y el hematocrito del paciente es
40 %, entonces se reemplaza en la formula asi:

¢ No. de parasitos /ul de sangre = No. de parasitos x hematocrito x 10

o No. de parasitos /ul de_sangre = 20 trofozoitos x 40 x 10 = 000 trofozoitos.

Calculo de la parasitemia en porcentaje

Otra manera de informar la parasitemia es expresandose en términos de porcentaje de
glébulos rojos parasitados, lo cual se considera-como un indicador para el prondstico del
paciente que tiene paludismo por Pafalciparum. Los pacientes con mas de 1 % de globulos
rojos parasitados tienen mayor probabilidad de complicarse que los pacientes que tienen un
porcentaje menor. Esta estimacion se realiza aspartir de un extendido cuando se conoce el
nuamero de glébulos rojos parasitados en 10.000 glébulos rojos y se establece una relacion
frente a 100 glébulos rojos; de esta manera, se reporta la_parasitemia en porcentaje.

Un ejemplo ayudara a comprender este aspecto:

Para el anterior ejemplo, se tenia que, en 10.000 glébulos rojos/observados, se encontraron
20 trofozoitos; entonces, se efectla la siguiente relacion:

10.000 glébulos rojos —— 20 trofozoitos
100 glébulos rojos ——» Xx
X=0,2
Porcentaje de parasitemia = 0,2%

Recuento semicuantitativo

Es posible utilizar el recuento semicuantitativo cuando se requiere agilizar el servicio de
diagndstico al paciente y cuando la persona encargada del diagndstico es un microscopista
que labora en un puesto de toma de muestra.

El recuento semicuantitativo consiste en informar la especie de Plasmodium que ocasiona la
infeccion y el numero aproximado de formas parasitarias (trofozoitos, esquizontes y
gametocitos) encontrados en la gota gruesa.

Rango de parasitos encontrados
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Parasitos observados por campo Equivalencia en cruces
1-10 en 100 campos +
11-100 en 100 campos microscopicos ++
1-10 por campo microscépico +++
> 10 por campo microscopico ++++

7.16.5. INFORME DE RESULTADOS

Para el informe de resultados, se especifica tanto la especie presente como el recuento
parasitario.

En el caso de P. vivax,'se debe hacer el recuento total de todas las formas sin diferenciar
formas sexuadas o asexuadas.

En P. malariae no se debe hacer recuento ni diferenciacion entre formas asexuadas y
sexuadas.

En P. falciparum se debe hacer.el'recuento de las formas sexuadas y asexuadas e
informarlas por separado.

En el caso de las infecciones mixtas sefrealiza el recuento de cada especie de manera
independiente y se reporta la especie’predeminante en primer lugar y la subordinada en
segundo lugar.

Para el informe de los resultados, se puede emplear tanto el término hemoparasitos o
gota gruesa si la muestra observada es‘una gota.gruesa, pero, cuando se ha examinado
un extendido solamente se debe emplear-el término Hemoparasitos.

Todo paciente con infeccién por P. falciparum:.con‘un recuento de 50.000 parasitos por
microlitro de sangre, se remite a hospitalizaciéon

La presencia de un esquizonte en P. falciparum se debe‘informar'como urgente.

Ejemplos de informe de resultados:

Ejemplo 1. Muestra negativa

Hemoparasitos negativos o Gota gruesa negativa

Ejemplo 2. Muestra positiva para P. vivax en la cual no se ha solicitado recuento

Hemoparasitos: positivo para P. vivax

Ejemplo 3. Muestra positiva para P. vivax con solicitud de recuento
Hemoparasitos: positivo para P. vivax

Recuento 4000 parasitos / ul
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Ejemplo 4. Muestra positiva para P. falciparum
Hemoparasitos: positivo para P. falciparum

Recuento: 6.400 trofozoitos / ul

Ejemplo 5. Muestra positiva para P. falciparum, la cual presenta tanto formas sexuadas
como asexuadas.

Hemoparasitos: positivo para P. falciparum

Recuento: 10.000 trofozoitos / ul y 80 gametocitos / ul

Ejemplo 6. Muestra positiva para P. falciparum la cual presenta formas asexuadas
jévenes y.maduras (trofozoitos maduros y esquizontes) y formas sexuadas

Hemoparasitos: positivo para P. falciparum

Recuento: 40.000 trofozoitos / ul, 8.000 formas maduras / ul y 100 gametocitos / ul.

Ejemplo 7. Muestra positiva para P. falciparum en la cual solo se observan formas
sexuadas.

Hemoparasitos: positivo para P. falciparum

Recuento: 180 gametocitos / ul.

Ejemplo 8. Muestra con infeccion mixta.
Hemoparasitos: positivo para infeccion mixta
Recuento: 10.000 parasitos /ul de P. vivax.y 40 gametocitos/ul de P. falciparum

Para realizar el informe cuando se ha utilizado el recuento semicuantitativo, se procede
de la siguiente manera:

1. Muestra positiva para P. falciparum

Hemoparasitos: positivo para P. falciparum (trofozoites +++ y.gametocitos +)
2. Muestra positiva para P. vivax

Hemoparasitos: positivo para P. vivax
3. Muestra positiva infeccion mixta

P. falciparum (trofozoitos +++). P. vivax (+)

Lineamientos Nacionales para la lectura de la Gota Gruesa

Para considerar una muestra negativa se debe observar cémo minimo 200 campos

Realizar el recuento con 200 leucocitos y aplicar la féormula

N° de parasitos x 8000 leucocitos/uL de sangre

N° de parasitos/ uL de sangre =
200 leucocitos
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Si hay menos de 100 parasitos en 200 leucocitos, hacer el recuento hasta 500 leucocitos

N° de parasitos x 8000 leucocitos/pL

N° de parasitosiuL=
500 leucocitos

Si la parasitemia es muy alta, contar 500 parasitos y los leucocitos qué haya encontrado

500 parasitos contados x 8000 leucocitos

N° de parasitos/ uL de sangre= -
N° de leucocitos contados

Tabla 3. Resumen lectura de gota gruesa

En casos de pacientes complicados o con parasitemias iniciales altas (mayor a 50.000
parasitos / mm3 o.mas.del 1 %), se debe realizar un control de parasitemia cada 8 0 12
horas, con“el fin de evaluar la respuesta al tratamiento. La monitorizacién se realiza
hasta la desaparicion de las formas asexuadas.

(trofozoito precoz)

puntos de cromatina; puede
haber dos anillos por
eritrocito

anillos por eritrocito

anillos por eritrocito

P .vivax P. ovale P. malariae P. falciparum
Glébulo rojo Tamafio aumentado; Tamafio aumentado; puede | Tamafio normal o menor de | Tamafio normal; pueden
infectado puntos de Schiffner ser oval con fimbrias; lo normal observarse hendiduras de
presentes puntos de Schiffner Maurer
presentes
Fase de anillo Bastante grande; uno o dos | Compacto; raramente dos | Compacto; raramente dos | Pequefio y delicado; a

menudo dos puntos de
cromatina; a menudo dos o
maés anillos por eritrocito;

formas adheridas
frecuentes
Trofozoito tardio Grande; ameboide; Pequefio; no ameboide; Pequefio; compacto; a Tamafio moderado;
pigmento en forma de pigmento granuloso menudo en forma de generalmente compacto;

nucleo unico; pigmento
difuso y granuloso

mas pequefo

més pequefios, menos
numerosos y sin puntos de
Schiffner

bastones finos banda; pigmento granuloso | pigmento en granulos
Esquizonte maduro | Grande; merozoitos Mas pequefio que P. vivax; | Pequefio; merozoitos Raro en la sangre
grandes (12-24); pigmento | merozoitos (6-12 grandes (6-12); aspecto de | periférica; merozoitos
coalescente merozoitos); pigmento mas | "margarita” caracteristico; | pequefios (8-26); masa
oscuro que en P. vivax pigmento granuloso Unica de pigmento
Gametocitos Esféricos; compactos; Parecidos a P. vivax, pero | Parecidos a P. vivax pero | En forma semilunar, nicleo

(inico

Figura 22. Caracteristicas morfolégicas de los parasitos paludicos en extensiones sanguineas
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GAMETOCITOS Y FORMAS ANULARES DE P. FALCIPARUM

— ..-:K - B =

e

. - A
tal v ﬂﬁim'

Figura 23. Formas parasitarias de P. falciparum
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Figura 24. Ciclo de vida de Plasmodium spp
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Figura 25. Caracteristicas de las diferentes formas parasitarias de Plasmodium

e Trypanosoma cruzi (CHAGAS)

Se utiliza el método de concentracion de Strout, tiene una sensibilidad del 90% en la fase aguda,
pero menor de 10% en la fase crénica.

a. Obtener sangre por puncién venosa en un tubo sin gel
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b. Dejar retraer el coagulo para que los tripomastigotes salgan hacia el suero.

c. Separar el suero en un nuevo tubo y centrifugar para obtener mayor concentracion de
parasitos

d. A partir del sedimento obtenido, hacer un montaje en fresco
e. Observar los parasitos en fresco o coloreados en objetivo 40x

También se puede realizar un extendido de sangre periférica, tefiida con Wright y observar la
morfologia del parasito identificando kinetoplasto, nucleo, flagelo y membrana ondulante.

Figura 26. Observacién de Trypanosomarcruzi en el microscopio.

717. LEISHMANIASIS
7.17.1. MUESTRA REQUERIDA

Raspado del borde interno de la herida, incisidn y raspado del’‘borde activo de la lesion.
e  Principio del método

Buscar en los extendidos de las muestras obtenidas, coloreadas conyWright, los
amastigotes intra o extracelulares, utilizando un microscopio.6ptico con objetivo de
aumento 100x, (se puede utilizar colorante de Giemsa o Field)

. Método de toma de muestra
Para examen directo

Si existen dos 0 mas lesiones debe escogerse para el examen directo el que tengasun
menor tiempo de evolucion.

¢ Frotis (raspado) del borde interno de la ulcera:

1. Realizar una limpieza del sitio de la lesion. Usar una gasa impregnada de alcohol;
solucién salina y/o jabén quirdrgico (no usar soluciones yodadas). Si hay costra se debe
remover cuidadosamente.
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2. Sobre la cara interna del borde de la ulcera realizar un raspado con el borde romo de
una lanceta o de una aguja de bisturi, hacerlo de manera tal que no sangre mucho,
presionando el sitio de la lesién hasta que haga isquemia.

3. También se puede hacer una incision con bisturi de 3 a 6 mm de longitud por 1 a 3 mm
de profundidad y raspando el borde activo de la lesion, previa infiltraciéon de 0,1 a 0,2 ml
de xilocaina, se debe lograr hemostasia haciendo presion con los dedos.

4., El material asi obtenido se extiende en forma suave en una lamina portaobjetos nueva,
previamente limpia desengrasada y debidamente rotulada, se realizan tres frotis por
cada lamina.

Se toman tres muestras de la misma forma para realizar tres laminas por paciente.
Dejar secar las muestras a temperatura ambiente.

Colorearslas laminas con colorante de Wright, Giemsa o Field, durante el tiempo y la
concentraciéon estandarizadas al iniciar el lote.

L2¢

Figura 27. Toma de muestra para Leishmaniasis cutanea

¢ Incisién y raspado del borde activo de la lesién:
1. Este método es recomendado para lesiones cerradas no‘ulceradas.
2. Realizar la limpieza del sitio como ya se describid

Previa infiltracion con 0,1 a 0.2 ml de xilocaina sobre el borde activo'de,la lesion realice
una pequefia incision con una hoja de bisturi de 3 a 6 mm de longitud por1 a 3 mm de
profundidad. La isquemia se debe lograr haciendo presion en pinza con los dedos.

4. Con gasa estéril limpie la sangre que emana de la incision y con la misma gasa presione
el borde de la lesién para hacer isquemia.

5. Con el borde romo de la hoja de bisturi levante la piel de la parte superior de la incisién
y raspe tejido del interior de la incision desde la profundidad hasta la superficie.

El material asi obtenido se extiende suave sobre lamina portaobjetos

Se continua el proceso en la misma forma que para el frotis.
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Figura 28. Observacién de amastigotes de Leishmania spp

7.17.2. TRANSPORTE Y ALMACENAMIENTO

Las laminas coloreadas se pueden almacenar hasta seis meses, colocandolas en papel.

Preparacion de reactivos

Técnica

Equipo: Microscopio 6ptico, con objetivo de 100x.

Frotis directo

Materiales: Guantes de cirugia, algoddn, alcohol al 70%, solucidon salina, jabdn
quirargico, gasa estéril,Jaminas portaobjetos, lancetas u hojas de bisturi.

Reactivos: Colorantes de’'Wright (se puede realizar coloracion de Giemsa o Field)

Realizar la lectura de las laminas coloreadas con Wright utilizando microscopio éptico con
objetivo de 100 x y buscar las amastigotes intra o extracelulares

Esta es la prueba que se hace en el laboratorio de la subred.

- -w -
Macrofago
infectado

- .‘ ‘
tzishmanié'g" ¥
libres

Figura 29. Amastigotes intra y extracelulares
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7.17.3. LECTURA E INFORME

Observar al microscopio de luz con un aumento de 100x para buscar amastigotes intra o
extracelulares. Para identificar el amastigote como tal debe observarse forma ovalada o
redondeada y distinguirse claramente la membrana celular, el nucleo y el kinetoplasto.

Interpretacion:

e . POSITIVO: Se encuentran uno o mas amastigotes de Leishmania spp al recorrer toda
la lamina

¢ NEGATIVO: No se encuentran amastigotes al recorrer toda la lamina

NOTA: UN EXAMEN DIRECTO POSITIVO CONFIRMA UNA LEISHMANIASIS, PERO UNO
NEGATIVO NO DESCARTA LEISHMANIASIS.

7.18. HEMOCLASIFICACION ABO Y Rh EN PLACA

Principio del'método
Grupo ABO:

En la clasificacion sanguinea en el grupo ABO se determinan antigenos de superficie de los
Hematies (método directo)”en/ el cual se emplean antisueros Anti A y Anti B. La
determinacion inversa de los grupossse realiza con el suero o el plasma del paciente donde
se encuentran las Aglutinas (anticuerpos naturales contrarios al antigeno presente. Para
esta prueba inversa utilizamos células A1, A2, By O.

TIPO Rh: El método se basa en la existencia o nodel antigeno Rh (D) en la membrana del
Eritrocito. Se determina mediante pruebas de aglutinacion utilizado el anticuerpo especifico.

GRUPO ALOAGLUTININAS AGLUTINOGENOS
A ANTI B A
B ANTI A B
AB - AB
) ANTIA, ANTI B -

Técnica
1. Prueba globular:
a. Colocar en la lamina 3 gotas de la sangre en estudio.

b. Agregar a cada una, una gota de suero anti-A, una gota de suero anti-B, una gota
suero Anti-D

c. Mezclar y leer por aglutinacion.
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e Resultados:

Los posibles resultados se pueden interpretar asi:

SUERO SUERO SUERO GRUF”O RH

ANTI A ANTI B ANTI-D SANGUINEO
- - + (0] +
- - - o) -
+ - + A +
+ - A -
- + + B +
- + - B -
+ + + AB +
+ + - AB -

Grupo A Qrupo B Grupe O
Fons s
= N
-
".-
| —_—

N

Figura 30. Demostracion de hemoclasificacion en placa
7.19. EOSINOFILOS EN MOCO NASAL

e Técnica en lamina
a. Tomar una muestra de cada fosa nasal con un aplicador de algodén

b. Colocarlas en laminas marcadas derecha e izquierda .y debidamente identificadas
realizando un extendido circular sin hacer presion.

c. Dejar secar al medio ambiente
Colorear con Wright

e. Observar al microscopio con objetivo 100X

S L
o)
o 4 °
[ ‘
. “
T L
- o Clinlea,

Figura 31. Eosindfilos en moco nasal
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Informe

a. Cuando la mayoria de las células observadas son Neutrofilos se informa negativo para
eosinofilos

b. Cuando la mayoria de las células observadas son Eosindfilos se informa: “Paquetes de
Eosindfilos”

¢ Se realiza un recuento a 100 células e informar en %.

7.20; COAGULACION

Control de calidad

El mantenimientodiario de los equipos debe registrarse diariamente en los formatos
establecidos Mantenimiento equipo de Coagulacion (COM-ADI-LAB-FT-40) Mantenimiento
Equipo De Coagulacion - SYSMEX CA 600 SYSTEM Y (COM-ADI-LAB-FT-97)
Mantenimiento Equipo de.Coagulacion - SYSMEX CS 2500 SYSTEM.

Informacion de la/seccion

Para consultar documentos relacionados con la seccion de coagulacion disponemos de una
AZ o carpeta de la seccion (INSERTOS E INFORMACION DE COAGULACION), los cuales
se encuentran actualizados y'marcados,.en la parte superior con la fecha de actualizacion.

Los manuales para el manejo de equipos se.encuentran disponibles en medio magnético y/o
fisico en la seccion.

Examenes realizados en coagulacion:

La muestra para las pruebas de coagulaciéon debe venir en tubo tapa azul. Los tubos de
ensayo con citrato de sodio se utilizan parasrecoger sangre venosa para pruebas de
coagulacion. Anticoagulante: Citrato de sodios‘concentracion: 0,109 mol/L - 3,20% (32,0 g/L);
La relacion entre la sangre y el citrato de sodio es de 9:1.

7.21. DIMERO D

El Dimero D es un producto proteolitico de la fibrina reticulada transversal.

La concentraciéon del Dimero D es una medida de la actividad fibrinolitica de la plasmina en el
sistema vascular.

Altas concentraciones del Dimero D son indicio de una actividad de coagulacion/y fibrindlisis
intensiva.

Se observa elevacion del dimero D en:

Coagulacion intravascular diseminada (CID)
Trombosis arterial o venosa

Fibrindlisis secundaria

Embolia pulmonar

Ultimo trimestre del embarazo, puerperio

Sangre extraida en las 48 horas siguientes en postoperatorio
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e Cancer
Dimero D es negativo en la fibrindlisis primaria.
Se obtienen resultados falsos positivos cuando la titulacion de factores reumatoides es elevada.

Un valor normal permite descartar con gran fiabilidad trombosis venosas profundas agudas y
embolias pulmonares.

Debido a la pandemia generada por SARS-CoV-2, el Dimero D ha funcionado como prueba
prondstica para pacientes en UCI, que puedan desarrollar CID.

7:22. FIBRINOGENO

El fibrindbgeno plasmatico es un importante componente de la cascada de la coagulacion, asi
como uno de los principales determinantes de viscosidad y flujo sanguineos. Los niveles
elevados de fibrinbgenoren plasma parecen asociarse con mayor riesgo de alteraciones
cardiovasculares, porque podrian promover estados protromboéticos o de hipercoagulacion.

Significado de los-resultados anormales:

Los resultados anormales se pueden.deber a Uso excesivo de fibrindgeno en:
e Coagulacion intravaseular'diseminada (CID),

e Deficiencia de fibrindgeno, (adquirida después de nacer o congénita)

e Descomposicion de la fibrina (fibrindlisis)

e Sangrado excesivo (hemorragia)

El examen también se puede llevar a cabo durante el embarazo si la placenta se desprende de
la pared del utero (desprendimiento prematuro de la.placenta).

7.23. TIEMPO DE PROTROMBINA (PT)

El tiempo de protrombina (TP) es un ensayo de coagulacidn global. La prolongacion del tiempo
de coagulacion del TP evalua la integridad de la via extrinseca y de/la via comun final.

Los resultados del PT se generan en segundos, en la proporcion de protrombina, porcentaje de
actividad o como Relacién Normalizada Internacional (INR).

7.24. TIEMPO PARCIAL DE TROMBOPLASTINA (PTT)

El tiempo de tromboplastina parcial activado (aPTT) es un ensayo de coagulacion global. La
prolongacién del tiempo de coagulacién del PTT indica una anormalidad de la vja intrinseca y de
la via comun final de la coagulacion. Los resultados de la prueba aPTT se generan en segundos.
Hasta la fecha no existe una estandarizacion global. Los resultados son especificos al reactivo
aPTT del fabricante correspondiente.

7.24.1. FUNDAMENTOS
e PTYPTT CRUZADO

Provee informacion especifica acerca de los factores deficientes del plasma que dan lugar a
un PT o PTT prolongado. La adicién del factor o factores deficientes en el plasma problema
corregira el defecto en la coagulacion.
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Esta prueba es util en la deteccion de inhibidores especificos e inespecificos
(anticoagulantes circulantes. También permite hallar la diferencia entre deficiencia de
factores de la coagulacion y anticoagulantes circulantes.

Condiciones de la muestra: Plasma recolectado en tubo tapa azul. Centrifugar, separar y
congelar inmediatamente en tubo plastico estéril, libre de hemdlisis, libre de lipemia. Ayuno
minimo de 8 horas.

Procedimiento: Se preparan dos series de tubos plasticos con las siguientes diluciones de
plasma, tanto del paciente como de control normal.

Procedimiento PT/PTT Cruzado
Tubo 1 2 3 4 5
Plasma 1.0 mL 0.8 mL 0.5mL 0.8mL 0 mL
Control
Normal
Plasma 0mL 0.2 mL 0.5mL 0.8mL 1.0 mL
Paciente

Posteriormente se realiza PT/PTT a.cada una de las diluciones, registrar los resultados, tanto
de la lectura inicial como de la lectura después de 30 mins de incubacion.

Se sospecha la presencia de un anticoagulante o inhibidor si existe una diferencia de mas
de 5 segundos entre el tubo 1y el tubo3.

e PT

Mediante la incubacion del plasma con las cantidades-6ptimas de tromboplastina y calcio se
desencadena el proceso de coagulacion. Se mide el tiemporutilizado hasta la formacién del
coagulo.

Procedimiento:
Precalentar el reactivo a 37°C

Pipetear en un tubo plastico lo siguiente:

Muestra del test Control

Plasma paciente 0.1mL

Control 0.1mL

Incubar las muestras en los tubos plasticos de 1-2 minutos (maximo 5 minutos) a 37°C

Agregar el reactivo precalentado 0.3mL 0.3mL

Al agregar el reactivo precalentado, se activa inmediatamente el cronédmetro. Medir el tiempo
necesario hasta la formacién del coagulo.
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En equipos automatizados o semiautomatizados, el equipo mismo se encarga de dosificar
las cantidades necesarias de muestra paciente, control y reactivo necesarias para la
ejecucion de la prueba. De igual manera el equipo dara el resultado de la prueba realizada.

e PTT

La incubaciéon con plasma con una cantidad 6ptima de fosfolipidos y un activador de
superficie conduce a la activacion de los factores del sistema endoégeno de la coagulacion.
Al anadir iones de calcio se desencadena el proceso de coagulacion. A continuacion, se
mide el tiempo transcurrido hasta la formacién del coagulo.

Procedimiento:

Precalentar solucién de Cloruro de calcio a 37°C

Precalentar a 37° el reactivo durante un minuto (mezclar antes de usar)

Pipetear en tubos de coagulacién de la siguiente manera

Muestra Plasma control
Reactivo 0.1mL 0.1mL
Plasma 0.1mL 0.1mL

Control

Mezclar bien. Incubar a 37°C durante 3 minutos
Agregar solucioén de

cloruro de calcio
precalentada

0.1mL 0.1mL

A la vez que se agrega el CaClz, accionar el cronémetro, mezclar
bien. Comprobar la coagulacion a partir de los 20 segundos

En equipos automatizados, el equipo mismo se encarga<de dosificar las cantidades
necesarias de muestra paciente, control y reactivo necesarias para la'ejecucion de la prueba.
De igual manera el equipo dara el resultado de la prueba realizada.

e FIBRINOGENO

El fibrindbgeno es una proteina plasmatica, que existe como proteina solubleiy que mediante
la accién de la trombina se va a transformar en un polimero insoluble. De esta forma aparece
un coagulo de fibrina. El tiempo de coagulacién de la trombina en plasmas diluidos es
indirectamente proporcional a la concentracion de fibrindgeno del plasma. Basado en este
principio Claus desarrollé6 un método sencillo para la determinacion del fibrindgeno, el cual
esta basado en la medida del tiempo de coagulacion del plasma diluido cuando se-agrega
un exceso de trombina. El valor del tiempo de coagulacion, obtenido de esta manera se ya
a comparar con el de un preparado de fibrindgeno estandarizado.

Procedimiento:

Diluir los plasmas de pacientes y los plasmas control 1:10 con tampdn Veronal de Oren
(Buffer OQV).
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En un tubo de coagulacién precalentado pipetear lo siguiente:

Plasma paciente Plasma control

Muestra de plasma diluido 0.2mL

Plasma control diluido 0.2mL

Incubar en baio de agua a 37°C durante 1-2 minutos o en un bloque térmico 37°C de 2-4 minutos
(no mas de 5 minutos)

Reactivo de trombina 0.1mL 0.1mL

Empezar a medir el tiempo en al momento de anadir el reactivo de Trombina

En equipos "automatizados,, el equipo mismo se encarga de dosificar las cantidades
necesarias de muestra paciente, control y reactivo necesarias para la ejecucion de la prueba.
De igual manera el equipo dara elresultado de la prueba realizada.

7.25, EQUIPOS AUTOMATIZADOS DISPONIBLES EN LA SUBRED SUR

7.25.1. MANEJO EQUIPO SEMI-AUTOMATIZADO SYSMEX CA 600

1. Verificar que la interfaz del equipo esté abierta (Indicador HC en la_pantalla del
equipo debe estar de color verde)

Verificar el nivel de liquidos (Agua Destilada (Tapa azul)) sea adecuado
Desechar desechos del recipiente para desechos (Tapa gris)

Desechar cubetas de reaccion usadas (Cajon al costado derecho en la parte inferior)

a kv b

Verificar al interior del equipo que tenga los reactivos suficientes para hacer cada
prueba
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6. (Levante la cubierta y verifique las copillas con reactivo que se encuentren en el nivel
adecuado)
7. Colocar las cubetas de reaccion adecuadas para el equipo CA (Disponibles en una
bolsa rotulada con CA Systems transparente), en los soportes al interior del equipo.
1. Soporte cubetas de reaccion 4. Pocillo de deteccion

(para método de ensayo inmunologico)
5. Unidad de dispensacion de reactivos
6. Pipeta

7. Paocillos de incubacion de muestras

8. Pocillo de deteccion
(para método cromogénico)

9. Cajon de desechos de cubetas de reaccion

10. Pocillo de deteccion
(para método de coagulacion)

11. Cubeta de lavado de pipeta (Exterior)
12. Cubeta de lavado de pipeta (Interior)
13. Contenedor de CA CLEAN™ |

14. Contenedor de CA CLEAN™ Il

15. Posicion de tampon

16. Gradilla de reactivos

17. Gradilla de muestras STAT

18. Lector de ID de cddigos de barras

2. Posicion de refrigerante
de reactivos

3. Muestreador

8. Una vez verificados los/niveles de reactivo y la cantidad suficiente de cubetas
proceder con el lavado del equipo,programado en la pantalla en la inferior derecha:

9. Pulse la tecla [Menu especial]de la pantalla del menu principal.

10. Cambiara el contenido del menu principal.

11. Pulse la tecla [Funcion. Especial] de la pantalla del Menu principal.
12. Se abre la pantalla Funcion especial.

13. Pulse la tecla [Lavar y cebar].

14. La pantalla Cebar liquido muestra el mensaje “#Aporte de agua?”.
15. Pulse la tecla [Fijar] o [Cancelar] en la pantalla Cebar liquido.

16. Tecla [Fijar]: Ejecuta el suministro de agua.

17. Tecla [Cancelar]: cancela el suministro de agua y vuelve a lagpantalla Funcion
especial.

[Tite We ]
Sysmex Liste
| Sysaex A 3 Sust. Rack? SI1 pEMaReXY s 2t  Rack? SII
Cebar llquide Cebar llquide

Funoion especia

(Lavar y cebar 4

elﬁl.ll sistema

‘Aporte de agua?
Aporte de agus en curso

(Contador ciclos
(Calibracion LED

Mend

Lorpel. fasery anu‘ ganseiar |
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18.

19.

20.
21,
22.

23.
24.

25.
26.
27.
28.

29.

30.
31.
32.
33.
34.
35.

36.

Una vez realizado el lavado, se procede a hacer el control de calidad interno para el
equipo. (Informacion disponible en la AZ de la seccion INSERTOS E INFORMACION
COAGULACION)

Los controles de calidad se programan manualmente, por ende, se presiona el botén
de Control de calidad del equipo:

Coloque las muestras de control en la gradilla de muestras.
Registre los numeros de muestras de CC.

Pulse la tecla [Intro. n° id.] en la pantalla Menu principal y, mediante las teclas
numericas, introduzca los numeros de identificacion para el control de calidad ([QC]

[0] [1] - [QC] [0] [6])-
Registre los parametros de analisis.

Especifiquedas muestras en la pantalla Menu principal mediante las teclas [1]y [|]
y las teclas de parametros de analisis. Marque los parametros que se van a analizar
con “O”

Pulse la tecla [Empezar]situada en la esquina superior derecha de la pantalla.
Los datos detandlisis se guardan automaticamente en el fichero de CC
Una vez ejecutado-€l control de calidad, se procede a montar las muestras

Las muestras se posicionan en el'soporte para muestras, de tal modo que los
codigos de barras de las muestras logren verse en la ranura que tiene cada posicion
del soporte. Las muestras DEBEN IR SIN TAPA.

Se pone el soporte para muestras dentro del cajon de muestras de tal modo que los
codigos de barras estén en direccion al.interior del equipo. El equipo empezara a
leer los cadigos de barras de cada muestraxHay ocasiones en que no los leera, por
ende, se hara lo siguiente:

Especifique la gradilla que se va a configurar en la pantalla Menu principal.

Pulse las teclas [1] y [|] para desplazar el cursor a la posicion‘de la gradilla deseada.
Pulse la tecla [Intro. n° id.].

Se muestra la pantalla de teclas numéricas.

Introduzca el niumero de identificacion de la muestra y pulse la tecla [Enter].

Si pulsa la tecla [Borr], se borrara una letra (funcidon equivalente a'la tecla de
retroceso).

Siva a introducir un nimero de identificacién para una muestra de control de calidad,
pulse la tecla [QC] seguida de un numero entre 01 y 06.

Notal Legal: Esta prohibido copiar, transmitir, retransmitir, transcribir, almacenar, alterar o reproducir total o parcialmente, por cualquier medio electrénico o mecanico, tanto el contenido, informacion y
texto como los procesos, procedimientos, caracterizaciones, documentos, formatos, manuales, guias, graficas, imagenes, comunicados, etc., sin el previo y expreso consentimiento por escrito por parte
de la Subred Sur ESE_; los cuales estan protegidos por las nomas colombianas e internacionales sobre derecho de autor y propiedad intelectual.

La ultima versién de cada documento sera la Gnica valida para su utilizacion y estara disponible 2022-06-16
MI-SIG-CDO-FT-06 V1 Pagina 58 de 68




SUBRED INTEGRADA DE SERVICIOS DE SALUD SURE.S. E

ALCALDIA MAYOR

°“°G°“°'°'m OPERATIVO HEMATOLOGIA Y COAGULACION COM-LAB-CLI-MA-09 V3

37. Proceda a asignar las pruebas para cada muestra de la siguiente manera:
38. Especifique las muestras que se van a configurar en la pantalla Menu principal.

39. Pulse las teclas [1] y [|] para desplazar el cursor hasta la muestra que desea
configurar.

40. Defina un parametro de analisis mediante las teclas de parametros de analisis.

41. Cada vez que se pulsa unatecla de parametro de analisis ([PT], [APTT], [Fbg], [TT],
[AT]), se alternan’los signos “- (no analizar)’ y “O (analizar)”.

42. Proceda a ejecutarslas pruebas con el boton verde que dice [Empezar].

43. Cada vez que el equipo termine unalas pruebas correspondientes a cada muestra,
enviara los resultados a la interfaz y los\iimprimira.

44. Una vez terminados los procedimientos, retire el soporte para muestras con las
muestras, retirelas y tapelas.

7.25.2. MANEJO EQUIPO AUTOMATIZADO SYSMEX CS.2500

“svsmex
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e Servicios
ESE

Verificar el nivel de cubetas de reaccién. En caso de que no tenga suficientes, abrir
la tapa de cubetas y agregar las cubetas de reaccién, que se encuentran en una
bolsa rotulada con CS Systems de color azul. No llenar totalmente el canal de
cubetas, el equipo puede trabarse.

2. Desechar las cubetas usadas, ubicadas en un cajon al frente del equipo en la parte

inferior.
£ )

4

o /

Verificar el nivel de liquidos y realizar el mismo procedimiento que el equipo CA-600.

L
¥ \
/A

Para el lavado y cebado de lineas del equipo, es pertinente~apagarlo. Para el
apagado se hara lo siguiente:

5. Desde la interfaz del equipo, Dirigirse a la parte superior derecha y darclic en
apagar.
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Prucbas

Soporte A2-5

Reactivo

Sec.
Vol. Util
N° Pruebas

Mezcla

N° Lote
Feo.
Caducidad
Fecha intro.
Hora intro,

Tiempo trans.

o) =ley
N &\

hose. TAL
Ready 88

6. Una vez el equipo/ esté apagado, presionar el interruptor situado al costado
izquierdo, en la parte media del equipo.

-
-

Cerrar la interfaz y dejar asi durante 10 minutos.

Pasados los 10 minutos, Abra la interfaz del equipo, y presione el interruptor. El
equipo se encendera y entrara en calentamiento, en ese momento no debe pasar
ninguna muestra. El equipo pitara cuando esté listo.

9. Verificar que los parametros para el mantenimiento estén marcados.

10. Verificar la conexion con la interfaz. El indicador HOST debe estar de color verde.
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A Soporte A2-5 | Pruebas
m (Clean !5‘
W & Reactivo |
e g A o Vol Ut
o2 N A i rusbas
;o ole a v
o “ - N N reo
N7 SR \__/ A Caducidad
N ) @) Focha
AD oy Hora intro
N (ot \_/ Tiempo trans.
N

Hosp. TAL
Ready

N ——

11. Una vez encendido se verifica el nivel de reactivo. En caso que no tenga o esté a
punto de terminar algun reactivo, se hara lo siguiente:

e Tener el reactivo’de cambio,listo.

e Acceder a la pestana de reactivos y seleccionar el reactivo para cambiar.

P

8 a8

12. Dirijase al costado izquierdo y de clic en cambiar. El equipo posicionara la gradilla
seleccionada en la compuerta de salida.

13. Para acceder a la gradilla de reactivos, levante la cubierta que esta situada‘a.un-ado
de la cubierta de cubetas, alli correra el seguro de una segunda tapa hacia arriba.
Una vez levantado el seguro, retire la tapa hacia arriba y saque la gradilla de
reactivos.
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14. Retire el reactivo terminado y ponga en otra posicion el reactivo nuevo, de tal modo
que el cédigo de barras se vea por la ranura de la gradilla.

15. Ponga la gradilla dentro del compartimento, ponga la tapa, baje el seguro y baje la
cubierta.

16. Para asignar los controles descalidad hara lo siguiente:
e De clic en Peticiones:
e Dirijase al costado derecho de'la interfaz y de clic en Cambiar peticion.

=S -/ G B O

Ved e GraCibh GMeaCD | Pk lsavie Gk Mk Moo mcaNcA

e Saldra una lista corta donde dara clic en Peticiéon CC.
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»>

Inicer
t
ul'

17. Dirijaseal costado derecho de la interfaz y de clic en agregar peticion.

E=) [ L f D\ B O

Ved e OrmCds  GeeC | et | Levwee  Gad Mt P

18. Los controles de calidad,estan montados en el equipo, en dado caso que desee
cambiarlos,'se hara el mismo procedimiento que se hace para el cambio de reactivo.

19. Seleccione el reactivo, lote y prueba que desee realizar para cada control.

Vei  Ramte  GraCih G CC . wtrm Moew NG

- v Aceptar Cancelar

20. Ya asignadas las pruebas, puede dar comienzo a ellas dando clic en elboton Iniciar
de la interfaz o presionando el botén azul ubicado en el lado derecho del
equipo.

21. Para poner las muestras, use los soportes para muestras ubicados encima del
equipo, ponga las muestras en los soportes, de tal modo que se vean los cédigos de
barras en la ranura. Ponga el o los soportes en el canal de entrada y de clic en iniciar
o presione el boton azul. El equipo llevara el soporte de muestras al canal de lectura
por si solo y comenzara la identificacién de los tubos y la toma de muestra para el
analisis. NO SE DEBEN QUITAR LAS TAPAS DE LOS TUBOS, El equipo posee
una probdscide que penetra el tapon para obtener la muestra de plasma.
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Subred Int

22. En caso de que no lea algun tubo de muestra se hara la entrada manual:
e Dar clic en peticiones.
e Dar clic en cambiar peticion.

e Seleccionar peticion gradilla.

~= 4 B B G -

I
|

e Seleccionar-Afiadirpeticion.

e Mostrara una, ventana en donde el operario pondra ID de la muestra y las
pruebas que desea realizar.

e Dar clic en aceptar.

e Coloque el tubo de muestra‘’de tal modo que no se vea el cédigo de barras por
la ranura.

e Se recomienda solo colocar un.tubo de muestra en el soporte para muestra en
esta modalidad y colocarlo en el canal de entrada.

e Dar clic en iniciar o presionar el botén/azul.

23. El equipo sacara el soporte de muestras ya tomadas por elcanal de salida de
soportes.

7.25.3. MANEJO EQUIPO SEMI-AUTOMATIZADO NEW HUMACLOT DUO PLUS
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1. En modo de medicién (Cuvette In) presione “Enter”

2. Desde el modo “Standby” presione “Enter” e ingrese el modo de medicion (ID

Paciente).
Presione CH1 (CHx = tecla de canal) debajo de la pantalla.
Ingrese el ID del paciente utilizando el teclado interno o el lector de cddigo de barras

Una vez ingresado el ID presione “Enter” en un tiempo inferior a 30 seg.

7.25.4. MEDICION PT:

Incubacioén de la muestra

La incubacién de laimuestra debe llevarse a cabo siempre en los canales de medicion, ya
que el tiempo de incubacion especifico de la prueba iniciada automaticamente es necesario
para obtener resultados plausibles y reproducibles.

8.

Ponga el analizador en “Standby” y seleccione el método PT
Desde “Standby” presione Enter para cambiar el modo de medicién

Pipetee 50uL de la muestra /de plasma sin burbujas de aire en una cubeta que ha sido
precalentada en el bloque de incubacion a 37.4°C.

Abra el capuchoén de proteccion de la luz para el canal de medicién y coloque la cubeta
en el canal de medicion

Tape el canal de medicidn con el.capuchdn

El analizador reconoce automaticamentesla cubeta e inicia el temporizador para la
incubacioén de la muestra (cuenta regrésiva)

En un periodo de 5 segundos de pitidos intermitentes indica el tiempo de incubacion
restante, luego la pantalla muestra INCUBACION LISTA y luego AJUSTE
AUTOMATICO.

Después de la incubacién de la muestra, el canal desmedicion se ajustara.

Adicion de reactivo para determinacién de PT

9.

10.

1.
12.

Después del ajuste, aparece la siguiente pantalla para que “PT-Measurement” agregue
100uL de reactivo de inicio

Aspire 100uL de reactivo de inicio precalentado y pipetee verticalmente a través,del
capuchon.

La medicién comienza automaticamente

Durante la medicion, la pantalla muestra el tiempo de mediciéon hasta la formacién del
coagulo.
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7.25.5. MEDICION FIBRINOGENO

Incubacion de la muestra

La incubacion de la muestra debe llevarse a cabo siempre en los canales de medicién, ya
que el tiempo de incubacién especifico de la prueba iniciada automaticamente es necesario
para obtener resultados plausibles y reproducibles.

1... Ponga el analizador en “Standby” y seleccione el método Fibrindgeno

2./ Desde “Standby” presione Enter para cambiar el modo de medicion

3. Pipetee 100uL de la muestra de plasma diluido 1:20 sin burbujas de aire en una cubeta
que ha sido precalentada en el bloque de incubacién a 37.4°C.

4. Abra el capuchodn de proteccion de la luz para el canal de medicion y coloque la cubeta
en el canal de medicién

Tape el canal de medicién con el capuchdén

6. El analizador reconoce, automaticamente la cubeta e inicia el temporizador para la
incubacioén de la muestra (cuenta regresiva)

7. En un periodo de 5 segundos de pitidos intermitentes indica el tiempo de incubacion
restante, luegow.la-“pantalla muestra INCUBACION LISTA y Iluego AJUSTE
AUTOMATICO.

8. Después de la incubacién de lasmuestra, el canal de medicion se ajustara.

Adicion de reactivo para determinacion de Fibrinégeno

9. Después del ajuste, aparece la siguiente pantalla‘para que “PT-Measurement” agregue
100uL de reactivo de inicio

10. Aspire 100uL de reactivo de inicio precalentado y pipetee verticalmente a través del
capuchon.

11. La mediciéon comienza automaticamente

12. Durante la medicion, la pantalla muestra el tiempo'de medicion hasta la formacién del
coagulo

7.26. REPORTE DE ALERTAS CRITICAS HEMATOLOGIA Y\COAGULACION

El reporte de alertas criticas en las secciones de hematologia y coagulacion'se realizan a través
del canal de comunicacién una vez obtenido el resultado del parametro el cual/se sale’de los
valores normales de referencia. La comunicacién de estas alertas, le permitiran allmédico actuar
de manera oportuna y prevenir la gravedad del paciente.

Esté reporte, también debe quedar consignado en el formato COM-ADI-LAB-FT 92 REGISTRQO
DE REPORTE ALERTAS CRITICAS DE LABORATORIO, el cual estar4 en cada uno de I0s
computadores de la seccion, alli se registrard el nombre y apellido del paciente, nimero de
documento, nimero de ingreso, servicio, examen reportado, dato reportado con unidades, hora
de deteccién de alarma, hora de notificacion del reporte, medio por el cual se hizo la notificacion
y el profesional responsable de la notificacion.

Notal Legal: Esta prohibido copiar, transmitir, retransmitir, transcribir, almacenar, alterar o reproducir total o parcialmente, por cualquier medio electrénico o mecanico, tanto el contenido, informacion y
texto como los procesos, procedimientos, caracterizaciones, documentos, formatos, manuales, guias, graficas, imagenes, comunicados, etc., sin el previo y expreso consentimiento por escrito por parte
de la Subred Sur ESE_; los cuales estan protegidos por las nomas colombianas e internacionales sobre derecho de autor y propiedad intelectual.

La ultima versién de cada documento sera la Gnica valida para su utilizacion y estara disponible 2022-06-16
MI-SIG-CDO-FT-06 V1 Pagina 67 de 68




SUBRED INTEGRADA DE SERVICIOS DE SALUD SURE.S. E

ALCALDIA MAYOR
DE BOGOTAD.C.

s | OPERATIVO HEMATOLOGIA Y COAGULACION

COM-LAB-CLI-MA-09 V3

A continuacién, se muestran algunos de los parametros mas reportados en alertas criticas. Tener
en cuenta que los equipos y el sistema de validacion de examenes, arrojan alertas cuando un
parametro se sale de su valor normal.

Examen o parametro

Valores

Hemoglobina

Cuando se presenta una hemoglobina <10 g/dL

Dimero D Cuando se presenta un DD >0,5 mg/dL
PT Resultado >14 seg
NPTT Valores >39 seg

8. CONTROL DE CAMBIOS:

FECHA VERSION DESCRIPCION DEL CAMBIO
Creacién de documento para la Subred Integrada de Servicios
2017-06-08 ! de Salud Sur E.S.E.
2018-10-25 2 Modificaciones en el titulo 8.
Se crea el_manual por unificacion de los documentos: COM-
2022-06-16 3 ADI-LAB-PT-05 V2 HEMATOLOGIA y COM-ADI-LAB-PT-07
V2 COAGULACION. Se continua con la version de los
documentos unificados.
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