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PRACTICA # 1

TOMA DE MUESTRA

OBJETIVOS GENERALES:

Conocer la toma de muestra adecuada, segan
la prueba de laboratorio a realizar.

Conocer la importancia del tipo de muestra y
la accion de los anticoagulantes.

Participar activamente en la discusién de cri-
terios y/o contribuir voluntariamente a la to-

ma de muestra.

Ejecutar los diferentes tipos de toma de mues-
tra con el anticoagulante adecuado.

Conocer el manejo correcto del equipo necesa-
rio para Ja obtencion y preservacion de las

muestras.



PRACTICA # 1

Introduccion :

El laboratorio clinico es el conjunto de pruebas realizadas en un lugar
especifico, usando la metodologia mas adecuada, tomando para ello
como parametros su sensibilidad, especificidad, rapidez y costo con el
fin de:

1.- Ayudar al diagnéstico de ciertas enfermedades.

2.- Controlar el progreso de enfermedades.

3.- Determinar los factores prondsticos de las enfermedades de un
paciente.

4.- Determinar valores de referencia.

5.- Determinar los niveles farmacolégicos mas efectivos de un
medicamento dado.

6.- Diagnosticar la mayoria de las enfermedades.

7.- Limitar poblaciones con probabilidades mayores de padecer

una enfermedad.

Por lo que concluimos que el resultado reportado por el Laboratorio
Clinico tiene un papel importantisimo en el irea de la salud.
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CUADRO # 1

ORGANIGRAMA

Director

(Laboratorista o Patologo Dueno)

Administrador General

Jefe del Laboratorio
o
Supervisor de Personal

Otros

Hematologia

o

Banco de Sangre

Secretarias,
Mayordomos, Supervisores de Areas
Almacén
Inmuno-Hematologia

Quimica

Inmuno-
Serologia

Microbiologia




Todo laboratorio debe tener por lo menos cinco (5) departamentos
o areas. En los paises subdesarrollados hay algunos que prescinden del
Departamento de Banco de Sangre y del Departamento de Microbiolo
gia. Ademis, en éstos, la orina y las heces se analizan en una 6ta. Area
denominada “Orina y Coprologia”. Pero en los paises desarrollados se
incluyen en Hematologia y Microbiologia respectivamente.

También en estos paises, otros laboratorios tienen departamentos
de Citogenética, Medicina Nuclear y hasta de Investigacién.

Ademais de las ireas mencionadas que son las clinicas, estin las
no clinicas, que son, principalmente :

1.- Informacion

2.- Toma de Muestra
3.- Banos

4.- Oficinas

A éstas se incluiran : drea de limpieza y esterilizacién, almacén,
sala de conferencias, cocina-comedores, irea de descanso y dormitorio

para los que hacen servicio nocturno, en caso de que el laboratorio lo
ofrezca.

Respecto a las subdivisiones y pruebas por area lo veremos en el
siguiente cuadro :

CUADRO # 2
DEPARTAMENTO SUBDIVISION PRUEBAS
1.- Hematologia Basica o Rutina Hemograma, plaquetas,

eritrosedimentaciodn,
falcemia, reticuloci tos,
gota gruesa,células L.E.

Basica-Coagulacién | Protrombina, tromboplas-
tina, tiempo de sangria,
tiempo de coagulacién.

Especializada Electroforesis,hemoglobi-
na, citoquimica, glucosa
6 fosfato, fosfatasa
alcalina de leucocitos,
ensayo de factores de
coagulacién, hemoglobina
A,.
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CUADRO # 2

(continuacion)
DEPARTAMENTO SUBDIVISION PRUEBAS
2.~ Inmunohemato-
logia o Banco
de sangre® Basico Tipificacién, Du, Coombs

directo e indirecto.
Evaluacién y sangria de
donantes.

3.- Quimica

Basica o Rutina

Acido firico, colesterol,
triglicéridos, creatinina,
urea, glucosa, proteinas
totales.

Basica-Enzimas

Amilasa, CPK, fosfatasa
acida y alcalina, LDH,
SGOT, SGPT.

Basica-Electrolitos

Calcio, cloro, fésforo,
litio, potasio, sodio.

Especializada Electroforésis de protei
nas y lipoproteinas, ga
ses, hormonas, téxicos y
medicamentos.
4 .- Inmunoserologial Basica Aglutininas frias, anti

genos febriles, ASO, fac
tor reumatoide, proteina
C reactiva, prueba de
embarazo (orina), VDRL.

5.- Microbiologia

Basica o rutina

Coprocultivo, hemocultivo,
urocultivo, misceléaneos
(garganta, oidos, heridas),
blenorragia (vagina, ure-
tra, liquido seminal).

Basica-anaerdbicos

HEeridas profundas.

Especializadas

Hongos, mycobacterias,
tinciones especiales (para
BAAR v corvnebacterias).
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CUADRO # 2
(continuacién)

DEPARTAMENTO SUBDIVISION PRUEBAS

6.- Coprolégico
y Orina Basica Analisis de Orina, heces
y digestién de heces.

(1) 8i el laboratorio no posee esta érea, sélo se hace tipificacién en hematologia o serologia.

En cuanto a los instrumentos o equipos, hay dreas que usan especificos
como el hematocimetro de hematologia, la microcentrifuga, el rotador
mecanico, el espectrofotémetro y el SMA 6, 12 6 24, gasémetro u otros
sofisticados de quimica, la nevera y centrifuga de Banco de Sangre ; la
incubadora, balanza, mechero y autoclave (si no hay drea de esteriliza-
cion) de microbiologia y el rotador de VDRL, y microscopio de inmunoflu
orescencia para pruebas que siguen el método de ELISA (si los hay) de se-
rologia.

Otros son comunes, aunque lo preferible es que cada area tenga por lo
menos, los siguientes instrumentos :

1.- MICROSCOPIO : Se utiliza en todas las areas, con excep-
cion de quimica (en Banco de Sangre se usa para chequear
aglutinaciones dudosas.

2.- LA CENTRIFUGA : Se utiliza en todas las areas.

3.- BANO DE MARIA : Se utiliza en todas las areas, con excep-
cion de microbiologia, orina y coprologia.

Respecto a la cristaleria y accesorios, en un laboratorio se necesita:

1.- Beakers, erlemeyers y aforos.

2.- Camara de Neubauer para conteos manuales.

3.- Frascos esterilizados para urocultivos y coprocultivos.

4.- Gradillas de diferentes capacidades.

5.- Gasa, papel toalla y desinfectante.

6.- Microcapilares para pruebas manuales de hematocritos.

7.- Nevera para reactivos y horno para secar cristaleria lim
pia.

8.- Pipetas para conteos manuales y de hemoglobina, pipetas
Pasteur, serolégicas y automatizadas.




9.- Porta y cubreobjetos.

10.- Tubos de 12mm x 75mm, I3mm x 100mm y
16mm x 150mm.
11.-Tubos de rosca y placas de petri para preparar medios
microbiolégicos.
12.- Tubos de Wintrobe para eritrosedimentacion.

Métodos de obtener diferentes muestras de Laboratorio

Toda determinacion de laboratorio requiere muestras de fluidos corpo-
rales bajo condiciones especificas de cada método empleado.

Toda muestra debe cumplir con los requisitos senalados para que los
resultados sean validos y confiables. Por muy bien que sean realizados
los amalisis, si las muestras estin mal tomadas, s6lo llegaremos a re
sultados de pobre o ningan valor clinico.

TOMA DE MUESTRA:

1.- Sangre
2.- Muestras para Cultivos

1.- Sangre

a) Puncion capilar o periférica.
b) Puncion venosa.
c) Sangre arterial.

a) Puncion capilar o periférica.

Materiales necesarios :

-Algodon

-Alcohol isopropilico al 70%, pues aumenta la circulacion
-Lancetas estériles

-Capilares heparinizados

Sitios de puncion :

-Talon del pulgar del pié en recién nacidos
-Yemas del dedo anular o pulpejos de los dedos
-Lobulo de la oreja




Técnica :

1) Limpiar el sitio a puncionar con un algodén humedecido con
alcohol al 70%.

2) Secar el darea con un algodon seco.

3) Puncionar con lanceta estéril a 3mm de profundidad.

4) Limpiar la primera gota de sangre con algodoén y aplicar pre-
sion moderada, lcm por encima del drea puncionada, para
obtener la sangre, soltar para que refluya. Repetir esto hasta
recolectar la cantidad requerida.

5) Presionar ligeramente la punta del dedo con algodén seco por
unos minutos hasta que el sangrado cese.

b) Puncion venosa

Materiales necesarios :

-Algodon o gasa

-Solucion antiséptica

-Torniquete

-Jeringuilla o tubos al vacio con su barril o holders
-Tubos con o sin anticoagulantes

Anticoagulantes :

- Estos actian inhibiendo algunas etapas del proceso de coagu
lacion. Los tubos al vacio estan identificados con colores, los
cuales van a representar un anticoagulante en particular. Entre
los mas usados se encuentran:

I1)EDTA (acido_etilendiaminotetracético). Es usado en con
centraciones de 1-2mg por Iml de sangre. Evita la coagula
cion, retirando iones de calcio. El tubo con tapon morado lo
contiene.

2) Citrato de Sodio al 3.8%. Es el anticoagulante ideal para
estudios de coagulacion, remueve el calcio, formando comple
jos solubles, y protege ciertos procoagulantes. Se utiliza tam
bién en sangres que se van a a usar en transfusiones. El tubo
con tapon azul lo contiene.

3) Fluoruro de Sodio. Su principal accion es inhibir la glico-
lisis.

4) Heparina. Este neutraliza la trombina y asi evita la coagu
lacion. Es el mejor aniicoagulante para evitar la hemolisis y
para pruebas de fragilidad osmética. Es utilizado en pruebas
quimicas en las cuales se necesita plasma. El tubo con tapén
verde lo contiene.




5) Oxalato de amonio. Este se une al calcio Jormando comple
jos insolubles y es util en estudios de coagulacién.

6) Mezcla de Oxalato de amonio y Oxalato de potasio. En
una proporcion de 6:4 y actua retirando iones de calcio.

Sitios de puncion :

Las venas son el principal recurso de sangre para la mayoria de
las determinaciones. Suele usarse la cefdlica (en la parte exte-
rior del brazo), la cefalica mediana y basilica del pliegue del co-
do interno. La segunda es la mds recomendada, pues estd bien
anclada en el tejido y no rueda.

Sin embargo, cuando éstas no se localizan pueden usarse las de
las manos, muneca, antebrazo y tobillos.

Aungque se recomienda que el paciente esté acostado, puede estar
sentado si su brazo se sostiene en una mesa a la altura de la cin
tura y estd comodo. nunca de pié (!!!), pues podria desmayarse y
algunas sustancias se elevan por el paso del agua de los compar
timientos intravasculares a los intersticiales.

VenaBasilica

!

IVcna Cefélica}

I\"cnaCcﬁilica Mediana

{ Vena Basilica .\lcdinmrl

|
]

l\’cnn Cefsilica}

Jl Vena Basilica l

Figura #1

En recién nacidos e infantes usamos una de las siguientes venas:
1) Femoral
2) Yugular externa
3) Yugular interna
4) Yugular longitudinal superior, sélo en casos extremos
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Técnica :

I) Rotular los tubos con el nombre del paciente y preparar la je-
ringuilla y los tubos a usar.

2) Colocar el torniquete por encima de la vena de eleccion, lige-
ramente apretado, para hacer presiéon venosa.

3) Pedir al paciente que abra y cierre varias veces la mano y fi-
nalmente la deje cerrada.

4) Palpar la vena con el dedo indice, haciendo presién sobre la
vena, se selecciona la vena de mayor calibre.

5) Desinfectar el darea y dejar secar.

6) Sujetar la jeringuilla o el barril entre le pulgar y los dltimos
tres dedos y el indice apoyado.

7) Con un movimiento continuo, se punciona directamente la
vena con el bisel hacia arriba y en forma oblicua al brazo. En
el momento de hacer la punciéon con el dedo indice de la mano
libre, hacemos tension en la piel debajo del sitio de puncion,
Y tan pronto penetre sangre a la aguja, con la mano libre se
hala el émbolo de la jeringuilla o se perfora el tapon del tubo
al vacio, empujando el tubo en el barril, y asi empezara a
succionar la sangre; cuantos tubos se deseen se pueden llenar
en esta forma.

8) Se retira el torniquete, se le dice al paciente que abra la ma-
no. Al terminar de extraer la sangre, se coloca el algodon se-
co, se retira en un movimiento rdpido la aguja y se hace pre-
sion hasta que deje de sangrar.

9) Remover la aguja de la jeringuilla y depositar la sangre en
los tubos seleccionados.

Puncion de la vena yugular externa :
El paciente acostado con una almohada debajo del cuello y de-
bidamente inmovilizada la cabeza, cuello y el hombro homola
teral a la puncion, si es un adulto le decimos que puje para que
brote la vena, en los nirios con el grito se consigue el mismo efec-
to.

¢) Sangre Arterial

Se usan los mismos materiales que en la puncién venosa, con ex-
cepcion del torniquete, que no se utiliza. Las arterias a pun-
cionar se palpan sus pulsaciones y la puncion se hace con la
aguja perpendicular a la arteria.
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2.- Muestras para cultivos

Materiales necesarios :

-Recipientes estériles con medios o soluciones de transporte para
que no ocurra desecacion y muertes de las bacterias.

-Gasas estériles, jaboén antiséptico, alochol isopropilico al 70%,
tintura de yodo.

-Transcul-culturete (depende la casa comercial).

Técnica :

1.- Con un isopo estéril recoger parte de las secreciones a cultivar
Y. poner los isopos en medios de transporte estériles (culturete,
transcul, etc.).

En casos de hongos se toman escamas por raspado y éstas se de-
jan caer en un envase estéril para luego sembrar en los diferentes
medios de cultivos.

2.- En un frasco de hemocultivo, que tiene un medio de transporte,
se toman 2ml, 5ml y 10ml de sangre, los depositamos en frascos y
lo incubamos a una temperatura de 35° a 37°; los medios a utili-
zar, dependiendo del tipo de cultivo, seran los siguientes: agar
sangre, agar chocolate, mackonkey (Mc), salmonella, shiguella

(SS), Eosina Azul de Metileno (EMB), manitol sal agar (MSA).
Después de identificada la bacteria, se realiza el antibiograma
para obtener el antibiético al cual sera sensible o resistente ese
microorganismo. Los antibioticos a usar son: amikin, ampicilina,
gentaminicina, carbenicilina, sulfazotrin, etc.. Hay bacterias que
no se le realiza el antibiograma, porque el antibiético estd prede-
terminado, ejemplo: estreptococo de todos los grupos.

PRUEBAS DONDE SE USAN ESTIMULANTES :

En todas ellas hay que tomar muestras en condiciones basales o pre-
estimulo y luego una o mas muestras segin lo requiera el caso.
Ejemplo: curva de tolerancia a la glucosa.
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PRACTICA # 2

EXAMEN GENERAL DE ORINA

OBJETIVOS GENERALES:

Comprender las generalidades del examen de
orina.

Conocer los fundamentos y técnicas de las
partes que componen el eximen completo de
la orina.

Realizar un examen completo de orina e in-
terpretar los resultados.

Conocer el manejo del equipo a utilizar en un
examen completo de orina y cuidar debida-
mente.

Conocer condiciones patolégicas que sean de-
tectables por medio de un examen completo
de orina.
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PRACTICA # 2

Examen General de Orina (Uroanalisis).

La orina se forma en el proceso de filtraciéon de la sangre que se produce
en los glomérulos renales.

En cuanto a la composicion de la orina, en la misma intervienen tres
partes principales :

1.- Nutricién

2.- Metabolismo

3.- Capacidad del rifién para manejar selectivamente las sustan-
cias que recibe.

Recogida de la Orina.

-Materiales necesarios.

L. Recipiente con tapa, quimicamente limpio y seco.
2.. Colectores de orina, en nifios y en personas que no tienen
eontroles de sus esfinteres.

-Como obtener correctamente una muestra de orina.

1.- Limpieza de genitales externos, con jabon de cuaba.

2.- En adultos, eliminar la primera porciéon de la miccién y recoger
la siguiente porcién en el recipiente a usar, en infantes colocar
el colector de orina.

3.- Guardar la orina refrigerada a 5°C, hasta el momento de reali-
zar la prueba.

4.- Durante la menstruacién y hasta dos 6 tres dias después de la
misma no deberan llevarse a cabo analisis de orina en la mu-

jer.
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Primera Parte
Parametros del Examen Fisico

Dentro de éstos estudiaremos su:

a) Color

b) Aspecto
c) Olor

d) Densidad
e) Volumen

a) Color:

Varia segin la concentracién de la orina; normalmente es ama
rillo. El color de la orina puede ser rojo debido a la presencia
de sangre fresca, u oscuro como café debido a sangre degrada-
da, tal como se observa en la glomérulo nefritis aguda. La bilis
puede determinar un color amarillo o amarillo marrén. Una
abundante eliminacién de uratos puede determinar la produc-
cion de una orina color rojo ladrillo.

La orina normal, agitada levemente, produce cierta cantidad de
espuma blanca. La espuma amarilla puede ser diluida a pigmen
tos biliares en la orina para formar espuma.

b) Aspecto:

Las orinas normales pueden mostrar un sedimento si se dejan
reposar después de enfriarse al dejar la temperatura corporal.
El aspecto es, generalmente, compacto, blando y cristalino,
constituido, principalmente, por fosfato inorganico; en la ori-
na acida puede deberse a cristales naranjas de urato y 2 mate-
rial amorfo de uratos. También puede aparecer mucus prove-
nientes de los aparatos urinarios y genitales, el cual aparece
como pequenas manchas nubosas.

He aqui un listado de causas que confieren aspectos turbio, li-
geramente turbio y hasta muy turbio y lechoso.



d)

._.
N

ASPECTO CAUSAS

_Fosfatos, carbonatos,
uratos, dcido urico, leuco-
citos, hematies, bacterias

Turbio, ligeramente turbio, —————— hongos, espermatozoides,
muy turbio liquido prostdtico, areni-
lla de calculos, filamen-

tos mucosos.

S—

Contaminacion fecal.
Muchos polimorfonuclea-
Lechoso —| vres (piuria).

Grasa.

Lipuria opalescente.
Quiluria, lechosa.

S

Olor:

El olor es importante para reconocer la orina no apta para ser
examinada.

La orina tiene un olor caracteristico “sui géneris” al cabo de un
tiempo de su emision, la descomposicion de la urea transforma
dicho olor en amoniacal.

La presencia de acetona en la orina, como por ejemplo en la
acidosis diabética, produce olor a frutas. En orinas fétidas y
amoniacales por contaminacién bacteriana.

Densidad:

La cantidad de sélido disuelto en la orina.

Los adultos normales, con dietas normales y una ingesta de li-
quido normal, producirdn orina de una densidad entre 1.016 y
1.022, durante un periodo de 24 horas.

En la medicion de la densidad se emplea, habitualmente, el uri-
németro. Este es un hidrémetro adaptado para medir la densi-
dad de la orina a la temperatura ambiente.

Procedimiento

El cilindro del urinémetro se llena tres cuartos de su capacidad
con orina (el volumen minimo requerido de orina es de 15ml),
se imprime al urinémetro un movimiento de rotacion para es-
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tar seguros de que flota libremente (cuando se lea el urinéme-
tro, deberia asegurarse de que no toque los lados o el fondo del
cilindro. Evitar las burbujas de la superficie que ocultan el
menisco) leer en el fondo del menisco.

Otro instrumento utilizado para leer la densidad de la orina es
el refractémetro. Este se ha constituido en un instrumento po-
pular para determinar la densidad urinaria. S6lo se requiere
unas gotas de orina y el método es ficil, rapido y coinciden
bien con las lecturas del urinémetro.

El método depende de la relaciéon entre el indice de refraccién
de una solucién y su contenido de sélidos disueltos.

Valores Normales™®

Recién Nacidos (primeros dias) 1.012
Lactantes 1.002-1.006
Adultos 1.001-1.035

(1) Con una ingesta de liquidos normal 1.016-1.022

Volumen:

La mediciéon del volumen de orina durante intervalos de tiem-
pos medidos puede ser una ayuda valiosa en el diagnédstico cli-
nico.

El volumen medio diario de un adulto normal es de 1,200 a
1,500 ml, siendo la oscilacién normal entre 600 y 2,000 ml.

Las variaciones dentro de estos valores normales se debe a que
varia segan el volumen corporal y, considerablemente, segian el
consumo de liquidos, sudoraciéon y temperatura ambiente.

En los ninos, la diuresis es considerablemente mayor que en el
adulto en proporcién al volumen corporal.

Puede hallarse un aumento de la diuresis o poliuria. Puede
ocurrir en hipertiroidismo., diabetes mellitus y diabetes insipi-
da. Oliguria, disminucién de la diuresis, puede aparecer en las
fases terminales de la uremia diluida a enfermedad renal créni-
ca, o en fases agudas de una glomerulonefritis inicial. Anuria :
el cese completo de la formacion de orina (isquemia renal o ne-
frosis del nefrom distal). Polaguiurea : frecuencia en la mi-
ccion.
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Segunda Parte
Examen Quimico

El andlisis rutinario de la orina mediante tiras reactivas, para el
examen quimico completo, constituye el primer paso hacia un diagnés-
tico en el laboratorio ; toda prueba positiva en la tirilla debera confir-
marse con un método especifico para cada caso.

Pruebas, determinaciones o parimetros que comprenden el exa-
men quimico de rutina en un uroanalisis:

Pruebas Enfermedades

a) pH Afecciones renales y del tracto
genitourinario.

b) Glucosa (mg/dl) Trastornos del metabolismo de

los carbohidratos.

¢) Acido Ascérbico Se debe a la ingesta de grandes
cantidades de vitamina C.

d) Cuerpos Cetonicos Trastornos del metabolismo de
los carbohidratos.

e) Nitritos Afecciones renales y del tracto
genitourinario.

f) Proteinas (mg/dl) Afecciones renales y del tracto
genitourinario.

g) Bilirrubina Hepatopatias y enfermedades
hemoliticas.

h) Urobilindgeno (mg/dl) Hepatopatias y enfermedades
hemoliticas.

i) Hematuria y Hemoglo- Afecciones renales y del tracto

binuria genitourinario.
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Interpretacion clinica, causas, fundamentos de reaccién y valores
normales de los parametros mencionados anteriormente

a) pH

El pH de la orina es el reflejo de la capacidad del rifién para
mantener una concentracion normal de hidrogeniones en el
plasma y en el liquido extracelular.

El adulto medio sometido a dieta normal excreta orina con
un pH aproximado de 6.0. Puede variar desde 5.0 a 7.0. Una
ingesta alta de proteinas, se producen mas fosfatos y sul-
fatos que se traducen en una orina mas acida.

Valores alcalinos (pH 7.0-8.0) persistentes en la orina fresca
durante todo el dia, son indicio de una infeccion de las vias
urinarias. Orinas persistentementes acidas (pH menor de
7.0), son indicios de una didtesis idiopatica de calculo de
acido arico.

Fundamento:

La determinacion del pH urinario se realiza mediante el uso
de tirillas reactivas, consistentes en indicadores que cam-
bian de color entre pH 5.0 y pH 9.0.

b) Glucosa

La glucosa del filtrado glomerular se reabsorbe por los tabu-
los. La maxima capacidad de reabsorcién tubular para la
glucosa suele ser de alrededor de 160 mg/dl de +20 mg/dl.

La glucosuria es el signo que primeramente se detecta en
una diabetes mellitus; pero hay que tener presente que la
glucosuria puede tener, también, otras causas como son:

B Glucosuria Renal (disminucién significativa del
umbral renal)

B Glucosuria Alimentaria (se presemta a veces des-
pués de comidas ricas en carbohidratos en pacien-
tes de metabolismo sano y con umbral renal nor-
mal).
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B Glucosuria en lesiones renales (con una funcién re-
nal disminuida al 30% o menos del rendimiento to-
tal, se presenta en glucosuria renal asintomatica).

Fundamento:

La prueba de glucosuria por tirillas se basa en la reaccién
especifica de glucosa oxidasa-peroxidosa.

La D-glucosa se oxida enzimditicamente por el oxigeno del
aire a 8-D-gluconolactona. El peréxido de hidrégeno resul-
tante oxida, bajo catilisis de la peroxidosa, al indicador, el
cual se convierte en un colorante pardo. La reaccién positi-
va produce un viraje de color del amarillo al pardo; la lec-
tura con las tirillas, al cabo de 60 segundos, permite una va-
loracién semi-cuantitativa.

La prueba confirmatoria convencional mas usada en los la-
boratorios, se conoce con el nombre de “Método de Bene-

dict”.

c) Acido Ascérbico:

Una excrecion aumentada de acido ascérbico, como conse-
cuencia de la ingestion de grandes cantidades de vitamina
C, puede acondicionar una reaccién mas débil.

En casos de duda, se recomienda repetir la prueba, por lo
menos, 10 horas después de la altima ingestién de vitamina
C. En orinas conteniendo cuerpos cetonicos, se ha observa-
do, a veces, una disminucion de la sensibilidad.

No se recomienda la adicion de preservativo a la orina, por-
que puede perturbar la prueba.

d) Cuerpos Cetonicos:

La determinacién de los cuerpos ceténicos (dcido acetacético
y acetona), en la orina, es importante para el diagnostico de
una descompensacion del metabolismo en la diabetes melili-
tus. Los estados precomatosos y comatosos casi siempre van
acompanados de una cetoacidosis y una cetonuria. Las ceto-
nurias también pueden observarse en los estados de caren-
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cia de alimentos, en las curas de adelgazamiento con caren-
cia de hidratos de carbono y alimentacién rica en proteinas,
en la hiperémesis gravidica, en los vomitos acetonémicos de
los ninos pequenos y en los estados febriles.

Fundamento:

La comprobacién de cuerpos ceténicos se basa en el princi-
pio de la prueba de Legal; el dcido acetacético y la acetona
reaccionan con nitroprusiato sédico y glicina en medio alca-
lino y producen un complejo colorante violeta. La reaccién
es especifica para estas dos cetonas.

El hallazgo positivo se manifiesta por un viraje de color de
crema a violeta. La intensidad de la coloraciéon violeta au-
menta con la concentracién de cuerpos cetdénicos en la ori-

" na. La glucosa, proteina, dcido ascérbico y agentes de con-
servacion de orina en concentraciones habituales no per-
turban la reaccién.

e) Nitritos

Es la presencia significativa de bacterias en la orina. Un re-
sultado positivo de la prueba significa una infeccién urina-
ria que requiere tratamiento.

Fundamento:

Se basa en el principio de la prueba de Griess, una amina
aromatica reacciona en presencia de un tampén acido con
nitritos formando un compuesto diazonio, que a su vez rea-
cciona con el 3_hidroxi - 1,2,3,4 - tetrahidrobenceno - H -
quinolina para formar un colorante azdico.

A toda prueba positiva debe realizarsele un urocultivo para
determinar qué tipo de bacteria estid presente. La mas fre-
cuente es la Escherichia coli, que causa la mayoria de las in-
fecciones de las vias urinarias y casi todos los otros gér-
menes patégenos de la orina, reducen los nitratos conteni-
dos en la orina a nitritos; ademas de E. coli, estan Klebsie-
Ila, Proteus, Citrobacter, Aerobacter, Salmonella, En- tero-
cocos, Estafilococos, Pseudomonas.
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Para realizar dicho cultivo debemos de asearnos bien, con
jabon antiséptico (jabén de cuaba). Usar recipiente quimi-
camente limpio y estéril; en nifios, colectores estériles.

La asepsia en la recogida de las muestras de orina para uro-
cultivo es de gran importancia.

f) Proteinas

La orina normal contiene una pequena cantidad de proteina
aunque el glomérulo normal bloquea la mayor parte del pa-
so de albimina y de las proteinas plasmaticas mas grandes,
desde el plasma al filtrado glomerular.

La concentracion de proteina en una orina normal y con un
* flujo normal, debe ser negativa.

Los recién nacidos, a veces, tienen valores mas altos durante
los primeros tres dias.

Por regla general, una proteinuria es un sintoma frecuente
pero inespecifico de la nefropatia. Puede también encontrar-
se en la glomerulonefritis, nefritis del lupus, enfermedad
amiloidea en la congestion venosa severa del rindém, y en
mieloma multiple; para esta dltima se realiza la prueba de
Bences Jones, que se determina con orina de 24 horas.

Fundamento:

La determinacion de proteinuria en un andlisis por tirillas,
en presencia de proteina y con valores de pH constantes, vi-
ra del amarillo al verde, pasando por el verde claro.

Resultados falsos positivos pueden obtenerse en el caso de :

B Infusiéon de polivinilpirrolidina (sustitutivo sanguineo)
@ Residuos de desinfectantes en el recipiente.

Las pruebas confirmatorias mas usadas en los laboratorios
se conocen con el nombre de método de Robert y método de
Calor y Acidificacion.



g) Bilirrubina

Resulta de la degradacién de la hemoglobina. En el indivi-
duo sano es demostrable la bilirrubina en orina. Practica-
mente solo es susceptible de excrecién la bilirrubina conju-
gada (bilirrubina directa que es hidrosoluble) y se presenta
en la orina en casos de ictericia obstructiva intra y extra he-
patica, asi como en hepatitis aguda o crénica y cirrosis he-
patica.

Fundamento:

La determinacién de bilirrubina en orina empleando tirillas
reactivas, se fundamenta en la reaccién de aquella con una
sal de diozonio estable, produciendo un colorante 0zoico ro-
jo violeta hasta violeta.

La intensidad de la coloracién aumenta con la creciente con-
centracion de la bilirrubina. Resultados falsos negativos
pueden encontrarse por grandes cantidades de acido ascér-
cobico presente y también de la luz al dejar reposar la orina
por periodos prolongados.

h) Urobilinégeno

Luego de excretada la bilis en el intestino, la bilirrubina
conjugada se reduce por acciéon bacteriana a mesobilirrubi-
na, estercobilinégeno.

Fisiologicamente, el urobilinégeno se reabsorbe por comple-
to por la circulacién portal para ser excretado por el higado,
parte del urobilinégeno es excretado por la orina. La urobili-
na, forma oxidada del urobilinégeno, también se encuentra
en la orina normal.

El limite superior de urobilinogenuria normal es de 1
mg/dl en orina puede ser debido a:

1.- Funciéon hepatica perturbada.
a) Como consecuencia de una hepatopatia primaria.
b) Secundariamente a causa de participacion del hi-
gado en otras enfermedades.
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2.- Degradacion aumentada de hemoglobina.
a) Debido a afeccién primaria hemolitica.
b) Secundariamente en otras dolencias.

La ausencia de urobilinégeno en la orina puede ser debi-
da, entre otras causas, a:

1.- Obstrucciéon completa del conducto coledoco sin infec-
cion de las vias biliares.
2.- Ausencia de la flora bacteriana intestinal.

Fundamento:

La determinacion de urobilinégeno se basa en la reaccién de
éste con una sal de diazonio que, en un medio 4cido, origina
un colorante azoico rojo. La intensidad de la coloracién rojo
constituye una medida de la concentracién del urobilindge-
no presente.

Hallazgos falsos negativos pueden producirse al dejar la ori-
na, por periodo prolongado, bajo la accién de la luz solar.

Método o prueba confirmatoria es el de Erlichs.

1) Hematuria y hemoglobinuria

Una hematuria, es decir la excrecion de eritrocitos en orina,
puede ser sintoma de muchas enfermedades. El minucioso
estudio de sus posibles causas es, por esta razén, absoluta-
mente necesario.

Las causas principales de una hematuria son las afecciones
renales y del tracto genitourinario y las didlisis hemorragi-
cas. En particular, deben tenerse en cuenta, para el diferen-
cial, las siguientes afecciones:

Calculos

Tumores
Glomerulonefritis
Pielonefritis

Dialisis hemorragica
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La hemoglobinuria se manifiesta por la excrecién de hemoglo-
bina libre. Esta aparece en la orina cuando ha tenido lugar una
hemolisis de eritrocitos, que puede ser intravascular, intrare-
nal o bien ha tenido lugar en la misma orina. Puede tener su
origen en las siguientes causas:

Grave anemia hemolitica

Graves intoxicaciones

Graves enfermedades infecciosas
Quemaduras

Esfuerzo fisico intensivo

Infarto de miocardio

Lesiones musculares

Enfermedades musculares progresivas

Fundamento:

La determinacion se basa en efecto de la peroxidasa de la he-
moglobina o mioglobina. Estas catalizan la oxidacién del indi-
cador cromaitico, mediante un hidroperéxido orgianico, produ-
ciendo un colorante azul verdoso que, sobre el sector reactivo
amarillo, produce un cambio cromatico hacia el verde.

Los eritrocitos intactos se hemolizan sobre el papel reactivo.
La hemoglobina resultante inicia la reaccién cromatica alrede-
dor de los eritrocitos, originando puntos verdes bien visibles.

Resultados demasiados bajos o falsos negativos se obtienen en
presencia de grandes cantidades de vitamina C.

Resultados falsos positivos pueden ser causados por detergen-
tes fuertemente oxidantes en el recipiente de orina.
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Procedimiento para el Anailisis Quimico mediante Tiras
Reactivas

Instrucciones: (Orina emitida bien mezclada y no centrifugada)

1.- Sumergir la tira reactiva (1 segundo como maximo) en la o-
rina, de manera que todas las zonas de reacciéon queden hu
medecidas.

2.- Al retirar la tira, rozar el canto lateral en el borde del reci-
piente para eliminar el exceso de orina.

3.- Transcurridos 30-60 segundos, comparar las zonas de rea-
ccion con la escala cromatica de la etiqueta ; la zona de leu-
cocitos se compara a los 15 minutos.

Nota: Los tiempos de lectura variaran de acuerdo al fabricante de
las tirillas.

Observaciones:

Después de sacar la tira reactiva, debe cerrarse inmediatamen-
te el envase contenedor de las tiras, pues éstas son muy sensi-
bles a la accién prolongada de la humedad del aire. Conservar
el envase a una temperatura inferior a 30°C.

Estudio Microscopico del Sedimento Urinario
(Estudio Cualitativo)

Es sumamente importante examinar al microscopio el sedimento con
una luz atenuada.

Observar, primero, con el pequeito aumento (Objetivo-Ocular 10x10) y
luego con el Objetivo 10x40 para una identificaciéon mads precisa de los
elementos.

El examen cualitativo o semicuantitativo del sedimento urinario, es ade-
cuado para la mayoria de los propdsitos.

Procedimiento:
Después de mezclar bien la muestra, se depositan en un tubo

13x100 ml, la % parte de orina y centrifugue a 1,500-2,000 rpm
durante 5 minutos.
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Se descarta el sobrenadante, invirtiendo el tubo completamen-
te. Luego se resuspende el sedimento y se coloca una gota de

€éste en el portaobjeto, se cubre con un cubreobjeto y se lleva al
microscopio.

Enfocar con luz atenuada, primero usar lente y objetivo 10x10
y luego pasar a 10x40 para identificacién y reporte.

Deberan ser observados en 10x40 por lo menos unos 10 cam-
pos y promediar los hallazgos.

En una orina normal podremos encontrar:

& Globulos blancos o leucocitos 3-5/campo

& Globulos rojos o eritrocitos 0-1/campo

& Cilindros hialinos 0-1/campo

& Células epiteliales Escasas

& Fibras mucosas Escasas o moderadas

& Cristales de fosfatos (orinas alcalinas) Escasos o moderados

& Cristales de uratos (orinas dcidas) Escasos o moderados

& Cristales de oxalato de calcio Escasos o moderados
(orinas neutras)

& Bacterias Escasas

Dos formas de Reporte del Estudio Microscdpico del Sedimento
Urinario

Los glébulos blancos o leucocitos, glébulos rojos y cilindros, se repor-
tan en nameros por campo. Los demds mencionados, de las dos siguien-
tes formas:

A B
Escasas Escasas
Moderadas Algunas

NumerosasAbundantes
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UNIVERSIDAD NACIONAL PEDRO HENRIQUEZ URENA
Facultad de Ciencias de la Salud
Escuela de Medicina
Manual de Laboratorio de Patologia Clinica

Reporte de Examen de Orina

Nombre del Paciente: | | Edad: : Sexo:

Examen Fisico-Quimico Sedimento Urinario
Resultados| V. Normales Resultados V. Normales

Color Glébulos Blancos

Aspecto Globulos Rojos

Densidad Esp Cél. Epiteliales

pH Cél. Ep.Renales

Glucosa ; Bacterias

Proteina Levaduras

C. Cetonicos Parasitos

Bilirrubina Cristales

Urobilonégeno

Sangre Oculta Cilindros

Hemoglobina

Nitrito Fibras Mucosas

Acido Ascérbica

Observaciones:

Nombre del Estudiante:

Matricula : Fecha:

Grupo e Profesor(a):
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PRACTICA # 3

HEMOGLOBINA Y HEMATOCRITO

OBJETIVOS GENERALES:

1.- Conducir las pruebas de hemoglobina y hema
tocrito, y determinar el valor diagnéstico de
los resultados.

2.- Mantener y organizar el equipo utilizado en
condiciones éptimas.

3.- Identificar las situaciones clinicas que alte-
ran los resultados de hemoglobina y hematé-
crito.



29

PRACTICA # 3

Hemoglobina (Hb)

La hemoglobina se encuentra en el interior de los hematies, constituye
el 90% del peso seco de los eritrocitos. Estd formada por una proteina:
la globina y cuatro grupos hem. La principal funcién de la hemoglobina

es el transporte, a nivel celular, de oxigeno y biéxido de carbono hacia
los pulmones.

Para su sintesis se requiere de ciertos nutrientes, como son: dcido f6li-
co, cobre, cobalto, nitrogeno, peridoxina. Esta se inicia en el eritroblasto
y finaliza en el eritrocito maduro. El eritroblasto convierte el dcido acé-

tico en acido cetoglutarico, el cual se modifica hasta formar la hemoglo-
bina definitiva.

El 66% del hierro orginico se encuentra en los eritrocitos, por eso un
déficit en la ingesta del hierro lleva los eritrocitos pobres en hemoglobi-
na o hipocrémicos. El hierro se absorbe en el intestino en su estado fe-
rroso, por medio de transporte activo, éste se une a una hemoglobina y
forma transferrina, siendo ésta la forma en que se transporta o circula
en la economia. A nivel hepatico, se combina con una apoferritina y for-
ma ferritina, para asi almacenarse hasta que se vaya a utilizar y en ese
momento se libera de la apoferritina y vuelve a circular como transferri-
na, cuando el eritrocito es destruido, la hemoglobina es englobada por
el sistema reticuloendotelial y es digerida por una serie de enzimas in-
tracelulares, degradando la hemoglobina (Hb) en hierro (Fe) y bilirubi-
na.

El hierro se vuelve a utilizar en la sintesis, y la bilirrubina se elimina,
por transformacion bacteriana, en el intestino, como estereobilinégeno
en heces y como urobilinégeno en orina, ambos productos, por acciéon
del aire, se convierten en esterobilina y urobilina, respectivamente.

La molécula de Hb es un tetramero, es decir, esta formada por dos pares
de cadenas de polipéptidos protéicos. La combinaciéon y proporcion de
aminoacidos varia con cada especie animal. Las hemoglobinas humanas
normales son: Gower I y Gower II, las cuales se encuentran en los tres
primeros meses de la embrigénesis, luego, la hemoglobina fetal (HbF) y
en el adulto la HbA y HbA,. (Fig. #2)
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El hem esta formado por una protoporfirina tipo Il y un 4tomo de Fe,
el hierro se une a cuatro (4) nicleos pirrélicos del anillo porfirinico y en
sus dos valencias libres se une con un nitrégeno globinico y en la valen-
cia restante se une al O, 6 CO, reversiblemente.

Sintesis de la Hemoglobina

1.- Acido 2-L-cetoglutdrico + globing --=---=-=-=-- > pirrol
2-4pirroles @ === aecccccssesaes > protoporfirina III
3.- Protoporfirina Ill + Fe ~ = =  mesecccnee- > Hem

4.- 4 Hem + globina = aeecsececeeee. > Hemoglobina

Cuando el hierro de la Hb estd unido al O,, se denomina Oxihemoglobi-
na. Cuando el Fe no estd unido al O, la hemoglobina estd en estado re-
ducido. En ambos casos el Fe se encuentra en estado ferroso (Fe+),
cuando el Fe se encuentra en estado férrico (Fe+++) u oxidado, éste pierde
su capacidad de unirse al O, 6 CO,, y se forma: Metahemoglobina, Car-
boxihemoglobina (HbCO) y Sulfahemoglobina, principalmente. Estas he-
moglobinas constituyen del 2-12% de la Hb total. Cuando el Hem se se-
para de la globina, el grupo protéico se transforma en hematina, pu-
diendo aislarse de la Hb, esos cristales de hematina que son un clorhi-
drato de hematina. La hemoglobina inactiva s6lo se convierte en hema-
tina en soluciones alcalinas; por el contrario, la hemoglobina fetal es re-
sistente a la desnaturizacion con alcalis fuertes.

La hemoglobina, en soluciones alcalinas, tiene una carga neta negativa y
por lo tanto se movera hacia el 4nodo en un sistema electroforético y su
velocidad de migracion es proporcional a su carga eléctrica, a mayor
carga mas lejos migrara.

Para la electroforésis de Hb se usan soluciones tampones (buffer) y me-
dios de soporte, como son: papel, agar y acetato de celulosa. (Fig. #3)

Una vez separadas, las hemoglobinas se pueden cuantificar cada una de
ellas con el uso del densitémetro. (Fig. #4)

Hemoglobinametria: es la medida de la concentracién de hemoglobina
en la sangre, expresada por 100ml (=gr./dl 100ml = 1 decilitro = dl). Los
resultados de Hb total en por ciento (%) se hacen tomando arbitraria-
mente la relaciéon de 5 gm/dl son igual a 100%.
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El valor clinico del método dependera de cuatro consideraciones funda-

mentales: seguridad del método, responsabilidad, rapidez de la determi-
nacion y sencillez, desde el punto de vista econémico.

Los principios utilizados para cuantificar la hemoglobina son:

1.- Colorimétrico

2.- Gasométrico

3.- Gravedad especifica
4.- Quimicos

Colorimétricos: Se basan en la relacién del color de la sangre en
una solucion y una escala de colores o la medida de ese color en
comparacion con una soluciéon patrén (standard) en una celda fo-
toeléctrica, ya sea por absorcién o transmision.

Absorcion: es la cantidad de luz que una solucién absorbe al
incidir sobre ella un rayo de luz, a un largo de onda determi-
nado, en el espectro de la luz.

Transmision: es la cantidad de luz que deja pasar y ésta es

una relacion inversa. La absorbancia es directamente propor-
cional a la concentracién.

Métodos para cuantificar la hemoglobina:

1.- Hematina acida

2.- Hematina alcalina

3.- Oxihemoglobina

4.- Cianometahemoglobina

El método a usar es el de la cianometahemoglobina.
Fundamento: la sangre es mezclada con la solucién Drabkins y el

Fe de la Hb es convertido de ferroso a férrico, formandose ciano-
metahemoglobina, que es un pigmento estable.

Muestra: sangre capilar, sangre venosa con anticoagulante (EDTA).
Materiales:

i.- Pipetas de sahli (0.02 ml = 20 pl)

2.- Pipetas seroldgicas (5 ml 6 10 ml)

3.- Gasa y papel parafilm

4.- marcadores de ceras
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5.- Tubos de ensayo (13 x 100 mm)
6.- Goma para succiéon y boquillas
7.- Cubetas

Equipos:

Un colorimetro o espectrofotometro con una escala de absorcién
que va desde O de absorbancia hasta 2.0, y la transmitancia que va
de 0 a 100%, expresado de la siguiente manera: (Fig. #5)

zio Ol.d 0]3 0l.2 (i.l. IO Absorbaacia
[o : I ' I | 100 % +
Figura #5
La lectura se anota tres cifras después del punto.
Reactivo:
Solucién de Drabkins.
(Composicion)
1.- Agua destilada ...................uau....... 1,000 ml
2.- Bicarbonato de sodio .................... 1.0 gm
3.- Cianuro de potasio (toxico) .......... 0.05 gr.
4.- Ferrocianuro de potasio ............... 0.20 gr.
Técnica:

En cuatro tubos de emsayo, Blanco (B), Standard (Std), Control
(C€), Muestra (M), distribuir:

Blanco Std Control Muestra |
Reactivo de
Drabkins 5.0 ml 5.0 ml 5.0 ml 5.0 ml
Standard - 20 pl - .
Control - - 20 Wl
Muestra - - - 20 ul

Después de depositar Std, C, M en el fondo del tubo con la pipeta
de Sahli, subir y enjuagar la pipeta tres veces en la superficie del
reactivo, tapax con el papel parafilin y mezclarlo, dejarlo en reposo
por 5 6 10 minutos.

Leer en cubeta pequena (10 x 75 mm) en el espectrofotometro a
na lonoitud de onda de 340 nm (Gltra verde).
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Con el blanco llevar a cero absorbancia, ademas sirve para restar o
anular la absorcién del reactivo. Luego se leera la absorcién del
Std, C y M respectivamente.

Standard o Patxén: es una solucién quimicamente pura, de la cual
conocemos su concentracion y sirve para realizar los cilculos, su
concentracion viene impresa, segin la casa fabricante, en gr./dl.

Control: es una solucién la cual ha sido probada para varias prue-
bas y conocemos sus rangos de concentracién, sirve para controlar
los reactivos, equipos y personal.

Muestra: es una sustancia de la cual no conocemos su concentra-
cion y por eso la analizamos.

Datos:

%] = Concentracion
Abs = Absorbancia

[Std] = Concentracion Std
F = Factor

Abs Std = Absorbancia Std
Abs C = Absorbancia Control
Abs M = Absorbancia Muestra

Calculos:

(1)

[C] = FxAbs C

[M] = F x Abs M

Formulas:
(1) Factor

[Std]

Abs Std
(2) Regla de tres

[Std] x Abs Co M
Abs Std

2)

[C] = [Std] x Abs C
Abs Std

[M] = [Std] x Abs M
Abs Std

Para calcular la Hb en % se ha determinado, arbitrariamente, que
15.0 gr./dl corresponde a 100%.

Ej.: Si un paciente X tiene 12.5 gr./dl de Hb y queremos saber qué
% corresponde, hacemos lo siguiente:



15.0 gr./dl ------eemmemen--- > 100%
12.5 gr./dl =--seeecaeeeee--- > X = Hb de ese paciente X

Valores de referencia de Hb:

Recién nacidos = 15-20 gr./dl
Al ano de nacido = 9-14 gr./dl
Adulto hombre = 13-18 gr./dl
Adulto mujer = 12-15 gr./dl

Hematocrito (Hcto)

Hematocrito: es el volumen de eritrocitos expresados como % del
volumen total en una muestra de sangre completa.

Fundamento: la sangre es centrifugada y los elementos mas pesa-
dos se van al fondo del tubo y los mas ligeros quedan sobre éstos.

Sedimentaciéon de abajo hacia arriba: células rojas, células blan-
cas, plaquetas, factores de la coagulacién y plasma. (Fig. #6)

—lFactorcs de Coagulacion ]

Rl Plaquetas I

Células Blancasl

———{ Células Rojas I

Figura #6
Microhematocrito Centrifugado
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Micrométodo:

Materiales:
1.- Tubos capilares con o sin anticoagulantes
2.- Masillas para taponar capilares

Equipo:
Microcentrifuga calibrada a 2,500 rpm

Técnica:

Llenar el capilar las tres cuarta partes del tubo, taponar el extre-
mo inferior con masilla una o dos veces, asegurarse que esti bien
masillado para que no se derrame la sangre.

Llenar dos capilares y llevar a la microcentrifuga a 5,000 rpm por
5 minutos, luego leer en la tabla para lectura de hematdcrito y sa-
car una media.

Nota: entre un capilar y otro no debe pasar de 1.5 la lectura. La
lectura se realiza llevando a cero el inicio de los hematdcritos y a
100 el final del plasma. El Hcto sera el final de la capa de hematies
y se reporta en %.

Macrométodo:

Equipo:
Centrifuga.
Tubo de Wintrobe calibrado de 0 a 10 y de 10 a O mm. (Fig- #7)

Técnica:
Se lleva el tubo de Wintrobe hasta la marca 0-10, se le pone un ta-
pon de goma y centrifugamos a 2,500 rpm durante 30 minutos.

El macrométodo tiene la ventaja que se puede leer también la eri-
trosedimentacion de arriba hacia abajo y el hematécrito de abajo
hacia arriba. (Fig. #8)

La desventaja radica en el uso de mas cantidad de muestra y tiene
mayor tiempo de duracion, por tanto este método estd obsoleto.

Valores de Referencia para Micrométodo
Recién nacidos=45-60 %

Al ario =27-44 %

Adulto hombre =40-55 %

Adulto mujer =36-48 %
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Figura #7

Macrohematécrito (Tubo de Wintrobe)

Figura #8
Macrohematocritos Centrifugados
Tubos de Wintrobe
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PRACTICA # 4

ERITROCITOS O GLOBULOS ROJOS

OBJETIVOS GENERALES:

Senalar la importancia clinica del conteo de eri-
trocitos.

Formular los fundamentos de la prueba de eri-
trocitos.

Realizar el conteo del eritrocitos segan instruc-
ciones y establecer el valor diagnéstico de los re-
sultados.

Identificar las situaciones clinicas que alteran
los resultados del conteo de eritrocitos.
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PRACTICA # 4

Los Eritrocitos 6 Globulos Rojos

El eritrocito maduro es una célula que ha perdido su niicleo, de forma
biconcava o discoidea, con un didmetro promedio de 7 micras, un espe-

sor de 1.3 micras y un volumen corpuscular medio que varia entre 80 y
99 micras cabicas.

Los eritrocitos poseen una membrana semipermeable y flexible que les
permite cambiar de forma, adaptindose al calibre de los pequenos va-
sos sanguineos, por donde éstos atraviesan.

Estan compuestos por una gran variedad de acido grasos, fosfolépidos,
proteinas aminoacidas, coenzimas y enzimas entre otros. Su vida media
es de 120 dias y finalmente éstos son removidos de la circulacién por el
sistema reticuloendotelial, principalmente por el bazo.

La formacion de los eritrocitos estd regulada por la necesidad de oxige-
nacion de los tejidos y la eritropoyetina, ésta es la hormona responsable
de la estimulacion de la eritropoyesis. La eritropoyetina se produce,
principalmente, en los rifiones y en menor grado en el higado y otros te-
jidos.

Las Anemias

Son circunstancias en los que la concentraciéon de hemoglobina y/o con-
teo de eritrocitos estin por debajo de los limites normales. Las causas
de las anemias son: hemorragias, deficiencias nutricionales, anomalias
morfologicas de los hematies, eritropoyesis defectuosa y destruccion ex-
cesiva de células, ya sea por anomalias intrinsecas o extrinsecas a los e-
ritrocitos.

I.- Anisocitosis:
Es la variacion en el tamano de las células en una poblacion.

a) Microciticas: células de menor tamano que la poblacion nor-
mal.

b) Macrociticas: células de mayor tamano que la poblaciéon
normal.



2.- Poiquilositosis:
Es la variacion en la forma de las células de una poblacion.

a) Ovalocitos: glébulos rojos de forma ovalada, debido a alte-
raciones en la membrana eritrocitaria.
b) Esferocitos: glébulos rojos de forma esferoidal.

Técnica

Muestra:

B Sangre con anticoagulante (EDTA)
B Tubo tapén morado

Equipos:

B Camara de Neubauer o hematimetro

B Cubre hematimetro

® Contador normal

B Microscopio

B Pipeta de Thoma

B Boquilla y goma succionadora
Reactivos:

B Soluciéon de Gower (diluente)
B Salina isoténica 0.9%

Métodos:
1.- Normal con camara de Neubauer
2.- Semi-automatizado
3.- Automatizado

Procedimiento:

I1.- Limpie la cAmara de Neubauer

2.- Aspire sangre hasta la marca 0.5, limpie la pipeta y aspire
diluente hasta la marca 101. Mientras se llena la pipeta no de-
ben formarse coagulos ni burbujas. Tape la punta de la pipeta
y retire la goma, sujete la pipeta por sus extremos entre los de-
dos mayor y pulgar de una mano. En posicion horizontal, mez-
cle moviendo hacia arriba y hacia abajo du-rante tres minutos.
Inmediatamente agarre la pipeta y con el dedo indice de esa
misma mano, tape el extremo superior de la pipeta y en esa po-
sicion vertical descarte la 5 prime-ras gotas.

3.- Aproxime la punta de la pipeta al espacio entre la camara y
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su cubreobjeto y deje penetrar la dilucién hasta que cubra
la cuadricula, el liguido no debe llegar a los surcos latera-
les ni deben formarse burbujas en la cAmara, si esto sucede
limpie la cAmara y vuelva a llenarla. Llene los dos lados de
la camara. Deje la cimara en reposo 1 minuto para que las
células se sedimenten.

Coloque la caimara en el microscopio y enfoque usando ob-
jetivo y ocular 10X. Examine si la distribucién de las célu-
las es uniforme, en caso contrario repita el llenado del he-
matimetro.

El gran cuadro central esti dividido en 400 cuadrados pe-
quenos dispuestos en 25 grupos de 16 cuadrados cada uno,
limitado por lineas triples o dobles, cada uno de los 25 gru-
pos. (Ver Figura #9).

Cuente los cuatro cuadrados de las esquinas y el cuadrado
del centro del gran cuadrado central.

Identifique los 5 cuadrados de la siguiente forma:

A- Cuadrado superior izquierdo (CSI)

B- Cuadrado superior derecho (CSD)

C- Cuadrado inferior derecho (CID)

D- Cuadrado inferior izquiérdo (CIX)

E- Cuadrado Central (CO)

Se contardn en este oxrden: A>B>C > D > E

Se comenzara contando en el extremo superior e izquierdo
de la primera fila, se cuentan las células dentro de ese cua-
dro y las que toquen las lineas izquierda y superior del cua-
dro. Avanzando hasta el altimo cuadro de la derecha de la
primera fila, bajamos a la segunda fila contando ahora de
derecha a izquierda hasta llegar al extremo izquierdo de
donde bajamos hacia la tercera fila y contamos igual que
como se hizo en la primera fila. En cada cuadrito contamos
las células de su interior y las que tocan las lineas izquier-
da y superior correspondiente a ese cuadrito. Asi obtene-
mos el total de células en A. Repetimos el mismo procedi-
miento en los 4 cuadrados restantes. Entre grandes cuadra-
dos no debe haber una diferencia mayor de 10 células y en-
tre una camara y otra de 16 células.

Sume A, B, C, D y E que es el namero de células en una ca-
marilla. Repita el mismo procedimiento del otro lado de la
camara y halle el valor promedio de esos 2 conteos.
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Calculos:

1.-
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Dilucion: se obtiene con la pipeta de Thoma y consta de
una calibracion de la siguiente manera: (ver Figura #10)

(s WE T THT e o i T
Figura #10
Pipeta de Thoma
Dilucion: 0.5 =eceece-- 1/100
1.0 =eccaaaan 1/200

Factor de correcion de dilucién (FCD) = 200

Volumen contado o factor de correcion de volumen (FCV)

El volumen contado se obtiene de la cuadricula cuyo peri-
metro es el siguiente:

A) ==-- 1.0 mm largo
-=-= 1.0 mm ancho
-=== 0.1 mm de espesor
por tanto: Imm X Imm X 0.1lmm = 0.lmm?
de donde 0.1mm* es el volumen de los 25 grupos de
cuadrados.

B) 0.1mm?*25 = 0.004mm’> es el volumen de cada uno de los
grupos.

C) So6lo nos interesa 5 cuadrados, tendremos:

D) 5 X 0.004mm? = 0.02mm’ sera el volumen real contado.

E) Debemos obtener el resultado en Imm® de sangre, por lo
tanto realizamos la siguiente operacion:

F) 0.02mm? -  volumen real contado
Imm?* => ?

G) Ilmm® X volumen real contado= glébulos/mm?*
0.02mm*
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Imm?® =50
0.02mm?

50 sera el factor de correcciéon de volumen.

3.- Factor de correccion (E.C.)

E.C. = FCD X FCV
E.C.= 50 X 200
E.C. = 10,000

4.- Resultado final

(Promedio de eritrocitos contados) X 10,000 = GR/mm?> de
sangre. El resultado final se expresa en millones.

Nota: En anemia severa, debemos tomar sangre hasta la
marca 1.0 de la pipeta y calcular el factor de F.C.D. y E.C..

En policetemia debemos tomar menos cantidad de muestra
y calcular el E.C.D. y F.C. para reducir los errores en ambos
casos.

Valores de referencia:

Recién nacidos > 4.8 --- 7.1 millones GR/mm?

Adultos masculinos -2 4.5 --- 6.3 millones GR/mm?

Adultos femeninos 2> 4.2 --- 5.5 millones GR/mm?
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PRACTICA # 5

LEUCOCITOS O GLOBULOS BLANCOS

OBJETIVOS GENERALES:

Describir el caracter clinico del conteo de leuco-
citos.

Enunciar el principio basico del control de leu-
cocitos.

3.- Aplicar las instrucciones técnicas para la reali-

zacion del conteo de leucocitos y analizar los re-
sultados.

Identificar las situaciones clinicas que alteran
los resultados del conteo de leucocitos.
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PRACTICA # 5

Leucocitos o Globulos Blancos

La sangre es un tejido constituido por dos porciones fundamentales: los
elementos formes (glébulos blancos, glébulos rojos, plaquetas) y el plas-
ma donde se encuentran suspendidos estos elementos figurados.

En el embridn, la sangre es el primer tejido que puede reconocerse y apa
rece en los islotes sanguineos del saco vitelino, formando puntos sangui
neos. Posteriormente se inicia la actividad hematopoyética en el higado
y bazo, sucesivamente, hasta llegar a etapas fetales mas avanzadas, dén-
de la médula 6sea se convierte en el principal centro de actividad hema-
topoyética. Existen, ademads, otros focos de hematopoyesis.

Después del nacimiento, y en condiciones normales, la médula sigue
siendo el sitio formador de células hematicas mas importante, de ahi se
deriva el valor de los estudios medulares en el diagnéstico de enfermeda
des hematolégicas.

Las muestras medulares se obtienen, principalmente, del esternén, cres
tas iliacas y en ninas de las caras anterointernas de las tibias. La pun-
cion medular debe hacerse después de tener estudios en sangre periféri-
ca, examenes fisicos e historia hematolégica completos que justifiquen
su indicacion ya que este procedimiento envuelve ciertos riesgos.

Un hemograma consta de las siguientes determinaciones: hemoglobina,
hematocrito, conteo de globulos rojos y blancos, conteo diferencial leu-
cocitario, morfologia de los hematies y chequeo de las plaquetas.

El hemograma nos da una visiéon general de cémo estd funcionando el
organismo.

El conteo de glébulos blancos es atil para seguir el curso de ciertas en-
fermedades. El término leucopenia se utiliza para senalar una disminu-
cion de la cantidad total de leucocitos en relacién a los valores norma-
les; por el contrario, una leucocitosis denota el aumento de leucocitos
por encima de los valores normales de cada caso especifico.

Toda leucocitosis subita nos senala un proceso agudo, mientras los au-
mentos paulatinos son senales de procesos créonicos por su evolucion.
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Hay estados patoldgicos que caracteristicamente cursan con leucocitosis
como son: las infecciones bacterianas, enfermedades hemoliticas del re-
cién nacido, dlceras, uremias, apendicitis y leucemias.

Las leucopenias son comunes en pacientes inmunodeprimidos, infeccio-

nes virales, artritis reumatoide, lupus eritematoso, cirrosis hepatica,
etc..

El conteo de glébulos blancos nos dice la cantidad de células, no nos di-
ferencia el tipo de células como en el recuento diferencial.

Técnica
Muestra:

B Sangre con anticoagulante (EDTA)
B Tubo tapén morado

Equipos:

B Camara de Neubauer o hematimetro

B Cubre hematimetro

B Contador normal

B Microscopio

B Pipeta de Thoma

@ Boquilla y goma succionadora
Reactivos:

B Solucion diluente (acido acético 3%, acido clorhidrico 1%,
diluente de TURK).

Métodos:
1.- Manual con camara de Neubauer
2.- Semi-automatizado

3.- Automatizado

Procedimiento:

1) Limpie la camara de Neubauer con agua destilada, séquela suavemen-
te con una gasa y coloque el cubrehematimetro sobre las dos cuadri-
culas de la camara.
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2) La pipeta de globulos blancos tiene marcas en el tallo capilar de 0.1
hasta 1.0 y luego del bulbo en su unién con el otro tallo capilar llega
hasta la marca 11. Con la pipeta unida al tubo de goma y la boquilla,
aspire sangre hasta la marca 0.5, limpie el exterior de la pipeta, intro-
duzca la pipeta en el diluente seleccionado y aspire hasta la marca
11.

Mientras se llena la pipeta no deben formarse ningdan tipo de bur-
bujas. Tape la punta de la pipeta y retire la goma, sujete la pipeta por
sus extremos entre los dedos mayor y pulgar de la mano. En posicién
horizontal, mezcle moviendo hacia arriba y hacia abajo durante 3

. minutos. Inmediatamente agarre la pipeta entre el mayor y el pulgar,
con el indice de esa misma mano, tape el extremo superior de la pipe-
ta y en posicion vertical descarte las 3 primeras gotas.

3) Aproxime la punta de la pipeta al espacio entre la cimara y su cubre-
hematimetro y deje penetrar la dilucion hasta que se cubra la cuadri-
cula, el liquido no debe llegar a los surcos laterales ni deben formar-
se burbu-jas en la cimara, si esto sucede limpie la camara y vuelva a
llenarla. Llene los dos lados de la caimara. Deje la cimara en reposo 1
minuto para que las células se sedimenten.

4) Coloque la cimara en el microscopio y enfoque usando objetivo y ocu
lar de 10x, los leucocitos en foco se ven como pequenos puntos ne-
gros. Para su conteo debe pasarse a objetivo de 40X.

La camara de Neubauer es un cuadrado de 3mm por lado, dividido en
9 cuadros grandes separados entre si por lineas dobles o triples.

Cada cuadrado grande mide Imm por lado. Los cuatro grandes cua-
drados de las esquinas estian divididos a su vez en 16 cuadritos.

El gran cuadrado central estd dividido en 400 cuadrados pequenos
dispuestos en 25 grupos de 16 cuadrados cada uno, limitados por li-
neas triples o dobles, cada uno de los 25 grupos. (Ver figura #11)

Identifique los 4 grandes cuadrados de las esquinas de la siguiente
forma:

A- Cuadrado superior izquierdo
B- Cuadrado superior derecho
C- Cuadrado inferior derecho
D- Cuadrado inferior izquierdo



47

4

T

i

i

Figura #11
Camara de Neubauer
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Se contardn en esteorden A > B > C 2> D

Se comenzari contando en el extremo superior e izquierdo de la pri-
mera fila, se cuentan las células dentro de ese cuadro y las que to-
quen las lineas izquierda y superior del cuadro.

Avanzando hasta el dltimo cuadro de la derecha de la primera fila,
bajamos a la segunda fila contando ahora de derecha a izquierda has-
ta llegar al extremo izquierdo de donde bajamos hacia la tercera fila y
contamos igual como se hizo en la primera fila.

En cada cuadrito contamos las células de su interior y las que tocan
las lineas izquierda y superior correspondiente a ese cuadrito. Asi ob-
tenemos el total de células en A. Repetimos el mismo procedimiento
en los 3 grandes cuadrados restantes. Entre grandes cuadros no debe
haber una diferencia mayor de 10 células.

Sume A, B, C y D que es el niumero de células en una camarilla. Repi-
ta el mismo procedimiento del otro lado de la cimara.

Halle el valor promedio de esos 2 conteos.
Calculos:

1) Dilucion: se obtiene con la pipeta de Thoma y consta de una calibra-
cion de la siguiente manera: (Ver Figura #12)
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Figura #12
Pipeta de Thoma
Dilucion: 0.5 «---- 1/10
1.0 -ce-- 1/20

Factor de correccion de diluciéon (FCD) = 20

2) Volumen contado o factor de correccion de volumen (FCV)
El volumen contado se obtiene de la cuadricula, cuyo perimetro es el
siguiente:
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a) -- 1.0mm de largo
-- 1.Omm de ancho
-- 0.1mm de profundidad

Por tanto Imm X Imm X 0.1mm = 0.lmm?
De donde 0.1mm® es el volumen de los 25 grupos de cuadrados

b) Solo nos interesa 4 cuadrados grandes, entonces tendremos:
c) 4X0.lmm> = 0.4mm? sera el volumen real contado.

d) Debemos obtener el resultado en Ilmm?® de sangre, por lo tanto,
realizamos la siguiente operacion:

e) 0.4mm*> - Volumen real contado
1.0mm*> - X

1.0mm* X Volumen real contado= Glébulos Blancos/mm?
0.4mm’

1.0mm3= 2.5

0.4mm?

2.5 sera el factor de correccion de volumen.

3) Factor de correccion (FC)
FC = FCD X FCV
EC= 20 X 2.5
FC = 50
4) Resultado final:
Promedio de GB contado X 50 = GB/mm® de sangre

Nota:

Si variamos la diluciéon y/o el volumen contado debemos buscar el factor
de correccion apropiado.

Estos se deben variar en leucocitosis y ieucopenias para aminorar el
error de conteo.
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@ Leucopenia: debemos tomar mayor cantidad de muestra en una pipe-

ta de blanco. Tomamos sangre hasta la marca 1 y diluente hasta la
marca 11.

® Leucocitosis: utilizamos una pipeta de rojo, tomamos muestra hasta
la marca 0.5 y diluente acido acético al 3% hasta la marca 101 y cal-
culamos el FCD y FC.

Para corregir los leucocitos en los cuales aparecen células anormales
se debe utilizar la siguiente féormula:

# Leucocitos corregido = __# leucocitos/mm® X 100
100 X # eritrocitos nucleados

Valores de referencia:

Recién nacidos > 5,000 --- 30,000 GB/mm?>
2 anos de edad > 6,200 --- 17,000 GB/mm?

Adultos > 4,000 --- 11,000 GB/mm?>
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PRACTICA # 6

RECUENTO DIFERENCIAL

OBJETIVOS GENERALES:

1.- Analizar el valor diagnéstico del recuento dife-
rencial del extendido de sangre.

2.- Expresar los prinéipios del recuento diferencial.

3.- Participar activamente en la discusion de crite-
rios, luego de leer el material correspondiente.

4.- Efectuar un recuento diferencial del extendido y
determinar el caracter diagnostico de los hallaz-
gos.

5.- Mantener y organizar el equipo utilizado en con
diciones 6ptimas.

6.- Identificar las condiciones clinicas que alteran
los resultados y hallazgos encontrados en el re-
cuento diferencial.
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PRACTICA # 6

Recuento Diferencial

El recuento diferencial de los leucocitos se realiza para determinar el
ndmero relativo de cada tipo de leucocitos presentes en la sangre. Un
diferencial completo también incluye el estudio de la morfologia de los
eritrocitos, leucocitos y plaquetas, y un estimado del niamero de leucoci-

tos y plaquetas presentes.

Cuando se hace un hemograma el recuento diferencial debe ser lo lti-
mo en realizarse para que sirva de chequeo del conteo de leucocitos y
eritrocitos, asi como también de la hemoglobina y el hematdcrito.

Para hacer el diferencial es necesario preparar y tenir frotis de sangre.

Preparacion y tincion de las extensiones de sangre

Hay dos procedimientos para hacer frotis de sangre:
1) El método de los cubreobjetos: tiene la ventaja de una distribu-
cion mas uniforme de los leucocitos, pero por su tamano y fra-

gilidad son dificil de manejar.

2) El método de los portaobjetos: es el mas comunmente utilizado,
y si es bien realizado la distribuciéon de las células es uniforme.

Método de los Portaobjetos

Material necesario:

@ Portaobjetos
B Tubos capilares o aplicadores de madera
@ Sangre capilar o venosa colectada con anticoagulante

Técnica:

1) Obtenga dos laminas de vidrio o portaobjetos limpios. Uno de
ellos se utilizara como deslizador, por lo que se debe tener las
esquinas redondeadas para que la sangre se pueda esparcir uni-
formemente.
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2) Con ayuda de dos aplicadores de madera o un tubo capilar, co-
loque una gota pequena de sangre capilar (sin tocar la piel con
el portaobjeto) o sangre venosa colectada con anticoagulante y
que ha sido bien mezclada, en el centro del portaobjeto aproxi-
madamente a lcm de los extremos.

3) Coloque la lamina sobre una superficie plana y firme de forma
tal que la gota de sangre quede colocada a la derecha.

4) Sujete el portaobjeto en su extremo izquierdo entre los dedos
indice y pulgar de la mano izquierda. Sujete el deslizador con la
mano derecha, colocando el dedo pulgar en un borde lateral y
los cuatro dedos restantes en el otro borde. Ponga el deslizador
enfrente de la gota de sangre, formando un ingulo de aproxi-
madamente 25° con el portaobjeto.

5) Lleve el deslizador hacia atras, donde esta la gota de sangre.
Tan pronto como entre en contacto con ésta, la sangre se espar-
cira en los bordes del deslizador. Si esto no ocurre, mueva un
poco el deslizador, teniendo el cuidado de que no pase sangre al
frente del deslizador.

6) Manteniendo el deslizador en un idngulo de 25° y el borde del
deslizador firmemente contra la laminilla horizontal, empuje el
deslizador rapidamente sobre la longitud de la laminilla.

7) Los frotis deben secarse rapidamente agitindolos en el aire pa-
ra prevenir la distorsion de las células. Luego de seco, se identi-
fica escribiendo en su parte mas gruesa la identificacion del pa-
ciente, con un lapiz de grafito o sobre el vidrio con lapiz de ce-
xa.

Precauciones para hacer buenos frotis:

1) Los portaobjetos deben estar bien limpios, libres de grasa, lo
que se consigue sumergiéndolos en alcohol. Si no es asi, queda-
ran con agujeros.

2) Luego de colocada la gota de sangre en la laminilla, no se debe
tardar en hacer el frotis, pues esto ocasiona una distribucion a-
normal de las células blancas, acamulandose las mas grandes
en los bordes del frotis. También puede ocasionar la formacion
de fenémeno de Rouleaux y empaquetamiento de las plaquetas.



‘N
W

3) La gota de sangre no debe ser ni muy grande ni muy pequena, lo
que trae como consecuencia frotis muy largos o muy cortos, res-
pectivamente.

4) El deslizador debe empujarse con una velocidad constante para
que el frotis no quede escalonado.

5) Debe mantenerse el deslizador formando un dngulo de 25° pues
si se aumenta el frotis quedard muy grueso y si se disminuye
quedara muy fino. (Ver figura #13)

| ]

Figura #13

6) El deslizador debe deslizarse por la laminilla completa, si no es
asi, el frotis terminara en un borde grueso.

7) El deslizador debe tener el borde bien pulido para que el frotis
quede bien distribuido y no termine en cola de caballo.

8) El frotis no debe tocar los bordes del portaobjetos; y debe tener
la forma de una lengua. Lo ideal es que el frotis vaya disminu-
yendo de grosor quedando formado por tres partes de diferente
grosor que son:

a) Cabeza
b) Cuerpo
c) Cola

9) Si la sangre ha sido colectada con EDTA el frotis se debe hacer
en las primeras dos horas después de la coleccion.

Tincion de extendidos de sangre:

Para obtener mejores resultados los extendidos deben tenirse dentro de
las dos horas después de haberse hecho el frotis. El colorante mas co-
munmente utilizado es el colorante de Wright, pero se puede utilizar
también una mezcla de Wright y Giemsa.
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El colorante de Wright es policromatico porque produce varios colores;
es una mezcla de eosina y azul de metileno. La eosina tife los compo-
nentes basicos de las células de un color rojo anaranjado, mientras que

el azul de metileno tine las estructuras icidas en tonos de azul claro a
violeta.

Técnica de Tincion de Wright

Material necesario:

Colorante de Wright

Agua recién destilada o buffer fosfato pH 6.4
Bandeja de tincién

Goteros

Gasa o algodoén

Procedimiento:

1) Coloque el frotis seco e identificado en la bandeja de tincién.

2) Cubra bien el portaobjetos con colorante. Deje actuar por cinco
(5) minutos.

3) Luego de los cinco (5) minutos, anada al portaobjetos igual can-
tidad de buffer o agua recién destilada, evitando que el liquido
se desparrame. Mezcle, soplando el liquido suavemente y deje
actuar por siete (7) minutos. Debe formarse una pelicula verde
brillante sobre el liquido.

4) Lave bien el portaobjetos con agua destilada o corriente.

5) Limpie la cara posterior de la laminilla con una gasa o algodoén,
para quitar el colorante que se le haya adherido.

6) Deje secar los frotis al aire en posicion vertical

Nota: Los tiempos de tincién pueden variar entre un frasco de colorante
y otro, por lo que hay que determinarlo probando diferentes tiempos.
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Procedimiento para el eximen de frotis tenidos:

1) Examine el frotis sanguineo usando objetivo de bajo poder
(10x).

a) Los leucocitos deben estar distribuidos uniformemente.
b) Realice un estimado de los leucocitos.

¢) Examine el borde fino del frotis. Si hay un nimero aumen-
tado de leucocitos en esta area, el recuento diferencial se-
ra inexacto. La mayoria de las células que se encuentran
en esa area son las mas grandes, es decir, neutréfilos y mo
nocitos, lo que demuestra una pobre distribucién de los
leucocitos en el frotis. Si en esa misma zona hay agrega-
cion plaquetaria, se observari una disminucién de pla-
quetas. En estos casos el frotis debe ser descartado y se
debe realizar uno nuevo.

d) Es importante anotar cualquier hallazgo irregular, como
son las células anormales, formacion de Rouleaux.

e) Seleccione el area del frotis donde realizara el recuento di-
ferencial. El lugar ideal es donde se une el cuerpo y la cola
del frotis, donde los eritrocitos se superponen ligeramen-
te. Coloque una gota de aceite de inmersién sobre la 1ami-
na y cambie el objetivo de inmersion (100x).

2) Realice el recuento diferencial y el examen morfolégico de los
leucocitos:

a) Comience en la parte fina del frotis, donde los eritrocitos
se superponen ligeramente. El movimiento a seguir es gra-
dual y en el sentido indicado por la flecha en el siguiente
esquema: (Figuras 14, 15, 16 y 17)

ICuerpo I

: |Cabeza
- Cola |

Figura #14
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Método por seccién para el conteo diferencial

1]

IForma de contar en un diferencial

Figura #16

[Forma de contar en un diferencial

8 e

Figura #17

b) Cuente cada leucocito que observe diferenciandolos hasta
contar 100 leucocitos. Anote cualquier anormalidad pre-
sente en las células.

3) Observe la morfologia de los eritrocitos en un drea fina donde
NnOo se encuentren superpuestos pero se encuentren cerca unos
de otros. Examine su tamano, forma, contenido relativo de he-
moglobina, policromatofilia, inclusiones y formaciéon de Rou-
leaux.

4) Examine la morfologia y el namero de plaquetas presentes. Una
forma de calcular el estimado de plaquetas es determinar el na-
mero promedio de plaquetas por campo y multiplicar este resul-
tado por 20,000.

5) Cuando realice el diferencial no debe progresar a la parte grue-
sa del frotis porque las caracteristicas morfolégicas de las célu-
las son dificiles de distinguir. Tampoco utilice la parte muy fina
donde los eritrocitos aparecen completamente llenos de hemo-
globina y sin halo central.
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Caracteristicas Morfolégicas de los Leucocitos

Los leucocitos se dividen en dos grandes grupos, de acuerdo a la presen-
cia o ausencia de granulos especificos en su citoplasma; estos grupos
son:

1) Los granulocitos: se caracterizan por la presencia de grianulos
especificos en su citoplasma y, segin la afinidad de dichos gra-
nulos con los colorantes, se dividen a su vez en neutréfilos, eo-
sinofilos y baséfilos.

1.1 Neutréfilo segmentado: su tamano varia de 9 a 15 micras de
didmetro. Su citoplasma es abundante y contiene granulos
especificos de color rosa-violeta que se tifien tanto con la
eosina como con el azul de metileno, es decir, con los colo-
rantes acidos y basicos. Su micleo esta formado por 2 a 5
I6bulos unidos con hilos finos de cromatina y la cro-matina
es compacta. Su valor normal en el adulto es de 25-40%. Se
observa un aumento en su namero o neutrofilia en diversas
patologias, principalmente apendicitis, leucemias mielége-
nas e infecciones bacterianas.

1.2 Neutréfilo en banda: siguiendo el orden de maduracién del
neutrdfilo, esta célula es el estado de madurez anterior al
neutrdfilo segmentado. Presenta de 9 a 15 micras de didme-
tro, su citoplasma es de moderado a abundante y tiene gra-
nulos especificos. El nicleo tiene forma de bastén o banda
porque todavia no se ha dividido o segmentado en I6bulos.
La cromatina es gruesa y compacta. Su valor normal en el a-
dulto es de 0-1% y se observa aumento en algunas leucemias
mielégenas e infecciones bacterianas.

1.3 Eosinéfilo: mide de 9 a 15 micras de didmetro, su citoplas-
ma estd lleno de granulos gruesos que se tifen con la eosina
tomando un color rojo anaranjado. Su nicleo usualmente
no presenta mas de dos Iébulos con cromatina gruesa y
compacta. El valor normal en el adulto varia de 1-3% ob-
servando eosinofilia (aumento de eosinéfilos) en las aler-
gias, leucemia eosinofilica y en las infecciones parasitarias.
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1.4 Basofilo: mide de 9 a 15 micras de didmetro, su citoplasma
es de ligeramente rosado e incoloro y contiene granulos es- -
pecificos que se tifien de color violeta obscuro con el azul de
metileno. Estos grianulos son solubles en agua y tienden a
desaparecer al tenirse. El niicleo del baséfilo no tiene cro-
matina tan gruesa como la del neutréfilo y el eosinéfilo, no
estd segmentado, pero usualmente presenta una identacién.
Los basoéfilos se encuentran normalmente de 0-1%, aumen-
tan en algunos tipos de leucemia y en intoxicaciones com
plomo.

2) Los agranulocitos: se caracterizan porque no presentan granu-
los especificos en su citoplasma. A este grupo pertenecen los
linfocitos y monocitos.

2.1 Linfocitos. Se presentan en tres tamanos: pequeno, mediano
y grande, variando también la cantidad relativa de citoplas-
ma (mientras mas grande es el linfocito mayor cantidad de
citoplasna contiene).

2.1.1 Linfocito pequeno: tiene un didmetro de 8 a 10 mi-
cras, el citoplasma es azul obscuro y escaso. La cro-
matina del nucleo es densa y apretada y el mnicleo
puede ser redondo, oval y puede presentar una lige-
ra identacion.

2.1.2 Linfocito mediano: mide de 10 a 12 micras de diame-
tro. El citoplasma es mas abundante que el del linfo-
cito pequeno, se tifie de color palido a azul y puede o
no presentar granulos inespecificos (azuréfilos). El
niicleo es redondo u oval y puede presentar una lige-
ra identacién. La cromatina nuclear es apretada pero
no tan densa como la del linfocito pequeio.

2.1.3 Linfocito grande: mide de 12 a 16 micras de diame-
tro. Su citoplasma es esmerilado, de color azul pali-
do y puede o no contener granulos azuréfilos. Su nid-
cleo puede ser excéntrico y la cromatina es compac-
ta.

En algunas enfermedades como son sarampidém, hepatitis,
mononuclesis, infecciones y otras infecciones virales hay au-
mento de linfocitos, los cuales, ademas, pueden presentar
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cambios morfolégicos. Estos son los llamados linfccitos ati-
Picos que presentan una o mas de las siguientes caracteristi-
cas:

@ Forma del niicleo irregular.

B Mejor separacién entre la cromatina y la paracromati-
na, es decir, cromatina menos densa.

8 Aumento en el nimero de granulos azuréfilos.

B Citoplasma méds abundante y basofilico. Las basofilia
puede que no sea uniforme, apareciendo radialmente o
en las orillas de la célula. -

Un adulto normal presenta de 25-40% de linfocitos. Se ob-
serva linfocitosis (aumento del nimero de linfocitos) en: leu-
cemias linfociticas, infecciones virales, mononucleosis infec-
ciosa, etc..

Monocito: Es la célula mis grande en sangre periférica, mi-

diendo de 14 a 20 micras de didmetro. Su citoplasma es abun

dante, de color azul grisidceo y contiene grinulos azurdéfilos.
finos que le dan aspecto de vidrio esmerilado. En algunas o-
casiones se pueden observar vacuolas ya que la principal
funcién del monocito es la fagocitosis. El niicleo puede tener
forma arifiodada o presentar lobulaciones. La cromatina es
difusa y abierta. Los valores normales en el adulto varian de
4-10%. Se observa monocntosns en: brucelosis, tuberculosis y
leucemia monocxtlca :

Un hemograma completo debe contener los indices hematicos que se u-
tilizan para definir el tamaifno y contenido de hemogiobina de los eritro-
citos. Estos indices se usan para diferenciar y clasificar las anemias. Es-
tos indices son los siguientes:

1) Volumen Corpuscular Medio (VCM).
Es el volumen promedio de los hematies individuales en micras
cabicas.

VCM = __ Hematies X100

micras

Primeros 2 digitos de GR.

Valoires normaies: 81-105 micras’.
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El VCM indica si los eritrocitos son normociticos, si el VCM es
normal, macrociticos si el VCM es mayor de 105 micras® y mi-
crociticos si el VCM es menor de 81 micras>.

2) Hemoglobina Corpuscular Media (HCM).
Es el contenido peso promedio de hemoglobina en eritrocitos.

HCM = _ Hemoglobina X 100 = p pgrs (pico pico gramo)
Primeros 2 digitos de GR.

Valores normales: 27-31 g pgrs

Valores menores de 27 g pgrs se observan en anemia microciti-
ca y en eritrocitos normociticos hipocrémicos.

Valores elevados de HCM ocurren en anemias macrociticas y en
algunos casos de esferocitosis.

3) Concentraciéon de Hemoglobina Corpuscular Media (CHCM).
Es una expresién de la concentraciéon promedio de hemoglobina
de los eritrocitos.

CHCM = Hemoglobina X 100 = %
Hematocrito

Valores normales: 32-36 %

El CHCM indica si las células son normocréomicas (CHCM den-

tro del rango normal), hipocréomicas (CHCM menor de 32%).
Nota: Para obtener el conteo absoluto de las diferentes células blan-

cas, se usara la siguiente formula:

Conteo absoluto = Conteo de Glébulos blancos X % Células deseado
100
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Valores de referencia del recuento diferencial:

Celulas Al Nacerf 4 Semanasg 4 Anos | © Anos | Adultos
Neutréfilos | 37-57% | 25-35% | 25-45% | 45-50% | 50-70%
Banda 01 %| 01 % 0-1 %| O0-1 %| 2-6 %
Eosinéfilos | 1-3 % | 1-3 % 1-3 %| 1-3 %[ 0-4 %
| Baséfilos 0-1 %| 0-1 % 0-1 %| 0-1 %| 0-2 %
Linfocitos |25-35% | 45-65% | 40-60% | 40-45% | 20-44%
Monocitos | 4-8 % | 5-9 % 4-8 % | 4-8 %| 2-9 %
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PRACTICA # 7

HEMOSTASIS Y COAGULACION

‘OBJETIVOS GENERALES:

1.- Conocer las generalidades del contenido de las
pruebas de hemostasis y coagulacién.

2.- Conocer los fundamentos y técnicas de cada una
de las pruebas de hemostasis y coagulacién.

3.- Realizar las pruebas de coagulacién y compren-
der sus resultados.

4.- Comprender el valor del equipo a utilizar en las
pruebas de hemostasis y coagulacién y la impor-
tancia del uso adecuado.

5.- Elegir las pruebas de hemostasis y coagulacién
adecuadas segin caso clinico.
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PRACTICA # 7

Hemostasis y Coagulaciéon

Hemostasis

Hemostasis es el proceso que retiene la sangre dentro del sistema vas-
cular. Cuando se lesiona un vaso sanguineo, el proceso hemostisico es-
ta disenado para reparar el daio y detener la hemorragia.
Ocurre en cuatro fases:

1) Vasoconstricion de los vasos danados.

2) Aglutinacién y adherencia de las plaquetas a los vasos dafnados.

3) Coagulacion de la sangre.

4) Fibrinolisis del coagulio formado.
La respuesta mas inmediata al sangrado es la vasoconstricién, que dis-
minuye el flujo de sangre a través del vaso sanguineo herido. Las pla-
quetas, entonces, se agrupan y se adhieren al vaso sanguineo en el area
lesionada para formar un tapén y después inhibir el sangrado.
Los factores de coagulacién presentes interactidan formando una malla
o coagulo de fibrina y parar el sangrado completamente. Comienza una

lisis lenta del codgulo y la reparacién final del sitio dafiado toma lugar.

La hemostasis y coagulacién son mecanismos altamente complejos, los
cuales hoy estan sélo parcialmente entendidos.

Coagulacién

La complejidad del proceso de coagulacién se ha hecho mas dificil, por
el gran namero de nombres diferentes dados a los 14 factores de coagu-
lacién. Para evitar esta confusién un “Comité Internacional de Nomen-
clatura de los Factores de Coagulacién Sanguinea”, ha establecido que
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cada uno de los 14 factores estén dados en nimeros romanos. También
por sus nombres cominmente utilizados.
B Factor I (Fibrinégeno)

B Factor II (Protrombina)

B Factor Il (Tromboplastina tisular, Trombokinasa)

B Factor IV (Calcio)

B Factor V  (Proacelerina, Factor Labil)

B Factor VII (Proconvertina, Factor estable)

®@ Factor VIII (Factor antihemofilico A, Globulina antihemofilica)

B Factor IX (Factor antihemofilico B, componente de trombo-
plastina plasmatica, Factor Christmas)

B Factor X (Factor Stuart, Factor Stuart-Prower)

B Factor XI (Antecedente de tromboplastina plasmatica)

B Factor XII (Factor de Hageman, Factor de Contacto)

B Factor XIII (Factor estabilizante de fibrina, fibrinasa)

# Factor Fletcher (Precalicreina)

&

Factor Fitzgerald (Kininégeno de alto peso molecular, KAPM)

El proceso de coagulacién esta dividido en dos (2) sistemas: el intrinse-
co y el extrinseco. Todos los factores del sistema intrinseco estin conte-
nidos en la sangre. El sistema extrinseco libera tromboplastina, la cual
proviene de las células y tejido dainado.

Las reacciones del sistema intrinseco son iniciadas por varios estimulos
que no estidn claramente definidos; entre ellos, el dano tisular y el con-
tacto con colageno. Luego de iniciarse el sistema intrinseco, ocurren dos
eventos importantes, que son: la alteraciéon de las plaquetas y la activa-
cion del factor XII. La alteracion de las plaquetas resulta en agregacién
plaquetaria irreversible y liberacién de diferentes componentes, entre
ellos: fosfolipidos (factor III). El factor XII forma complejos con el fac-
tor XI, luego los factores IX, VIII, los fosfolipidos y los iones de calcio
activan el factor X. El factor X activado, mas el factor V, fosfolipidos e
iones de calcio, convierten la protrombina en trombina. Luego intervie-
nen los factores I y XIII para formar un codgulo de fibrina estable.

El sistema extrinseco es activado por el dano tisular. Cuando las células
sufren un trauma, se libera un extracto tisular llamado factor IIl. Este
extracto contiene fosfolipidos, los cuales, conjuntamente con el factor
VII e iones de calcio, activan el factor X, el cual junto con los fosfolipi-
dos e iones de calcio convierten la protrombina en trombina. Luego ac-
tian los factores I y XIII formando, como resultado, un codgulo de fi-
brina estable.
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Como se puede observar, ambos sistemas culminan en la formacién de
un coadgulo de fibrina y tienen una via comdn a partir de la activacién
del factor X (Ver esquema).

El proceso de la coagulacién también puede ser dividido en tres etapas:

1.- Generaciéon de tromboplastina plasmatica. En el sistema intrin-
seco incluye desde la activacion del factor XII hasta la activa-
cion del factor X. En el sistema extrinseco consiste en la acti-
vacion del factor X partiendo de la accién de la tromboplastina
tisular.

2.- Formacién de trombina a partir de la protrombina.

3.- Formacién de fibrina a partir del fibrinégeno.
Es importante sefalar que en el sistema extrinseco se requieren, apro-
ximadamente, 20 segundos para coagular, mientras en el sistema intrin-

seco se necesitan de 2 a 3 minutos para la formaciéon de trombina.

Factores de Coagulacion

Los factores de coagulacién pueden ser divididos en tres grupos funcio-
nales, basados en sus propiedades.

1.- Grupo fibrindgeno o Grupo sensible a la trombina: estos son I, V,
VIII y XIII. Se consumen durante el proceso de coagulacién,
por lo que estan presentes en el plasma y ausentes en el suero.
Los factores Vy VIII son susceptibles a la desmaturalizacién.
La vitamina K no es necesaria para la sintesis de los factores
que pertenecen a este grupo. Se ha observado aumento en las
concentraciones de estos factores en las respuestas inflamato-
rias y en el embarazo. Estos se producen en el higado, aunque
el factor VIII puede ser producido en varios sitios, incluyendo
al mismo higado, y el factor XIII talvez sea producido por éste
érgano.

2.- Grupo protrombina o grupo dependiente de la vitamina K: éstos
son II, VII, IX y X. Se producen en el higado, para lo cual es
necesario la vitamina K. Las drogas que contienen cumarina
inhiben la vitamina K, lo que causa disminucién de estos fac-
tores. Se preservan bien en plasma almacenado. Los factores
VII, IX y X no se consumen en la coagulacién, por lo que estin
Dresentes en suero.
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3.- El grupo de contacto: incluye los factores XI y XII los cuales no

dependen de la vitamina K y no se consumen durante el pro-

ceso de coagulacion. Estos se producen en el higado, aunque el
sitio donde se produce el factor XII no se conoce.

Procedimientos de Coagulacién

Para que las pruebas de coagulacién arrojen resultados confiables y
exactos es necesario observar los siguientes requisitos:

1.-

El punto final de muchas pruebas de coagulacién es la forma-
cion de un pequeno coiagulo de fibrina, por esto, un drea ilu-
minada es muy importante, con un contraste negro, para facili-
tar la lectura.

La cristaleria debe estar escrupulosamente limpia y libre de
polvo y ralladuras. Dentro de las posibilidades, se prefieren
descartables. Los residuos de detergentes tienden a dejar una
pelicula en las paredes, que provoca alargamiento de la forma-
cion del coagulo.

.- Las pipetas usadas deben tener punta ancha para facilitar el

rapido pipeteo.

Muchos estudios de coagulaciéon son llevados a cabo a 37°C,
por lo que debe esperarse que las muestras alcancen la tempe-
ratura. Un sobrecalentamiento o prolongado a 37°C pueden
destruir algunos factores y prolongar el tiempo de coagulacién
debido al deterioro, principalmente, del factor V.

La exacta proporcién de anticoagulantes es muy importante, el
citrato de sodio a 3.8%, por su habilidad para preservar los
factores II y VIII, es usualmente el de eleccién.

La venipuntura debe ser muy buena, evitando trauma excesivo,
ya que la contaminacién de la sangre con tromboplastina tisu-
lar traeria como consecuencia resultados erroneos.

La medida del tiempo debe ser exacta. Muchos de los procedi-
mientos ocurren en 1/10 de segundo, por lo que el tiempo de
inicio y de detener el cronémetro debe ser muy preciso.
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8.- Nunca debe usarse plasma hemolizado para estudios de coagu-
lacién ya que tienden a dar tiempos de coagulacién acortados.

9.- Las muestras deben ser centrifugadas tan pronto sea posible y
descartado el plasma; esto debe hacerse dentro de los 30 minu-
tos iniciales. El plasma, como regla general, debe ponerse en
hielo y la prueba realizarse prontamente.

10.- Usar un control normal de plasma.

11.- Chequear antes de centrifugar con aplicadores de madera para
asegurar que no existen coagulos.

12.- No usar superficies heparinizadas ya que la heparina inhibe la
formacién de trombina y provoca tiempos de coagulacién muy

alargados.

Tiempo de Sangria

Es una medida de hemostasis y coagulaciéon. Depende de la eficiencia
del liquido tisular en la aceleracién del proceso de coagulacién, la fun-
cién capilar y plaquetas. Especialmente las plaquetas: el namero de pla-
quetas sanguineas presentes y su habilidad para formar un tapén pla-
quetario. Los tiempos de sangria prolongados generalmente se encuen-
tran en conteos de plaquetas por debajo de 50,000/mm® y cuando hay
disfuncién plaquetaria como el caso de la enfermedad de Von Wille-
brand. Hay ires métodos: Método de Duke, Método de Mielke y el Mé-
todo de Ivy, que es el de eleccién.

React_ivos y Equipos

Esfignomanémetro, lanceta estéril decartable, capaz de hacer una herida
de 1mm de largo y 3mm de espesor, cronémetro, papel de filtro, alcohol,
gasa y algodén.

Principio

Dos punciones estandarizadas en el antebrazo y el tiempo reqﬁerido pa-
ra realizar el sangrado es registrado.
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Procedimiento

1.-Ponga el esfignomanémetro en el brazo del paciente por encima
del codo. Aumente la presién hasta 40mm de mercurio y fijelo
para todo el procedimiento.

2.-Limpie el drea del antebrazo con alcohol y deje secar.

3.-Escoja el area, aproximadamente de 3 dedos por debajo del
pliegue del codo. Agarre el brazo fuertemente. Haga dos (2) he-
ridas estindares (3mm de profundidad) evitando venas subcu-
taneas. Ponga en marcha el cronémetro tan pronto sangre una:
de las heridas.

4.-Seque la sangre de las heridas ¢/30 segs. El papel de filtro no
debe tocar la piel en ningian momento.

3.-Cuando el sangrado cese, detenga el cronémetro y quite la pre-
sion.

6.-Registre el tiempo de sangrado y reporte el resultado.

El método de Ivy tiene un rango normal de 1 a 7 mins. y un sangrado de
7 a 11 mins. es considerado como el limite superior. Si un sangrado
continda mas de 15 mins., se debe detener el procedimiento. Debe repe-
tirse en el otro brazo. Si ocurre igual, se reporta “Mayor de 15 mins.”; si
es menor de 1 min. O mayor de 6 mins. también debe repetirse. Muchas
veces las irregularidades se deben a la no estandarizacién de las heri-
das.

Método de Duke

Se escoge el I6bulo de la oreja y se hace una herida con una lanceta esté-
ril y se registra el tiempo de sangrado.

El tiempo de sangrado normal por el método de Duke es de 1 a 3 mins. y
de 3 a 6 mins. se considera el limite superior.

Método de Mielke

Es el Ivy estandarizado con 1 mm de profundidad y el tiempo de san-
grado normal por el método de Mielke es de 3.5 a 10 mins..
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Significado Clinico

El tiempo de sangria estd incrementado en:

1) Cualquier desordem vascular, como la parpura alérgica y la
parpura simple.

2) Cualquier desorden plaquetario (trombocitopenias) y cualquier
desorden cualitativo de las plaquetas, como la enfermedad de
Von Willebrand y la enfermedad de Glanzmann.

3) Coagulacion intravascular diseminada.

4) Afibrinogenemia congénita (50% de los casos).

Tiempo de coagulacion de sangre total

Tedéricamente se miden todas las etapas de coagulacién en el sistema
intrinseco. Su uso como prueba de rastreo es limitada. En esta prueba
de coagulacion, la mayor parte del tiempo es consumido en la produc-
cion del activador de protrombina (tromboplastina plasmatica), requie-
re algunos segundos para convertir protrombina a trombina y fibriné-
geno a fibrina, por esto, deficiencias moderadas de las etapas 2 y 3 de la
coagulaciéon no significardn que el tiempo de coagulacion se prolongue,
solo es influenciado, principalmente, por defectos en la etapa 1 del pro-
ceso de coagulacién. '

Significado Clinico

El tiempo de coagulacién estard aumentado en:

1) Hemofilia A

2) Hemofilia B

3) Estados fibrinoliticos severos

4) Afibrinogenemia

5) Anticoagulantes circulantes (inhibidores)

Es usado como monitor de la terapia con heparina, usado en el trata-
miento de desérdenes tromboembolicos.

Método Lee y White

Reactivos y equipos:
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B Bano de agua a 37°C
B Tubos de 12 x 75mm
B Cronometro
B Jeringuillas

Muestra
B Sangre fresca, 4ml
Principio
El tiempo de coagulacion de la sangre total es el tiempo requerido para
que una cantidad fija de sangre se coagule “In Vitro”, bajo ciertas con-

diciones especificas, mide la actividad de los procoagulantes.

Procedimiento

1) Marcar 3 tubos de 12 x 75mm #1, #2 y #3.

2) Realizar una extraccion aséptica y sacar 4ml de sangre. Active
el cronémetro tan pronto la sangre entre a la jeringuilla (si es
de vidrio).

3) Una vez extraida la sangre, quite la aguja a la jeringuilla y pon-
ga lml de sangre en el tubo #3, luego en el #2 y por dltimo en el
tubo #1. Si ha utilizado jeringuilla plastica, active el cronome-
tro al colocar la sangre en el tubo #3.

El mililitro de sangre restante debe ser descartado.

4) Coloque los tres tubos a 37°C.

5) Luego de, exactamente, 5 minutos, mueva el tubo #1 suavemen-
te. Repita este procedimiento cada 30 segs., hasta que el tubo
#1 se pueda invertir sin que se derrame el contenido, es decir,
hasta que la sangre que contiene haya coagulado completamen-
te.

6) 30 segundos después que la sangre del tubo #1 ha coagulado
incline suavemente el tubo #2 cada 30 segundos hasta que se
coagule su contenido. Luego repita este procedimiento com el
tubo #3, hasta que la sangre que contiene se coagule, detenga el
cronémetro inmediatamente.
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7) Como la manipulacién y agitacién aceleran el proceso de coagu-
laciénm, el tiempo de coagulacién de sangre total, es decir, el re-
sultado de la prueba, queda determinado por el tiempo que tar-
de en coagularse el tubo #3. Este tubo es en el que se coloca la
‘sangre primero y se activa el cronémetro, es el que pasa mas
tiempo en reposo, por lo tanto es el que estd menos afectado
por la manipulacion.

Es muy importante colocar Iml exacto, ya que cantidades mayores pro-
longan y menos de Iml acortan el tiempo de coagulacién.

Muestras hemolizadas acortan el tiempo a causa de la tromboplastina
tisular, igualmente agitaciéon innecesaria.

Temperatura por debajo de 37°C retarda el tiempo de coagulacion.
Se sugiere que uno de los tubos quede a 37°C para chequear, después de
2 y 4 horas, para la retraccion del coagulo. También puede dejarse toda

la noche y chequearse, al otro dia, una lisis anormal del coagulo.

Los valores normales van de 5 a 15 minutos.
‘Hay otros métodos en desuso como la técnica de portaobjetos para ob-
servar el hilo de fibrina y la técnica del capilar sin anticoagulante con el

mismo fin.

Significado Clinico

El tiempo de coagulacién estard aumentado en: hemofilia severa, estado
fibrinolitico severo, afibrinogenemia, hemofilia A, hemofilia B.

-

Tiempo de protrombina

Esta prueba de coagulacién es muy usada como procedimiento de elec-
cion para deficiencias de los factores II, V, VIl y X envueltos en el me-
canismo extrinseco. Puede ser utilizado para seguir el curso de la tera-
pia con anticoagulantes en pacientes que estin recibiendo drogas cuma-
rinas, las cuales inhiben los factores II, VII, IX y X.

Método de Quick: Tiempo de protrombina en una etapa

Reactivos y equipos
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Bano a 37°C

Mezcla de cloruro de calcio y tromboplastina
Plasma control normal

Tubos de 12 x 75mam

Pipetas de 0.2ml y 0.1ml

Muestra

Sangre colectada con citrato de sodio al 3.8%. Luego de centrifugada a
2,500 r.p.m. durante 10 mins. (la proporcién de sangre: citrato es de
9:1). Se separa el plasma de las células y se coloca en la nevera o en
agua con hielo.

Fundamento

El calcio de la sangre total del paciente se une al citrato de sodio, evi-
tando la coagulacién. La tromboplastina tisular a la que se ha anadido
calcio se mezcla con el plasma y se anota el tiempo que el plasma tarda
en coagular.

Procedimiento

1) Para cada paciente o control, mcube 0.7ml de tromboplastina a
37°C, entre 5 a 10 mins..

2) En otro tubo de 12 x 75mm incube 0.1ml de plasma a 37°C du-
rante 1 2 2 mins..

3) Pasado el tiempo de la incubacién, agregue 0.2ml de trombo-
plastina al tubo que contiene 0.1ml de plasma, simultineamen-
te ponga a caminar el cronémetro.

4) Mezcle la muestra e inmediatamente saque el tubo del baifno y
mueva el tubo hasta que se observen los hilos de fibrina, en ese
momento detenga el cronémetro.

Hagase la prueba en triplicado y se reporta el promedio.
Valor normal = 11 a 15 segs.
Diferencia entre triplicado = 0.5 segs.

Significado Clinico

El tiempo de protrombina estard aumentado en:
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1) Enfermedades hepaticas como la hepatitis
2) Deficiencia de vitamina K

3) Deficiencia de factores V, II, VII y X.

4) En la coagulacién intravascular diseminada
5) En terapias con drogas cumarinas

6) Inhibidores.

Tiempo de tromboplastina parcial activada (APTT)

Esta es una prueba sencilla muy usada como procedimiento de rutina en
des6rdenes de coagulacion. Mide los factores de coagulaciéon que inter-
vienen en el sistema intrinseco, exceptuando el factor XIII y las plaque-
tas, ya que uno de los reactivos es un sustituto de las plaquetas.

Significado Clinico

El tiempo estara aumentado en:

1) Hemofilia A

2) Hemofilia B

3) Deficiencia factores XII y XI

4) La coagulacién vascular diseminada

5) Enfermedades hepaticas como la cirrosis y la hepatitis
6) Deficiencia de vitamina K

~*Reactivos y Equipos

Bano a 37°C

Tubos de ensayo de 12 x 75mm
Cronémetro

Cloruro de calcio 0.025 m
Tromboplastina parcial activada
Plasma control normal

Pipetas 0.2ml

Muestra

Sangre colectada con citrato de sodio al 3.8%, la proporcién san-
gre: anticoagulante es de 9:1. Luego se centrifuga a 2,500 r.p.m., durante
10 mins.. Se separa el plasma de las células y se coloca en la nevera o en
agua con hielo.
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Fundamento

El calcio de la sangre total se une con el anticoagulante para prevenir la
coagulacion. Luego de la centrifugacién, el plasma contiene todos los
factores del sistema intrinseco de la coagulacién, excepto el calcio y las
plaquetas.

Se anade al plasma calcio, un fosfolipido (sustituto de las plaquetas) y
tromboplastina parcial activada. El tiempo requerido para que el plas-
ma se coagule es el tiempo de tromboplastina parcial activada.

Procedimiento

1) Incube de 5 a 10 mins. 0.7ml de cloruro de calcio por cada pa-
ciente o control en un tubo 12 x 75mm y déjele la pipeta dentro
del tubo.

2) En otro tubo mezcle 0.1ml de plasma con 0.1ml de trombofax o
la casa comercial que se esté usando, e incube de 3 a 5 min..

3) Pasado el tiempo de incubacién afada 0.1ml de cloruro de cal-
cio a la mezcla de trombofax-plasma y active el cronémetro.
Mezcle el contenido y deje 20 segs. a 37°C.

4) Saque del bano y mueva hasta observar la formacién de los hi-
los de fibrina y detenga el cronémetro.

Hagase la prueba en triplicado y se reporta el promedio.
Valor Normal = de 35 a 45 segs.
Diferencia entre triplicado = 1.5 segs.

Conteo de plaquetas

Las plaquetas mantienen la integridad capilar. En ausencia de las pla-
quetas los glébulos rojos sangrarin a través de las paredes de los vasos
en gran namero. Por esto las plaquetas juegan un papel mayor en el
proceso hemostisico. Dentro de los dos primeros segundos después de
la herida del vaso, las plaquetas se ponen en contacto y se adhieren al
tejido danado. El ADP que liberan las plaquetas y el tejido danado causa
que éstas se peguen unas a otras (In vivo: cohesién, In vitro: agregacion
plaquetaria) hasta que el sitio del dano es sellado.

El conteo de plaquetas es de mucha ayuda en el diagnéstico de los de-
s6rdenes de coagulacion.
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Los valores normales varian de 150,000-400,000 por mm® de sangre. Un
aumento en el conteo de plaquetas es llamado trombocitosis y se puede
observar en: policitemia vera, trombocitemia idiopatica, leucemia mie-
logena crémica y deficiencia de hierro y luego de esplenectomia. Trom-
bocitopénica es la disminucién en el nidmero de plaquetas y ocurre en:
purpura trombocitopénica, anemia apldstica, leucemias agudas, enfer-
medad de Gaucher, anemia megalobldstica como la anemia perniciosa y,
en algunos casos la coagulacién intravascular diseminada, luego de
quimioterapia y radioterapia. Cuando hay marcada trombocitopenia
hay una retracciéon del codgulo pobre y un tiempo de sangria prolonga-
do.

Las plaquetas son dificiles de contar porque son pequenas, se desinte-
gran facilmente, son dificiles de distinguir del sucio, se unen unas a
otras (agregacion) y se adhieren a cuerpos extranos (adhesividad).

Hay métodos manuales en los que se hacen diluciones de la sangre y se
cuentan en la cimara de Neubawer. Entre estos métodos tenemos el de
Camco y el de Rees y Ecker. También hay métodos automadticos.

El conteo de plaquetas también es wtil para seguir la evolucién de la
leucemia, anemia apldstica y otros procesos relacionados a insuficiencia

de la médula 6sea.

Otrag pruebas de coagulacion

Retraccion del codgulo, lisis del codgulo, tiempo de recalcificacion del
plasma, tiempo de trombina, titulo de fibrinégeno, prueba de consumo
de protrombina, prueba de sustituciéom, tiempos de protrombina y
tromboplastina parcial, prueba del tormiquete (fragilidad capilar),
prueba del sulfato de protamina (mide presencia de monémeros de fi-
brina en el plasma) ayuda al diagnéstico de CID, la prueba de la gelati-
nizacién del etanol y pruebas que miden los productos de la degrada-
cion de la fibrina.
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PRACTICA # 8

DETERMINACION DE GLICEMIA

OBJETIVOS GENERALES:

Determinacion de glicemia: Método de Folin-
Wu, Somoggy-Nelson, Ferricianuro, Dubowslky.
Curva de tolerancia, glucosa post-prandial y glu-
cosa en orina.

Especificar el valor diagnéstico genmeral de la
prueba de la glicemia.

Formular los diferentes fundamentos de la prue-
ba de glicemia y comparar los mismos.

Participar activamente en la discusién de crite-
rios luego de leer la literatura correspondiente.

Realizar la prueba de glicemia e interpretar los
resultados.

Mantener y organizar el equipo utilizado en
condiciones dptimas.

Determinar el uso apropiado de la determina-
cién de glicemia en la situacién clinica.
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PRACTICA # 8

Determinacion de Glicemia

Los carbohidratos en el humano son la fuente principal de energia,
siendo la glucosa el mas cuantioso en concentracién en los tejidos cor-
porales y el mas utilizado. Existe un mecanismo glandular que, predo-
minantemente, estd regido por el pancreas, el cual regula el nivel san-
guineo de glucosa, siendo la insulina la hormona mds activa en este
proceso. Esta actividad consiste, de manera primordial, en promover la
transformacién de la glucosa ingerida con los alimentos en glucégeno
para ser almacenado en forma de glucégeno en el higado y los miisculos.
Por eso la insulina puede llamarse hormona hipoglucemiante, los tras-
tornos pancreaticos que tienen como consecuencia la formacién insufi-
ciente de insulina o formacion de una insulina deficiente (en cantidades
suficientes, pero incapaces de funcionar) trae como consecuencia la en-
fermedad conocida como diabetes, en la cual el paciente que la sufre
presenta niveles sanguineos de glucosa elevados con relacién a lo nor-
mal y escaso o ningdn almacenamiento de glucégeno.

Existen otras hormonas como glucagén y cortisol que son llamadas
“Hormonas diabetégenos” o “Hiperglucemiantes” porque promueven la
elevaciéon del nivel sanguineo de glucosa.

Niveles normales de glucosa en sangre completa y suero

La concentraciéon normal de glucosa en sangre completa, determinada
por métodos, varia de 60 a 110 mg/dl.

Hacemos la salvedad de que cuando se emplean métodos no especificos,
como son el de Folin-Wu y el de Ferricianuro alcalino, basados en el po-
der reductor de la glucosa, interfieren en la determinacién otras sustan-
cias reductoras presentes normalmente en la sangre como son: creatimni-
na, dcido rico, vitamina C y otras, dando resultados ligeramente mas
elevados que lo real.

Es por esto que hablamos de glucosa verdadera, aquella determinada
por métodos especificos con valores normales de 70 a 110 mg/dl, y glu-
cosa no verdadera, determinada por reacciones no especificas, adonde
se suma la reaccién cromogénica de los sacaroides mencionados en el
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parrafo anterior. Los valores normales para glucosa no verdadera son
de 80 a 120 mg/dl.

Hoy dia la tendencia en el laboratorio es de usar determinaciones que
midan glucosa verdadera. Ademas de ser mas especificos, la técnica es
mas sencilla, disminuyendo asi el % de error inevitable en técnicas muy
laboriosas.

Estabilidad de la glucosa en sangre completa y suero

Cuando se extrae sangre, se deja coagular y se deja sin centrifugar a
temperatura ambiente, la disminuciéon media de glucosa en suero es
aproximadamente de 7% en una hora. En suero separado sin hemolizar,
la concentracion de glucosa es, en general, estable hasta durante 8 ho-
ras a 25°C y hasta 72 horas a 4°C. Durante periodos de almacenamiento
mas largos se observa estabilidad vaxiable, relacionada con contamina-
cién bacteriana. El plasma separado de las células, después de modera-
da centrifugacién, contiene leucocitos que también metabolizan glucosa.
El plasma exento de células no muestra actividad glucolitica. De estos
datos se deduce que las determinaciones de glucosa en sangre completa
habran de efectuarse con prontitud después de la recogida de la mues-
tra. Plasma o suero sin preservativos habra de separarse de las células o
codgulo dentro de una media hora después de extraida la sangre si han
de obtenerse de modo comsecuente valores de glucosa dentro de 10
mg/dl del valor original.

Se puede prevenir la glicélisis y est:bilizar la glucosa hasta 24 horas a
temperatura ambiente, tomando la muestra con fluoruro de sodio y oxa-
lato de potasio. Puede analizarse sangre completa o plasma. El ién fluo-
ruro inhibe la actividad de la ureasa, por consiguiente, las muestras asi
tratadas seran inadecuadas para determinaciones de urea por métodos
que requieran ureasa.

METODOLOGIA PARA DETERMINAR GLUCOSA EN SANGRE COM-
PLETA Y/O SUERO

M¢étodos que determinan glucoca NO verdaderd. (Hoy dia estin en desuso)

Método de Folin-Wu
Muy utilizado antiguamente. Es un método indirecto, ya que hay que
realizar un filtrado libre de proteinas previamente.
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El fundamento del método estd basado en la reduccién dl cobre ién ci-
prico a cuproso en medio alcalino y caliente con un cambio de colora-
cién de azul intenso a rojo.

Luego el 6xido cuproso a su vez reduce las sales de molibdeno (dcido
molibdico) a 6xidos de molibdeno que son de color azul y colorimétri-
camente medibles.

Valores normales = 80 - 120 mg/dl

Método de Ferricianuro alcalino

Se basa en que la glucosa reduce el i6n Ferricianuro (de color amarillo)
a ferrocianuro (incoloro) en medio alcalino y caliente.

La disminucién de la intensidad del color es directamente proporcional
a la concentraciéon de glucosa en la muestra; por lo que se denomina co-
lorimetria inversa. La colorimetria inversa es poco sensible para niveles
bajos de glucosa.

Este método es directo y mide glucosa no verdadera.

Valores normales = 80 - 120 mg/dl

Métodos que determinan glucosa verdadera

Método de Somoggy-Nelson _

Es un método indirecto ya que utiliza un filtrado libre de proteinas
(FLP) con hidréxido de Bario (Ba (OH),) y sulfato de Zinc (Zn SO,). A
diferencia del método de Folin-Wu, este método mide glucosa verdadera
porque el sulfato de Bario (Ba SO,) formado, al precipitar, absorbe las
sacaroides evitando asi la interferencia ulterior de éstos en la reaccién
final.

Este método ya estd en desuso ya que ha’'sido reemplazado por métodos
mas sencillos y mas especificos como es el de glucosa oxidasa el cual ve-
remos mas adelante.

Valores normales = 70 - 110 mg/dl

Método de Dubowsky

Se basa en que la glucosa en medio acético y caliente reacciona con
aminas aromadaticas para producir glicosilaminas. Este método emplea
como amina la O-toluidina formdndose una glicosilamina color verde
directamente proporcional a la concentraciéon de glucosa presente y co-
lorimétricamente medible a 630nm.

A pesar de ser un método relativamente sencillo y muy especifico, esta
cayendo en desuso ya que la O-toluidina es carcinogénica.
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Valores normales = 70 - 110 mg/dl

Método de glucosa-oxidasa

Este método se fundamenta en que la glucosa es oxidada enzimdtica-
mente por la glucosa oxidasa formdndose dcido glucénico y agua oxige-
nada.

En presencia de una peroxidasa se libera oxigeno del H,0,, el cual serd
aceptado por un aceptor de O, como es el caso de la O-dianisidina que
al oxidarse toma un color rosado en pH dcido y amarillo en pH alcalino.
Este método es muy sencillo, altamente especifico y utiliza voldamenes
de suero pequeiios; lo cual le ha hecho de uso muy popular hoy dia.

Método de glicemia enzimdtica (Wiener)

La glucosa es oxidada enzimaticamente por la glucosa-oxidasa (GOI1)-
BD-glucosa-oxigeno l-dcidorreductasa, EC1.1.3.4) a dcido glucénico y
agua oxigenada; el H,0, en presencia de peroxidasa (POD, donador hi-
drégeno-peréxido-6xidorreductasa; EC 1.11.1.7) produce la copulacién
oxidativa del fenol con la 4 aminofenazona (4-AF), dando lugar a la

formacién de un cromégeno rojo-cereza, con un miximo de absorcién a
505 nm.

Pruchas de tolerancia a la glucosa

Los pacientes de diabetes leve o controlada por la dieta pueden tener en
ayunas niveles de glucosa en sangre que estin dentro del intervalo
normal, pero, sin embargo, no poder producir suficiente insulina para
metabolizar pronto los carbohidratos ingeridos. Como resultado de ello,
la concentracién de glucosa en sangre en estos pacientes sube a niveles
anormales altos y se retarda el retorno al valor normal. Dicho de otro
modo, el paciente tiene menor tolerancia para glucosa.

Por ello, las pruebas de tolerancia a la glucosa son de mixima ayuda
para establecer un diagndstico de un caso de diabetes leve.

Cuando se administra por via bucal una dosis estindar de 100 gr. de
glucosa, ocurre absorcion riapidamente y aumenta la concentracion de
glucosa en sangre. Esto estimula al pincreas a producir mas insulina,
con el resultado de que, después de 30 a 60 minutos, el nivel de glucosa
en sangre empieza a aumentar. Como en ese momento existe mas insu-
lina de la necesaria, la glucosa en sangre tiende a bajar por debajo del
nivel en ayunas al transcurrir de 1 a 2 horas, para volver a niveles nor-
males aproximadamente hacia las 3 horas. En la figura #18 se muestra
la respuesta a glucosa en varias condiciones. Los valores se refieren a
concentraciones de glucosa en suero o plasma. Como antes se menciond
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estos valores son aproximadamente 12% mas altos que los niveles de
glucosa verdadera en sangre completa.

En una respuesta normal, el nivel de glucosa en sangre en ayunas estd
dentro de limites normales; la concentracién pico se alcanza hacia los
30 a 60 minutos y no pasa de 170mg/100ml; y el nivel de glucosa a las 2
horas desciende por debajo de 120mg/100ml. Los valores correspon-
dientes a glucosa verdadera en sangre completa son 100 y 110mg/100ml.

El paciente ha de someterse a una dieta que contenga de 1.75 gr. de car-
bohidrato por kg. de peso del cuerpo, durante 3 dias antes de someterse
a una prueba de tolerancia a glucosa. Si antes de procederse a la prueba
la ingestién de carbohidratos ha sido demasiado baja, podria obtenerse
una curva falsa de tipo diabético.

Prueba de tolerancia a glucosa por via bucal

La prueba suele efectuarse en la mafana temprano. El paciente no debe-
ra haber comido después de la cena del dia antes de la prueba aunque
podra beber agua. El paciente permanecera en reposo durante la prueba
y se abstendra de fumar y de comer. Se obtiene una muestra de sangre y
una muestra de orina en ayunas. A los adultos se les administra una so-
lucién de 100 gr. de glucosa; para nifnos, es satisfactoria la administra-
cion de 1.1 gr. de glucosa por kilogramo de peso del cuerpo. Se dispone
de varios preparados comerciales; en otro caso, se disuelven 100grs de
glucosa en 200mli de agua, aproximadamente, y se da sabor a la solucién
con jugo de limon.

Se recogen muesiras de sangre al transcurrir %2, 1, 2, 3, 4 y 5 horas des-
pués de la ingestiéon de glucosa. Se recogen al mismo tiempo muestras
de orina, que se analizan para determinar glucosa semicuantitativamen-
te. Lo normal serd que estas muestras de reacciéon megativa. El nivel de
glucosa en plasma, con el cual aparece glucosa en la orina, se llama el
umbral renal y es aproximadamente de 180mg/100ml. Algunos indivi-
duos exhiben umbrales renales mas bajos y eliminan glucosa en la orina
aan cuando la curva de tolerancia de glucosa sea mormal. Aunque ello
pudiera no guardar ninguna relacién con cualquier condicién patolégi-
ca, aproximadamente un terciv de estos individuos se vuelven diabéti-
cos finalmente.

Una prueba de 3 horas es de ordinario suficiente para la evaluacién ru-
tinaria de diabetes. Si se sospecha hipoglucemia, se toman mis mues-
tras, a las 4 y 5 horas. Los pacientes con insuficiencia adrenal o con tu-
mores en las células de los islotes del pancreas suelen tener niveles ba-
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jos de glucosa en sangre en ayunas. La respuesta a la prueba de toleran-
cia a glucosa podria aparecer normal durante las primeras 3 horas y, sin
embargo, continuar bajando los valores durante la cuarta y quinta ho-
ras. Algunos pacientes con diabetes latente muestran también hipoglu-

cemia durante este periodo, probablemente asociada con secrecién re-
tardada de insulina.

Prueba de tolerancia a glucosa por via intravenosa

La mala absorcién de glucosa administrada por via bucal puede dar
como resultado una curva de tolerancia “plana”. En este caso, se puede
administrar la glucosa por via intravenosa; la preparacién del paciente
es exactamente la misma que para la prueba por via bucal. Se obtiene
una muestra de sangre y una muestra de orina en ayunas. A continua-
cién, el médico inyecta por via intravenosa una solucién de glucosa al
50% (p/v). La dosis recomendada es de 0.333grs de glucosa por Kg. de
peso del cuerpo. Un método sencillo para determinar la cantidad de
glucosa al 50% que debera ser inyectada es dividir el peso del paciente
en kilogramos por 1.5. Por ejemplo, 75Kg/1.5 = 50ml. No habrian de in-
yectarse en este caso mas de 50ml, se recogen muestras de sangre y de
orina en periodos de ', 1, 2 y 3 horas, como para la prueba por via bu-
cal. La interpretacion es similar, salvo que el valor pico de glucosa en
sangre ocurre con la muestra tomada a la 'z hora y tiene poca importan-
cia numérica. Ver figura #18.

Glucosa a las 2 horas de estado post-prandial :

Como la muestra tomada a las 2 horas en una prueba de tolerancia a
glucosa tiene la maxima importancia en la evaluaciéon de diabetes, se
puede abreviar la prueba para fines eliminatorios a una sola determina-
cion. El paciente consume su desayuno, almuerzo, o la solucién de glu-
cosa, con un contenido de 100gr. de carbohidratos. Dos horas después
de la comida, se le extrae sangre para una determinacién de glucosa.
Habra que instruir al paciente para que ingiera la cantidad especificada
de carbohidratos y para que permanezca en reposo durante un periodo
de 2 horas después de la comida. Ahora muchos médicos piden deter-
minaciones de glucosa a las 2 horas de estado post-prandial, como cosa
rutinaria, en vez de niveles de glucosa en ayunas, como guia para la
administracién del requerimiento de insulina. En las condiciones usua-
les de hospital, a menudo es dificil, sin embargo, controlar el intervalo
de 2 horas con mucha exactitud, pues podria empezar a medirse el
tiempo al comienzo, hacia la mitad o al final de la comida de prueba.
Para asegurar la unifermidad de la ingestién de carbohidrates y el cro-
nometraje €xacto, se recomienda; usaz los ¥@0gr. de glucosa en solucién
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rutinariamente como comida de prueba para la determinacién de gluco-
sa en sangre post-prandial.

La interpretacion, al igual que con las otras determinaciones de glucosa,
varia con el método y depende de si se usa para el anilisis sangre com-
pleta o plasma. En general, las concentraciones la glucosa en plasma o
suero a las 2 horas de estado post-prandial han de ser menos de
120mg/100ml; la glucosa verdadera en sangre completa ha de tener una
concentracion menor de 110mg/100ml. (Ver figura #18).

mg/100ml 200 __
180 |
160 |
140 ¢ 1) Diabetes
120 |
100 |
80 2) Curva Plana
e 3) Normal
60 | 4) Tumor en los islotes de Langerhans
40 | /
2071’
0 | | | | | |
0 Y2 1 2 3 4 S‘ horas

Figura #18



Técmica:
En cuatro tubos marcados:

(B) blanco, (std) standard, (C) control y (M) muestra, distribuir

B std C M
Standard | -- 20pul .= ==
| Control == == 20ul ==
| Muestra == = = 20pl |
Reactivo 2ml 2ml 2ml 2ml
de trabajo

Incubar 10 mins en bano de Maria a 37°C. Retirar del baiio y leer en el
espectrofotémetro a 505nm o en fotocolorimetro con filtro verde (490-
530nm) lievando a cero el aparato con el blanco. El color es estable 60
mins.. Pueden variarse las cantidades de muestra control y standard y
de reactivo de acuerdo con el aparato de lectura utilizado. Determinar el
factor de cdlculo segin la relacién seleccionada.

Calculos:
D.O. = Densidad Sptica o Absorbancia
1)

[M] = D.O. del desconocido X concentracién del std = mg/dl
D.O. del std

2) Factor
glucosa mg/dl = D x F

F = 100 mg/dl - concentracion del std.
std - absorbancia del std.

De donde:

D.O. = densidad éptica = absorbancia
mg/dl = miligramos por decilitro

D = absorbancia de los desconocidos

F = Factor

B [z concentraciéon del std es de 100 mo/dl



Valores de referencia:

Suero o plasma : 70
Sangre total : 60
Liquido Céfalo- : 40

raquideo

89 -

110 mg/dl
100 mg/dl

74 mg/dl
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PRACTICA # 9

DETERMINACION DE UREA Y CREATININA

OBJETIVOS GENERALES:

1.- Discutir el valor clinico de la determinacién de
urea y creatinina.

2.- Definir los fundamentos de la prueba de urea y
creatinina.

3.- Observar la realizaciéon de la prueba de urea y
creatinina.

4.- Identificar las situaciones clinicas que alteran
los resultados de urea y cretinina.
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PRACTICA # 9

Determinacion de urea y creatinina

CREATININA:

La creatinina es un compuesto nitrogenado no protéico derivado del
metabolismo de los aminoacidos.

La determinacién de creatinina sérica es el mejor procedimiento para
establecer el diagnéstico de enfermedad renal, ya que todo aumento de-
finido de la misma implica siempre un considerable desmedro de la fil-
tracion glomerular. Por ser de origen endégeno es mis dependiente en
la funcién renal que la urea sanguinea, cuyo nivel, por depender de mu-
chos factores, puede ser normal, o ain bajo, en casos de insuficiencia
renal. El nivel sérico y la excreciéon urinaria de creatinina son muy cons-
tantes y, a diferencia de la urea, mno son influenciados por el volumen
urinario ni la dieta.

Alteraciones Patoldgicas de los Valores de Creatinina

1) Nefritis Cronica: El aumento de creatinina sérica es de prondstico se-
rio, dado que el dafno renal es, probablemente, irreversible. Valores
superiores a 50mg/ml configuran un cuadro con pocas probabilida-
des de sobrevivir.

2) Nefritis Aguda: En los procesos agudos, los valores hallados pueden
ser tan elevados como 200mg/ml, los que se normalizan si la lesion se
subsana.

3) Obstrucciones Urinarias: Estan asociadas con retencion de creatinina,
y, si el grado de compresion es suficiente, los valores hallados pue-
den estar por encima de 30mg/ml. Una vez eliminada la obstruccién,
los valores retornan a la normalidad.

4) Control Terapéutico: La creatinina es el parametro mas adecuado para
evaluar los efectos de las drogas potencialmente mefrotoxicas. Asi
mismo es de gran importancia como indicador, mas preciso adan que
la urea, para evaluar la efectividad del tratamiento con rifién artifi-
cial o como control en la terapia con antihipertensivos simpatoliti-
cos.
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Depuracién de Creatinina Endégena

La D.C.E. es la prueba mds sensible y sencilla para estudiar la disminu-
cion de la filtracién glomerular, ya que pequenos cambios en la concen-
tracion sanguinea se asocian con grandes alteraciones de la depuracién
renal, siendo la prueba que revela mis precozmente cualquier desorden

de filtracién renal no detectable por otros métodos (urea, prueba de
concentracion, analisis de orina).

La D.C.E. debe determinarse en todos los casos de sospecha, especial-
mente frente a ligeros aumentos de creatinina sérica. Por otra parte, en
casos de insuficiencia renal avanzada, la D.C.E. seriada es la mejor guia
de control y promdstico, ya que el valor va disminuyendo progresiva-
mente con el aumento del dano renal. Valores de D.C.E. menores de
20ml/min son de prondstico fatal. Pacientes con D.C.E. menores de
30ml/min no toleran los antihipertensivos simpatoliticos ( hemameto-
nio ), ni los diuréticos del tipo de la clorotiazida y mercuriales.

D.C.E. = Creatinina en orina gr/24 hrs x 694 ml/min
ml/min Creatinina en suero mg./L

Valores normales de Creatinina:

Suero = 0.8 oo 1.4mg./dl

Orina = 0.9 = 1.5gr/24 hrs

D.C.E. = 80 oo 140mal/min
(Promedio = 125ml/mimn)

Estos valores de D.C.E. corresponden a adultos de hasta 60 afos

Fundamento del Método

La creatinina reacciona con el picrato alcalino en medio tamponado,
previa desproteinizacién con 4cido picrico, obteniéndose un cromégeno.
El uso del dcido picrico como desproteinizante elimina los cromégenos
no creatinina disminuyendo el minimo las interferencias. La reaccion de
color final estd tamponada a su pH 6ptimo sigue la ley de Beer hasta 4
mg./dl hasta 16 mg./dl diluyendo la solucién final (Reaccién de Jaffé).
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Reactivo I : Acido Picrico 41.4 mumol/L
Reactivo II: Buffer Glicina/NaOH/mol/L

Standard : Solucién Estabilizada de Creatinina 20 mg./dl

Técnicas
Desproteinizacién:
A. 0.75 ml de suero agregar 3.75 ml de reactivo I. Mezclar
por inversion. Dejar reposar por 10 min y centrifugar por
5 min.
B. En cuatro tubos fotocolorimetro marcados B (blanco), S
(standard), D (desconocido).
B S D
Sobrenadante 3.00 ml
Standard ‘ 0.50 ml
Agua 1.25 ml 0.75 ml
Reactivo I 1.75 ml 1.75 ml
Reactivo II 0.50 ml 0.50 ml 0.50 ml

Mezclar por Inversiom. Leer entre 20-30 min. en espectrofotémetro a
510 nm. Llevando a cero con el blanco de reactivos.

Calculos

En la técnica se utiliza un standard de creatinina de concentracion co-
nocida y que ha sido sometido al mismo procedimiento colorimétrico de
las muestras de concentraciones desconocidas. Por lo tanto, para los
célculos, podemos utilizar un factor de calibracién que se obtiene de la
siguiente forma:

Factor = Concentracion Std
Absorbancia Std
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Concentracién Desconocida = Factor x Abs Desconocidos

Nitrégeno Uréico

La urea es un compuesto nitrogenado sintetizado en el higado a partir

del amonio que se reduce como resultado de la desaminacién de los
aminodcidos.

El peso molecular de la urea es de 60, la fraccién nitrégeno corresponde
a 28 (dos atomos de N). Conociendo estos datos podemos convertir el
valor de nitrégeno uréico a urea multiplicindolo por 60/28 6 2.14.

O

|
Férmula de urea = H,N — C — NH,

O =16
C=12
N = 28
H=_4
60 peso molecular BUN = 60 = 2.14
o nitrégeno 28

Por mucho tiempo se ha utilizado la dosificaciéon de urea total o de ni-
trégeno uréico como exponente del funcionamiento renal, ya que el de-
terioro de la membrana renal trae, como consecuencia, que ésta pierda
su permeabilidad para algunas sustancias y éstas sean retenidas en la
circulacién sanguinea causando intoxicacién en grados variables en
proporcién con el dano renal. En la mayoria de los casos los médicos
solicitan que, conjuntamente con la prueba de nitrégeno uréico, se rea-
lice la determinacion de creatinina, ya que la determinaciéon simultdnea
de dichos componentes sanguineos parece ser de ayuda al diagndstico
diferencial entre hiperuremia prerenal, renal y postrenal.

El aumento de nitrégeno uréico en sangre puede ser debido a diferentes
causas, entre ellas:

1) Causas prerenales: Disminucisn del contenido de agua debido a pér-
dida en exceso 0 poca ingestién, aumento del catabolismo protéico,
etc..

2) Causas renales: Glomerulonefritis aguda, nefritis crémica, nmecrosis
tubular, etc..
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3) Causas postrenales: Incluye cualquier tipo de obstruccién del tracto
urinario (piedras, tumores, etc.).

La determinacién de urea sanguinea se puede realizar por varios méto-
dos:

1) Método cromatogrdfico: Se utilizan tiras de papel de filtro impregna-
das de solucién buffer y reactivos que descomponen la urea liberan-
do amonio, protegidos con liminas impermeables que eviten su dete-
rioro (humedad, desecacién, etc.).

2). Método colorimétrico: Es el que se utiliza rutinariamente y se describe
a continuacion:

Fundamento del Método

La ureasa descompone, especificamente, la urea, produciendo diéxido
de carbono y amoniaco, éste reacciona con fenol e hipoclorito en medio
alcalino produciendo azul de indofenol, que es un compuesto de color
azul intenso que es directamente proporcional a la cantidad de urea. Es-
ta reaccion se conoce con el nombre de Berthelot.

Ureasa’ \ CO, + amoniaco fenol \, azul de indofenol
Urea muestra’” hipoclorito 4
en medio alcalino

Reactivos

Ureasa : Solucién estabilizada y tamponada de ureasa de alta po-
tencia. Estable dos anos en heladera.

Reactivo I : Reactivo desecado para preparar solucién 532 mmol/L de
nitroferricianuro de sodio y 0.30 mol/L de etilene-bis-di-
tiocarbamato manganoso. Estable a temperatura am-
biente.

Preparacién : Disolver con agua destilada de acuerdo con las indicacio-
nes de la etiqueta. Mezclar por inversién hasta disolucién
completa. Estable un aifo en heladera, una vez preparado.

Reactivo II: Reactivo concentrado para preparar solucién 36.6 mmol/L
de hipoclorito de sodio y 0.12 mmol/L de p-toluen suldo-
cloramida, en hidréxido de sodio 0.625 mol/L estabiliza-
do. Estable a temperatura ambiente.
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Preparacién : Diluir con agua destilada de acuerdo a las instrucciones

de la etiqueta y mezclar por inversién. Estable un aiio en
heladera, una vez preparado.

Standard Solucién de urea estabilizada. Se procesa igual que la
muestra y equivale a 0.60 gr./L.
Muestra

Emplear suero o plasma obtenido con anticoagulante. No deben em-
plearse anticoagulantes que contengan fluoruros, pues se inhibe la ac-
cion de la ureasa. Hemélisis ligeras o ain moderadas y valores de bili-
rrubina de hasta 400 mg./L no interfieren en los resultados. Hemdlisis
muy intensas pueden producir alteraciones que no sobrepasan el 5%.
Un blanco de suero corrige esta interferencia.

Técnica

En cuatro tubos de fotocolorimetro marcados B (Blanco), S (Standard),
C (Control) y D (Desconocido) colocar una 6 dos gotas de agua y agre-
gar :

B S C D
Standard -- 20pk - =
Control = o 20pl1 --
Suero o Plasma e oo - 20pl
Ureasa 1 gota 1 gota 1 gota 1 gota
Mezclar por agitacién suave e incube 5 min. a 37°C
Reactivo I 1 ml 1 ml 1 ml 1 ml
Reactivo II 1 mal 1 ml 1 ml 1 ml
Mezclar por agitacién suave e incubar 5 min. a 37°C
Agua destilada | 10ml 10ml 10ml 10ml
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Mezclar por inversién y leer en fotocolorimetro con filtro verde o en es-

pectrofotémetro a 540 nm, llevando a cero con el Blanco. El color es es-
table 12 horas.

Calculos

Se calcula un factor de calibracién que se obtiene con la absorbancia y
concentracion del standard [60 mg./dl].

Factor = _[Concentracion del Std.]
Absorbancia del Std.

Urea mg/dl = Absorbancia del desconocido x Factor
Urea mg/dl + 2.14 = Nitrégeno Uréico mg/dl

Valores de Referencia = De 20 a 45 mg/dl
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PRACTICA # 10

PRUEBAS SEGUN DIAGNOSTICO

OBJETIVOS GENERALES:

1.- Conocer otras pruebas de laboratorio de interés
clinico.

2.- Definir los fundamentos de cada umna de las
pruebas senaladas.

3.- Imterpretar el cardcter diagnéstico de cada umna
de las pruebas quimicas segin situacion clinica.

4.- Describir las generalidades de los procedimien-
tos de rutina de Serologia, radicinmunoensayo e
inmunohematologia.

5.- Describir las generalidades de los procedimien-
tos de rutina de parasitologia.
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PRACTICA #10

Pruebas segin Diagnéstico

Indicaciones e Interpretaciones

La exactitud y precisién de los' procedimientos de laboratorio actuales,
requieren, con frecuencia, instrumental automdtico, lo cual reduce el
niamero de técmicas que, todavia, puede llevar a cabo el médico en su
consultorio. Es necesario tener pendiente que los valores normales para
cada prueba dependen del instrumental y de las técnicas empleadas y
cada laboratorio establece sus propias normas.

Quimica Clinica:

Amilasa:

Es dtil para diferenciar la pancreatitis de otras causas de abdomen agu-
do. Se encuentra elevada, ademads, en peritonitis, tilceras pépticas perfo-
radas y otras enfermedades que afectan el pancreas o a los conductos
pancreiticos. Se determina en suero y orina, donde los niveles son ele-
vados, con mas frecuencia, en la evolucién de la pancreatitis y permane-
cen altos durante mas tiempo.

También aparece aumentada en pacientes con ilceras gistricas o duo-
denal perfcrada, obstrucciéon intestinal, obstruccién de conductos bilia-
res y en hipertiroidismo.

Las parotiditis bacterianas y paperas, que producen bloqueo de la secre-
cién de Amilasa salival, se asocian también con elevaciones en los nive-
les de Amilasa sérica. :

Existen dos métodos para cuantificar Amilasa y éstos son:
Sacarogénicos y Amilocldsticos.

Valores de referencia: 20-112 uds/Lt.

Lipasa:
Producida por el pincreas, opera en forma éptima en el lumen del intes-

tino delgado, donde, bajo conciciones de pH ligeramente dcido y en pre-
sencia de bilis, hidroliza loc tr’glicéridos a la posicién 1y3, generando
los monoglicéridos y dcidos grasos libres, que luego son absorbidos por
la mucosa intestinal.

En pacientes con pancreatitis aguda se observa un aumento de la activi-
dad de esta enzima en suero, existiendo un marcado paralelismo con el
aumento de la actividad de Amilasa.
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En estas circumstancias, la determinacién conjunta de la Amilasa y la

Lipasa, resulta mas significativa para evaluar el compromiso pancreati-
co

Valores de referencia: 0-1.0 uds Tietz.

Fosfatasa Acida Total:
Se encuentra presente em casi todos los tejidos del organismo, siendo
particularmente alta la cantidad de estas enzimas en préstata, estéma-
go, higado, misculos, bazo, eritrocitos y plaquetas.
La actividad en suero es normalmente baja, siendo significativas las
contribuciones de las fracciones eritrocitarias y plaquetarias, también
se encuentra aumentada en enfermedades hepaiticas, renales, mieloma
multiple, enfermedad de Gaucher, etc..
Valores de referencia: Hombres - 0.13 - 0.63 uds sigma/ml

Mujeres -> 0.01 - 0.56 uds sigma/ml

Fosfatasa Acida Prostitica (FACP):

Esta enzima se encuentra aumentada en individuos con carcinoma de
prostata, debido al aumento de la isoenzima prostitica, esta elevacién
dependera del estadio de la enfermedad, este aumento serd mas notorio,
cuando existan compromisos de otros tejidos, especialmente dseos
(metastasis).

Valores de referencia: 0.0l - 0.15 uds sigma/ml

Fosfatasa Alcalina:
Esta aumentada en suero en enfermedades del higado y los huesos. El
nivel varia con la edad.
Se eleva en las enfermedades hepaticas, tanto obstructivas como hepa-
tocelulares. Es moderada a marcadamente elevada y la ictericia obstruc-
tiva, cirrosis biliar, hepatitis colangiolitica, oclusiéon de un conducto
hepatico y en las lesiones que ocupan espacio del higado. Es ligera a
moderadamente elevada en la hepatitis viridsica, mononucleosis infec-
ciosa y cirrosis. Se eleva marcadamente en osteoitis deformante, mode-
radamente en raquitismo, osteomalasis, hiperparatiroidismo y en en-
fermedades metastdsicas de los huesos y ligeramente elevada en las
fracturas en proceso de curacién.
Valores de referencia: Ninos - 100 - 250 mUY/ml

Adultos > 68 - 160 mUl/ml

Transaminasa-Glutdmica-Oxalacética (SGOT-AST):

Se eleva en ciertas enfermedades del higado, corazén y de los misculos
del esqueleto y a continuacién del empleo de algunos medicamentos.
Aumenta, en casi todos los pacientes, después de infarto agudo de mio-
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cardio, inicidndose a las 12 horas y retorna a la normalidad 4 a 7 dias
después. Es normal en otras complicaciones cardiacas que no vayan
acompaiadas de necrosis del miisculo cardiaco.

Aumenta en lesiones agudas del higado y también en enfermedades
musculares, lesiones por magullamiento y gangrena del misculo; en la
dermatomiositis y a consecuencia de la ingestién de aspirina, codeina y
cortisona.

Valores de referencia: 9 - 48 uds/Lt.

Transaminasa-Glutdmica-Pirévica (SGPT-ALT):

Su determinacién es muy impoxtante porque revela mas rdpidamente
cualquier patologia del higado, sin atin el paciente tener sintomas clini-
cos.

Valores de referencia: 5 - 49 uds/Lt.

Gamma-Glutamil-Transpeptidasa (GGTP) o Y-Glutamil-Transferasa (Y-
GT):
Es en una enzima de membrana (plasmaitica o reticuloendoplismica)
que estd ampliamente distribuida en el organismo. Los principales 6r-
ganos en los que se encuentra actividad Y-GT son: rifiém, vesiculas se-
minales, pancreas, bazo y cerebro.
Esta enzima se caracteriza por su extrema sensibilidad, puesto que es
influenciada por cualquier factor que afecte a las membranas celulares
de los 6rganos que la contienen.
De tal forma se observa elevacion de la actividad Y-GT sérica en enfer-
medades tales como: neoplasma renal, infarto renal, sindrome nefréti-
co, pancreatitis, cirrosis hepatica, hepatitis viral, etc..
Las pruebas de Y-GT, conjuntamente con las demas pruebas hepaticas,
amplian significativamente el panorama del diagndstico diferencial de
las enfermedades hepiticas primarias y secundarias, formando parte
del hepatograma.
Valores de referencia: Hombres = 1 - 53 uds/Lt

Mujeres - 0 - 41 uds/Lt

Bilirrubina Total y Directa:
La elevacién de bilirrubina directa de mas de 40 mg/dl es indicaciéon

precisa de enfermedad hepatica oculta.

La bilirrubina total del suero e cleva en los estados hemoliticos, lesiones
hepatocelulares, estasis biliar intrahepético y obstruccién post-hepatica
al flujo biliar.

La bilirrubina directa del suero aumenta en la estasis biliar intra-hepa-
tica, lesi6n hepatocelular y obstruccién post-hepética al flujo biliar.

Excreciéon de l2 Bromosulfofataleina (BSP):
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Es dtil cuando otras pruebas de la funcién hepética son normales, pero
no es necesaria cuando el paciente presenta ictericia manifiesta o cuan-
do la lectura de la bilirrubina directa es superior a 20 mg/dl. Muchas
enfermedades extra-hepaticas causan, también, elevacién de la BSP.

Calcio:

La elevada concentracion de calcio es un signo diagnéstico muy impor-
tante en el hiperparatiroidismo primario. Con frecuencia estd aumenta-
do en acidosis, metdstasis 6seas, mieloma muiiltiple, carcoidosis, inmovi-
lizacion prolongada, intoxicacién por vitamina D, leucemia, hipercal-
cemia idiopatica de la infancia y cnfermedad de Addison.

Eésforo: :

Se encuentra en el organismo formando parte de compuestos organicos
(proteinas, carbohidratos, lipidos, dcidos nucleicos, etc.), o como fosfa-
tos inorgamnicos, cumpliendo funciones diversas, tanto en el transporte
de energia, como en la estructura de los tejidos y el mantenimiento del
pH de los liquidos corporales.

Los tejidos 0seos y musculares lo contienen como constituyente esencial
y es notable su participacion en la composicién del tejido nervioso.

Su concentracién en circulacién esta regulada, entre otros factores, por
los miveles de vitamina D y las glandulas endocrinas.

Niveles elevados de fésforo sérico son encontrados en el hipoparatiroi-
dismo, mientras que en el hiperparatiroidismo los niveles estin aumen-
tados.

Valores normales: 8.1 - 10.4 mg/dl.

Colesterol:

Si el colesterol en suero estd elevado y se sospecha la presencia de un
trastorno lipoideo primario, estin indicadas la estimacién de los trigli-
céridos y la electroforesis lipoproteinica.

Aumentan en el sind-ome nefritico, hipotiroidismo primario, pancreati-
tis, diabetes mellitus, ictericia obstructiva y el embarazo normal.

El colesterol total circulatorio se compone de dos paquetes mayores que
son: Lipoproteinas de alta densidad (HDL), Lipoproteinas de baja den-
sidad (LDL) y Lipoproteinas de muy baja densidad (VLDL).

El HDL colesterol esti relacionado con enfermedades cardiacas corona-
rias (ECC). Valores de referemncia colesterol total y hasta 200 mg/dl.

Las HDL sintetizada en el higado, remueven el colesterol no utilizado
por las células (dentro de ciertos limites de concentraciém), transpor-
tando hacia el higado, para su degradacién. Se le llama colesterol bue-
no. Valores de referencia: mayor o igual a 35 mg/dl.
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Las LDL han sido las més estudiadas por su importante actividad biol6-
gica, producto del metabolismo de los VLDL en plasma, son las encar-
gadas del transporte del colesterol (exégeno y, en mucho menor propor-
cién, endégeno) hacia el interior de las células. Se le llama colesterol
malo. Valores de referencia: Menor de 130 mg/dl.

Triglicéridos:
Forman la mayor parte del peso seco del tejido adiposo, constituyendo,
por lo tanto, una potente forma de almacenamiento de energia.
El movimiento de dcidos grasos entre los distintos compartimientos del
organismo se produce con gran rapidez en respuesta a diversos estimu-
los (dieta, actividad fisica, estrés, edad, etc.), por este motivo es de es-
perar que el triglicérido, uno de los mids importantes vehiculos, sea el
transporte de dcidos grasos.
El triglicérido se encuentra aumentado en personas con problemas de
arteriosclerosis. Este punto de vista esté sustentado por el hecho de que
un gram porcemtaje de paciemtes com imfarto de miocardio, también
exhiben hipertrigliceridemia.
Valores de referencia: Hombres < 35 - 135 mg/dl

Mujeres -> 40 - 160mg/dl

4 3

Lipidos Totales:

Son compuestos orgdnicos cuya funcién mds importante, desde el punto
de vista cuantitativo, es la de actuar como combustible, ademas de for-
mar una estructura adiposa protectora de los érgano internos y proveen
compuestos importantes en la formacién de diversas hormonas.

Los lipidos emcontrados en plasma, incluyen colesterol libre y esterifi-
cado, triglicéridos, fosfolipidos y dcido grasos libres.

Los valores se encuentran elevados en diversas patologias, como hipoti-
roidismo, enfermedad renal, obstrucciones biliares, etc..

Su gran importancia radica em la conexién entre hiperlipemia y arte-
riosclerosis, diabetes y enfermedades cardiacas.

La disminucién de éste no tiene significacién clinica.

Valores de referencia: 400 - 800 mg/dl.

Fosfolipidos:

Son bionucleares lipidicos, gue contienen fosfatos en su composicion,
son componentes principales d: las membranas celulares y de los lipo-
proteinas circulantes.

Su concentracién esté sujeta a variaciones fisiol6gicas debidas a cam-
bios en la dieta, edad y condiciones especiales, como embarazo, ciclo
menstrual, etc..
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Las variaciones patolégicas muy frecuentemente estdn asociadas a cam-
bios en las demds funciones lipidicas. Este hecho se manifiesta, por
ejemplo, en afecciones como diabetes mellitus, arteriosclerosis, alcoho-
lismo agudo, sindrome nefritico, etc., que cursam, habitualmente, con
hiperlipémica y en las que se observan un aumento anormal de los nive-
les de fosfolipidos.

Valores de referencia: 100- 300 mg/dl.

Creatinina Fosfoquinasa (CPK): |
La creatinina Kinasa es una enzima intracelular, cuya distribucién en el
organismo es relativamente especifica, ya que s encuentra en mayor
proporcién en miasculos esqueléticos y cardiaco, y también en cerebro.
Un aumento en la actividad sérica es, por lo tanto, indice de lesién celu-
lar. La extensién y gravedad de la lesién determinardn la magmtud de la
elevacién de la actividad de la enzima en suero.
La determinacién de los niveles séricos de esta enzima ha sido profun-
damente utilizada para evaluar distintas formas de enfermedad muscu-
lar, especialmente el infarto agudo de miocardio (IAM) y diversos tras-
tornos del misculo esquelético.
Valores de referencia: Hombres > 38 - 174 uds/L

Mujeres -> 26 - 140 uds/L
La creatinquinasa (CK) uene tres isoenzimas importantes que son: MM,
MB y BB.
La isoenzima MB (CK),) esta elevada en el infarto agudo del miocardio.
Elevaciones de la CK-MB no son diagnéstico de infarto cardiaco, ya que
se pueden observar en enfermedad de masculo esquelético.
Elevacién de CK-MM se observa en anormalidades del miésculo esquelé-
tico. :
La isoenzima CK-BB se encuentra, principalmente, en el cerebro y en el
pulmén. La presencia de CK-BB en suero se ha asociado con shock y al-
gunos tipos de mioplasma malignos.
Valores de referencia: CK-MB < 25 uds/Lt.

Deshidrogenosa Léictica (LDH):

Es una enzima intracelular, por lo tanto su elevacién es indice de dano
tisular, con la consecuente liberacién de enzima a la circulacién. El da-
o puede ser desde una simple anorexia hasta una necrosis celular seve-
ra, produciéndose, por lo tanto, diversos grados de elevacién de la acti-
vidad enzimditica en suero.

Cuando los miveles de LDH total se alteram, la determinaciéon de la
isoenzima predominante posibilita la identificacién del érgano com-
prometido (corazém, higado, misculo esquelético, rifiém, ete.).
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En caso del infarto agudo de miocardio (IAM), la actividad del LDH to-
tal (junto con las CK, GOT) constituye un elemento importante de diag-
noéstico. La LDH comienza a aumentar 12-24 horas después de produci-
do el infarto, alcanzando un pico entre las 48-72 horas y permanece
aumentado hasta el séptimo o décimo dia.

Por otra parte, también se registra un aumento de la LDH total en pa-
cientes con necrosis hepatica (producida por agentes téxicos o por in-
fecciones agudas, como la hepatitis viral).

Valores de referencia: 89 - 221 uds/Lt.

Electrodlitos: NA, K, CI:

Es una de las determinaciones mas importantes del laboratorio clinico
ya que desempeian miiltiples papeles en el cuerpo humano y casi no
hay proceso metabdlico que no sea afectado o dependa de los electr6li-
tos.

Sodio:

Es el principal catién del liquido extracelular. Ocupa un papel central
en el mantenimiento de la hidratacién y presién osmética normales.
Valores de referencia: 135 - 145 mmol/Lt.

Hay disminucion de sodio en: extrema pérdida de orina, acidosis metabd-
lica, enfermedad de Addison, diarrea y enfermedad tubular.

Hay aumento de sodio en: Hiperadrenalismo, deshidratacién grave, cier-
tos tipos de danos cerebrales, coma diabético después de terapia con
insulina y tratamiento excesivo con sales sédicas.

Potasio:
Es el mayor catién intracelular, una vez absorbido por el tracto intesti-
nal, es eliminado, parcialmente, del plasma por filtraciéon glomerular y
luego reabsorbido casi por completo por los tabulos.
La determinacion de potasio es muy importante en situaciones que se
sospechan niveles extremadamente altos o bajos. Hay disminuciéon de K
por ingesta insuficiente del mismo, pérdida excesiva en las heces fecales
o vémitos. Hiperpotasemia en casos de oliguria, anuria o de obstrucciéon
urinaria.
Valores de referencia: Recién nacidos 2 3.7 - 5.9 mmol/Lt

Nifos 2> 3.4 - 4.7 mmol/Lt

Adultus 2> 3.1 - 5.1 mmol/Lt
Estos dos cationes son analizados por fotometria de emisién de llama.

Cloruros:
Es el principal anién extracelular, interviene, de forma importante, en el
mantenimiento de la hidratacién y la presién osmética apropiadas y del
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balance anién-catién normal. Los iones cloruros son absorbidos de la
dieta, casi completamente, por el tracto intestinal y se separan de la
sangre por filtracién glomerular. '

Se observan valores bajos en nefritis con pérdida de la acidosis metabé-
lica (enfermedad de Addison), vomitos prolongados. Valores altos en
deshidratacion y en condiciones que causan disminucién del flujo de
sangre renal, como el fallo cardiaco congestivo y tratamientos excesivos
con cloruros.

Generalmente la prueba se determina con una técnica de titulacién.

Las pruebas de laboratorio clinico son utilizadas con fines diagnéstico
por el médico, por la evaluacién de los llamados perfiles, que, de acuer-
do al area de investigacion, se denominan: Perfil electrolitico, Lipidico,
Obstétrico, Reumatoide, Tiroideo, Hematico, Urianalitico, Renal / Hi-
pertensivo, Hepatico, entre otros.

Valores de referencia: 96 - 106 mmol/Lt.

Acido Vanilmandélico (VMA):

Es una prueba que se determina en orina de 24 horas, estad basada en las
terminaciones de la médula suprarrenal, se le indica a pacientes hiper-
tensos, para averiguar la existencia de feocromocitoma. Es una prueba
sensible a ciertos medicamentos, por lo tanto los pacientes sometidos a
esta investigacién deben tener una dieta exenta de algunos alimentos
como: café, platanos, alimentos que contengan vainilla, banana, tam-
bién algunos firmacos, tales como: icido nalidixico y aspirinas, entre
otros.

Valores de referencia: 2 - 10 mg/24 hrs.

17-cetosteroides y 17-hidroxicorticosteroides:
Son pruebas que se realizan en orina de 24 horas. Su valor clinico radi-

ca en los compuestos glucosaciridos de los corticoteroides urinarios,
los cuales son hidrolizados por la glucosidasa Beta.

17-cetos:

Son metabolitos de los andrégenos secretados por las glandulas supra-
rrenales, los testiculos y, probablemente en pequena cantidad, por los
ovarios. En el hombre, un tercio de los 17-cetos urinarios, representan,
los metabolitos de la testosterona secretada por los testiculos, mientras
que los dos tercios restantes son derivados de los esteroides producidos
por las suprarrenales.

Valores aumentados se pueden encontrar en tumores testiculares, hi-
perplasia adrenal y carcinomas. Mientras que valores disminuidos son
factibles de encontrar en hipogonodismo primario o sindrome de Kline-
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felter h secundario y enfermedad de Addison, especialmente en la mu-
jer.
Valores de referencia: Hombres > 8 - 20 mg/24 hrs

Mujeres - 4 - 15 mg/24 hrs

D-xilosa:
Es una prueba que se usa como diagnéstico en los procesos acompaia-
dos de alteraciones en la funcién absortiva del intestino delgado.
Es una prueba peristosa que no se encuentra, normalmente, en sangre,
pero que como otro azicares simples, es absorbida en el duodeno y en
la porcién alta del yeyuno.
Se encuentran excreciones anormalmente disminuidas en enfermedad
celiaca y sindromes relacionados.
Suelen encontrarse valores D-xilosa urinaria disminuidos en ancianos,
sin implicar esto alteraciones de la funcién intestinal.
Es una prueba que se realiza en orina de 5 horas, después de la adminis-
tracién del azicar.
Valores de referencia: Ninos - 1.09 - 1.79 gr./vol.

Adultos > 1.50 - 2.10 gr./vol.

Eritrosedimentacion o velocidad de sedimentacién de los eritrocitos:
Es una prueba selectiva no especifica y con frecuencia presenta valores
elevados en enfermedades infecciosas y procesos inflamatorios malig-
nos. Refleja, frecuentemente, el incremento del fribrinégeno o gamma-
globulina o ambos. Es iitil para seguir el proceso de evaluacién de la ar-
tritis reumatuides y fiebre reumaética aguda. (Ver Figura #19).
Valores de referencia: Hombres -> Hasta 15 mm/hora

Mujeres -> Hasta 20 mm/hora

Triyotironina (T,):

Es responsable de la regulaciéon de diversos procesos bioquimicos a tra-
vés del organismo, que son esenciales para el desarrollo y la actividad
metabdlica y del sistema nervioso. El T; tiene un peso molecular de 651
daltones y contiene un 58% de yodo.

Aproximadamente un tercio de todos los T, secretados es desdoyada pa-
ra producir T,.

Valores de referencia: 0.8 - 2.0 ng/ml

Tiroxina (T,):
Es una hormona yodada con un peso molecular de aproximadamente
777 daltones, secretada por la glindula tiroidea. Es responsable, junto

con la T, de la regulacién de diversos procesos bioquimicos a través del
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organismo, que son esenciales para la actividad normal del metabolis-
mo y del sistema nervioso.

La T, estd normalmente presente en el suero humano, en una cantidad
de 50 veces mayor que la T; circulante unidos a las proteinas.

Su evaluacion es importante en el diagnéstico funcional tiroideo. Se ob-
servan valores aumentados en pacientes con un franco hipertiroidismo,
en situaciones como el embarazo, en la administracién de anticoncepti-
vos orales o estréogenos, en la hepatitis infecciosa y crénica activa, ci-
rrosis biliar, etc..

Valores de referencia: 4.5 - 12 ng/dl

Hormona Tiroestimulante Humana (TSH):

Es una glucoproteina con un peso molecular de aproximadamente
28,000 daltones, sintetizada por las células baséfilas (tirotropas) de la
hipdéfisis anterior.

La sintesis de la TSH es estimulada por la hormona liberadora de la ti-
rotropina (TRH), que es un tripéptido hipotalamico.

Se encuentra valores elevados de TSH en caso de hipotiroidismo prima-
rio, mientras que en el hipotiroidismo terciario puede estar normal o
disminuido.

Valores de referencia: 0.38 - 4.70 mUI/ml

Cortisol Plasmatico:
La secreciéon del cortisol por la corteza suprarrenal se produce en res-
puesta a tres influencias identificables: ACTH, ritmo diurno y estrés.
El cortisol, como glucocorticoide, produce algunos efectos biolégicos y
celulares o histicos. En cuanto a los efectos biolégicos produce aumento
del glucégeno hepitico, incremento de la concentraciém sanguinea de
glucosa, disminucién de la tolerancia a la glucosa, disminucién de la
captacion y utilizacién periférica de glucosa. En cuanto a los efectos ce-
lulares produce retraso de reacciones inflamatorias, linfopenia, eosipe-
nia, aumento de eritropoyesis, aumento de la secrecién gastrica.
Valores de referencia: 5.5 - 20 ug/dl a.m.

2.0 - 10 ug/dl p.m.

Antigeno Carcinocembrionario (CEA):

Tiene un valor significativo en la monitorizacion de paciente con tumo-
res malignos diagnosticados, en los cuales se observan concentraciones
variables de CEA. Una elevacién persistente del CEA circulante, a conti-
nuacién del tratamiento, indica fuertemente la presencia de metistasis
oculta y/o de enfermedad residual, también un CEA elevado puede estar
asociada con una afeccién maligna progresiva y de una mala respuesta
terapéutica.
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Esta prueba tiene un valor significativo en el seguimiento de pacientes
con carcinomas, colon rectal, de mama, de pulmén, de préstata, de pan-
creas y de ovarios.
El CEA no se puede recomendar con un procedimiento de Screening pa-
ra descubrir cdncer en la poblacion en general, su aplicacién estd am-
pliamente aceptada como una prueba auxiliar en la prediccién del pro-
ndstico y como ayuda en el tratamiento del paciente afectado de cdncer.
Valores de referencia: No Fumadores > 0 - 3 ng/ml

Fumadores - 5 - 10 ng/ml

Antigenos Especificos Prostiticos (PSA):

Se descubrié por primera vez en 1979 por Wang. Es una secrecién del
epitelio de la prostata y también es producida por las células cancerosas
de la préstata. El PSA fué caracterizado como monémero de
glicoproteina de 33,000 a 34,000 unidades de masa atémica. Mas
recienntemente, ha sido reportada la presencia de aminoicidos del
antigeno. Se ha desarrollado una enzima inmunoasa por Kuriyama la
cual detecta baja concentraciones del PSA, en la sangre de los pacientes
con enfermedades malignas y benignas de la préstata.

Este estudio también reporta una asociacion exclusiva del PSA en los
tejidos de la préstata, hallazgo que fué confirmado mediante andlisis
inmunocitoquimicos y los subsecuentes estudios clinicos. La prueba del
PSA tiene wun diagndstico significativo en detectar enfermedades
persistentes 0 metastisicas en pacientes siguen tratamientos médicos o
cirugias de cancer en prostata.

Una elevacion persistente del PSA, después del tratamiento o un au-
mento en el mivel del PSA, antes  del tratamiento es indicativa de
enfermedad recurrente o residual.

Valores de referencia: hasta 4.0 mg/ml.

Médula Osea:

El examen de médula 6sea es itil en las anemias, otras citopenias,
leucocitosis no explicada, o trombocitosis, o cuando se sospecha la
existencia de leucemia porque permite hacer una estimacién del centro
hematopoyético y la comprobaciéon de los depdsitos.

La Electroforesis:

Constituye una de las pruebas diagnésticas mas valiosas. Ademds uno
como prueba diagnéstica, también es utilizada en algunos para seguir el
curso de la enfermedad. También podriamos decir que es una prueba de
screening o cedazo, pues, en algunos casos, las anormalidades se
determinan, finalmente, con el uso de técnicas inmunolégicas.
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Modernamente se utiliza la densitometria para la cuantificacién de las
diferentes fracciones protéicas. Cada fraccién protéica se expresa en % y

en mg, para expresarla en mgs % es mecesario conocer el valor de
proteinas totales del suero correspondiente.

Patrones Electroforéticos:

1) Patrén Normal: Todos los valores caen dentro de los limites
normales al igual que las proteinas totales.

2) Gammopatia Monoclonal: Este patron electroforético se
caracteriza por un pico alto de base estrecha generalmente en
la regiéon gamma; pero, a veces, puede presentarse en la
region beta y emn alfa,. Las proteinas totales generalmente
estidn elevadas y la albamina estd normal. Puede encontrarse
en mieloma multiple.

3) Gammopatia Policlonal: Este patron electroforético muestra
una banda difusa de base ancha en la regién gamma, la
albamina se encuentra mormal y la gamma estd elevada.
Comprende las siguientes patologias: Lupus eritematoso
sistémico, hepatitis tuberculosis o artritis reumatoide.

Inmunohematologia

Determinacién de Grupo Sanggln' eo ABO:
En el sistema de grupos sanguineos ABO existen los antxgenos A, ByH,

que se encuentran en la membrana de los glébulos rojos, fué des-
cubierto por Landsteiner en 1900.

Podemos identificar la presencia de estos antigenos poniendo en
contacto los glébulos rojos de la persona con antisueros comerciales
Anti-A, Anti-B y Anti-A,B. Esto se conoce como tipificacién directa.
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En este sistema existen “Anticuerpos Naturales” y la persona presenta
en su suero el anticuerpo en contra del antigeno que carece; esto nos
permite realizar la llamada “Tipificacién Inversa” en la cual se pone en
contacto el suero de la persona con glébulos rojos conocidos como
grupo Ay grupo B.

También existe el fenotipo Bombay; reportado, por primera vez, por
Bhende en 1952, en Bombay, India. Conociéndose mis de 130 fenotipos
en varias partes del mundo.

Se le llama asi por que carece del gen H necesario para la formacién de
los antigenos A y B, también se le llama H nulo, es extremadamente raro
y se le conoce como fenotipo Bombay u Ohh.

Las reacciones antigeno-anticuerpo que ocurren, son reacciones de aglu-
tinaciéon o hemdlisis.

El siguiente cuadro explica las caracteristicas y reacciones de los gru-
pos sanguineos A B O.

TIPIFICACION DIRECTA TIPIFICACION INVERSA

Grupo | Anti-A Anti-B | Anti-A, B m Células-;q Células-B w
(0] O (0] (0] H + + Ant.A, Ant.B|
A g O e A O e Ant.B
B O + + + AntA
AB + + - AyB O O Ninguno

Determinacién del Factor Rh:

Se realiza conjuntamente con la determinacién del grupo sanguineo
ABO. Esta prueba determina si la persona posee o no el factor Rh en la
membrana de sus glébulos rojos. Se realiza poniendo en contacto glébu-
los del paciente con antisuero comercial anti Rh, si hay aglutinacién se
dice que la persona es “Rh positiva”, porque posee el factor Rh en sus
gl6bulos rojos. Si no hay aglutinacién se dice que la persona es “Rh ne-
gativo”. Fué descubierto por Londsteinr y Wiener en 1939.
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A las personas que han resultado Rh negativo hay que hacerles la lla-
mada “Variante D"” ya que existen personas que poseen el antigeno Rh
débil, o por interaccién genética el antigeno C inhibe la manifestacién
del antigeno Rh; al tipificarlos con anti-Rh no ocurre aglutinacién pero

podemos llamarlo Rh negativo ya que poseen, de una forma u otra, al
antigeno Rh.

Dentro del sistema Rh - Hr, las personas las podemos clasificar como:

Rh positivo
Rh negativo D" negativo
Rh negativo D" positivo

Ademds de los sistemas de grupos sanguineos ABO y Rh - Hr, existen
otros como son el Kell, MNSs, Diego, Duffy, etc.. Las personas, regular-
mente, s6lo se tipifican para los sistemas ABO y Rh - Hr, debido a que
son los més importantes por la frecuencia e inmunogenicidad de sus an-
tigenos.

Pruebas de Compatibilidad:

Son pruebas que se realizan antes de una transfusién sanguinea, para
minimizar las probabilidades de que el paciente reaccione ante la san-
gre del donante.

Existen dos pruebas de compatibilidad o cruces sanguineos:

1.- Prueba de compatibilidad mayor: Es capaz de detectar anti-
cu.erpos en el suero del receptor que sean capaces de reaccio-
nar con los glébulos rojos del donante. Es la mas importante.

2.- Prueba de compatibilidad menor: Es capaz de detectar anti-
cuerpos en el suero del donante que sea capaz de reaccionar
con los glébulos rojos del paciente.

Las reacciones antigeno-anticuerpo pueden ser de aglutinacién o hemé-
lisis. Si ocurre aglutinacién o hemdlisis se dice que la sangre es incom-
patible, si no ocurre reaccién, se dice que la sangre es compatible y se
puede transfundir al paciente.

Ademais de las pruebas de compatibilidad, en banco de sangre, existe
una serie de anilisis que debe practicirsele al donante antes de ser
transfundida una unidad de componente sanguineo del domante en
cuestion.
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Dentro de estas pruebas tenemos: Hemograma, VDRL, SGPT, Hbs Ag,
HVC, HIV, Prueba de Coombs Directa, Prueba de Coombs Indirecta.

El Hemograma:

Un hombre donante debe tener un Hcto. no menor de 41%, con una
Hb de 13.5 gr/dl, mientras que la mujer donante debe tener no me-
nos de 38% de Hcto. y 12.5 grs/dl de Hb y un conteo de glébulos
blancos entre 4,000 - 12,000 GB/mm® para ambos sexos.

Antigeno Australiano o Hepatitis B (Hbs Ag):

Este virus se sintetiza en exceso y ataca el citoplasma del hepatoci-
to, se puede detectar de tres formas: en el periodo de incubacién,
fase aguda y estadio crémico.

Aparece 3-4 semanas antes del comienzo de los sintomas y alcanza
la maxima concentracion en el comienzo de la clinica, persistiendo
de 1 a 5 meses.

Se puede transmitir por tres vias: a) percutinea (con sangre y sus
derivados, agujas contaminadas, hemodialisis, etc.), b) perinatal y
c) contacto sexual o interno. Se reporta positivo o negativo.

Hepatitis Viral C (HCV):

Se le llamé HCV a la hepatitis NANB y con un HVB negativo. Esta
hepatitis tiene un periodo de incubacién entre 15 dias y 6 meses,
con una media de 2 meses. Los sintomas son los mismos que la he-
patitis B con mayor tendencias a formar leves anictéricos y un 75%
de las veces, asintomaticas.

La HCV tiene tres vias de transmisiém, que son: a) percutdnea
(contacto con sangre y sus derivados, jeringuillas contaminadas,
etc.), b) sexual (homosexuales y heterosexuales), c) contactos do-
mésticos. Se reporta positivo o negativo.

Virus Inmunodeficiencia Humana (HIV):

Es causado por dos tipos de virus de la Inmunodeficiencia Humana,
denominado colectivamente HIV.

El HIV-1 ha sido aislado en pacientes con SIDA, con el complejo re-
lacionado al SIDA y en personas sanas de alto riesgo. Se transmite
por contacto sexual, por exposicién a sangre o a ciertos productos
derivados de la sangre y, ademads, de la madre infectada al feto o re-
cién nacido.

El primer caso de HIV-2 se aisl6é en 1986 en el Africa Occidental. Es-
ta cepa no es tan comin como el HIV-1. Se reporta no reactivo o
reactivo, porque no es una prueba especifica.

La prueba especifica se llama Westen-Blood.
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Test de Coombs Directa (TCD):

Sirve para detectar autoanticuerpos, anemias hemoliticas, enferme-
- dad hemolitica de recién nacido e investigar reacciones dudosas en

una transfusién. Tanto el TCD como al Test de Coombs Indirecto

(TCI) se le llaman pruebas de antiglobulina humana, se reporta ne-
gativo o positivo.

Test de Coombs Indireeto (TCI):
También se llama prueba de antiglobulina humana. Se realiza para

detectar anticuerpos irregulares en circulacién, que reaccionan in
vitro con el correspondiente antigeno, se le practica a toda persona
que vaya a recibir sangre o a todos los donantes de sangre o a la
madre Rh negativo (embarazada).

A toda prueba que resulte positiva se le debe realizar un panel de
células para obtener el nombre del anticuerpo, luego se realiza una
titulacién del mismo para ver que alto estd el titulo de dicho anti-
cuerpo. Se reporta positivo o negativo.

Pruebas de exclusion de paternidad:

Estas pruebas se realizan para negar o excluir que determinado
hombre no es el padre biolégico. Dentro de estas pruebas tenemos
los sistemas de grupos sanguineos; estos se heredan en pares, si-
guiendo las leyes de medelania proviniendo uno de cada padre.
Cuando ambos son iguales, hablamos de homocigotos,, ejemplos:
AA, BB, etc., y heterocigotes cuando ambos son diferentes, como
‘OA, AB, OB, etc.. :

Otra prueba es el antigeno de leucocitos humanos (HLA). Esta com-
puesto por una serie de estructuras o antigenos localizados en el
brazo corto del cromosoma #6. Normalmente heredados en bloques
llamados haplotipos.

Y por dltimo, tenemos el icido desoxirribonucléico (DNA), es una
molécula compleja que se encuentra con el nicleo de la célula de los
organismos vivientes, especialmente en los cromosomas.

El contenido genético del DNA es la expresién hereditaria recibida a
partes iguales de los padres. En un individuo, una mitad viene del
padre y la otra mitad de la madre.

En conclusién, las pruebas de ‘paternidad nunca afirman que X nifno
es hijo de X padre, sino que niegan o excluyen que X hombre sea el
padre biolégico de X nino.

Serologia:
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Los métodos serolégicos son usados como auxilio en el diagnéstico de
una amplia variedad de enfermedades, sobre todo en infecciones.

Los anticuerpos reaccionan con los huéspedes propios en el tejido y el
uso de anticuerpo para identificar substancias circulantes, tales como:
cuantificacién de inmunoglobulina, por ejemplo.

Hay cuatro clases de procedimientos serolégicos: Aglutinacién, Precipi-
tacion, Fijacion de Complemento y Anticuerpos Fluorescentes (Inmuno-
fluorescencia). En todos se mide la reaccién entre antigenc-anticuerpo,
las dos primeras comsideradas en la fase de reaccién antigeno-anti-
cuerpo y los dltimos en la segunda fase con un indicador luego de ocu-
rrir la reaccion.

Las de aglutinacion, generalmente, se realizan en placas y tubos.

La Sifilis: es una de las enfermedades venéreas mds antiguamente
conocidas. Su agente etioldgico, el Treponema Pallidium, posee la
capacidad de invadir las mucosas intactas o la piel en areas de
abrasiones. El contacto sexual es la forma mas comin de transmi-
sién.

Luego de la invasién, los microorganismos se multiplican y disemi-
nan rapidamente. La deteccién y tratamiento de la enfermedad en
sus estadios tempranos, es fundamental, a fin de evitar complica-
ciones graves, como son la neurosifilis, sifilis cardiovascular y sifi-
lis congénita, producida por la infeccién transplacendaria del feto
en desarrollo.

La prueba que se utiliza para su detecciéon es la de VDRL, es una
prueba de floculacién en la cual la reagina del suero del paciente
produce reaccién visible con el antigeno-cardiolipina, ciertos proce-
sos como hepatitis infecciosa aguda, pueden aumentar la reagina y
provocar una prueba de VDRL reactiva, falso para sifilis, por lo que
debe confirmarse con la prueba de absorcién del anticuerpo trepo-
némico fluorescente (FTA - ABS y FTI). Esta prueba se reporta reac-
tiva y no reactiva.

Prueba de anticuerpo heteréfilos (Paul - Bunnell): Para el diagnés-
tico de mononucleosis infecciosa, el 7% de los pacientes presentan
la prueba heteréfila positiva, utiliza la prueba eritrocitos de carnero
lavados y antigeno de Forssman, la titulacién alta puede persistir
adn después de la mejoria clinica.
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La mononucleosis infecciosa: Es una enfermedad benigna producida
por el virus de Epstein-Barr (EBV), que se caracteriza, en su aspecto
clinico, por la apariciéon de fiebre irregular durante una 6 dos se-
manas, dolor e hinchazén de los ganglios cervicales e irritacién fa-
ringea; con un cuadro hematolégico bastante caracteristico, debido
a la gran proliferacién de células linfoideas atipicas.

Antigenos Febriles: Suspensiones bacterianas que se usan para la
determinacién de anticuerpos especificos, basindose en la reaccién
de Widal (Salmonella), reaccién de Huddleson (Brucella) .

Las Salmonellas se consideran patdgenas entéricas obligadas y su
aislamiento en un individuo implica enfermedad o estado de porta-
dor. La enfermedad puede presentarse en tres formas distintas: gas-
troenteritis, septicemia con lesiones en diversos érganos o fiebre ti-
foidea. Las salmonellas pueden ser de diferentes tipos: S.typhi H
(dH), S.paratyphi O, S.paratyphi A-H, S.paratyphi A-O, S.paratyphi
B-H, S.paratyphi B-O, S.paratyphi C-H, S.paratyphi C-O, Brucella
abortus, S.typhi O (HO).

La Brucelosis se presenta en la mayoria de los casos con anorexia,
fiebre, decaimiento y escalofrios. (Brucella Abortus).

Otros tipos de Antigenos Febriles son: proteus OX,,, proteus OX,,
proteus OXK.

Factor Reumatoide:

Es la prueba que se utiliza para detectar la artritis reumatoidea; que es
un sindrome crémico de etiologia descomocida. Caracterizado por una
inflamacién inespecifica y, generalmente, simétrica de las articulacio-
nes, que a veces evoluciona hacia la destruccién de las estructur: arti-
culares y periarticulares.

Proteina C-Reactiva (PCR):

Ayuda para el diagnéstico y tratamiento de ciertos procesos inflamato-
rios. La Proteina C-Reactiva aparece, habitualmente, en el suero duran-
te la fase aguda de la mayoria de las infecciones bacterianas y de algu-
nas infecciones virales, de la fiebre reumatoide, muchas enfermedades
del coldgeno y otros procesos patolégicos que cursan con inflamacién.

Strepzozipme, Antiestreptolisina O (ASO) :
Son pruebas que se utilizan para la determinacién de las secuelas de la

infeccién por estreptococos A, tales como los que pueden aparecer en
casos de faringitis estreptocécica, fiebre reumdtica, piodemia, gloméru-
lonefritis y otras infecciones estreptocécicas.
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Los estreptococos B hemoliticos de los grupos A, C, G segregan una en-
zima: la staeptolisina “O”, que en su forma reducida presenta actividad
hemolitica.

Prueba de Embarazo:
La gonodotropenia coriénica humana (HCG) es excretada por la orina
durante el embarazo, su deteccién en orina es una prueba positiva. La

muestra debe ser orina colectada en un recipiente limpio, a cualquier
hora del dia.

En el drea de parasitologia:

El diagnéstico clinico de infecciones y endoparasitarias muy frecuente-
mente depende del material parasitario demostrado por los métodos de
laboratorio.

Las técnicas parasitolégicas empleadas en los estudios de heces se apli-
can algunas veces para la bisqueda de protozoos y helmintos. Los ex4-
menes deben realizarse antes del ingreso al hospital para tratamiento
terapéutico.

Es eficaz un examen macroscépico, con fines de encuentros de neméto-
dos adultos y proglétides de tenias. Los métodos microscopicos se ba-
san en técmicas que utilizan salina saturada y lugol. También técnicas
de concentracion como método de éter, formalina (Ritchie), sulfato de
zinc (Faust), Willys Malloy, entre otros.

Los de flotaciém (Faust y Willys Malloy) se basan en la diferencia de
gravedad especifica de los quistes y huevos y de otros componentes fe-
cales. Con estos métodos se observan quistes, huevos y parasitos como
algunos que mencionaremos: Giardia lamblia, Entamoeba histolytica,
Entamoeba coli, Trichuri-Trichiura, uncinaria, ascaris, etc..

En sangre se preparan peliculas delgadas (extendidas) de sangre. Se in-
vestiga malaria, filariasis y microfilarias.

Las inmunoglobulinas:
Son proteinas de defensa inmunitaria. Entre estas tenemos las siguien-
tes: IgG, IgA e IgM.

Las IgM y la IgA no atraviesan la placenta normal, en cambio la IgG pa-
san de la circulacién materna al feto, confiriéndole inmunidad pasiva al
recién nacido. Los anticuerpos contra virus y bacterias son globulinas

IgG.
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A continuacién le presentaremos algunas patologias en las cuales se en-
cuentran los niveles de inmunoglobulina alterados:

Poliartritis reumatoidea, cirrosis hepatica, lupus eritomatoso. Se en-
cuentran aumentado las inmunoglobulinas IgG, IgA y la IgM normal o
ligeramente aumentado.

Cirrosis biliar, la IgG, IgA normal, IgM aumentada.
Carcinoma hepatico (primario), IgG, IgA normal, IgM disminuido.

Leucemia linfoblastica aguda y leucemia mielocitica crémica, IgG nor-
mal, IgA disminuida e IgM normal.

Sindrome de Down (mongolismo), los niveles de IgG e IgA aumentados
y IgM disminuidos.

Los complementos son: C, y C,.

Los niveles aumentados de C, y C, se encuentran en las siguientes pato-
logias: infarto del miocardio, poliartritis créonica progresiva (PCP), po-
liartritis reumatoide.

Los niveles disminuidos de C, y C,: lupus eritomatoso sistémico, artri-
tis reumatoide, glomerulonefritis y otras enfermedades inmunolégicas
del higado.

Los niveles disminuidos de C, y normales de C,: lupus eritomatoso di-
seminado (LED), glomerunefritis proliferativa.
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