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LINEAMIENTOS DE TRABAJO PARA LOS LABORATORIO DE LAS UNIDADES DE
APRENDIZAJE DE LA CARRERA DE TECNICO LABORATORISTA CLINICO (TLC).

Objetivo: Desarrollar el trabajo académico en las Unidades Aprendizaje de la carrera de Técnico
Laboratorista Clinico en un ambiente incluyente e igualitario en aras de una cultura de paz y justicia,
durante las sesiones de trabajo tedrico y practico con base a los siguientes lineamientos:

10.

Podran realizar las practicas los estudiantes que estén inscritos oficialmente o con la
autorizacion del profesor titular, (Reglamento Interno del IPN; Titulo Tercero, Capitulo 1, Art. 77 y
Reglamento General de estudios; Art. 36 apartado )

Se impartira una sesion por semana a cada grupo, tomandose la asistencia al inicio de cada
una de ellas con un margen de tolerancia de cinco minutos después de la hora sefalada para

ingresar al laboratorio, (Cédigo de Etica del IPN, Capitulo 1V.2 apartado 1 y Reglamento Interno del
IPN, Seccion Séptima, Titulo Tercero, Capitulo VI).

Es obligacion de las alumnas y alumnos asistir con puntualidad y constancia a sus clases, la
academia acuerda que la asistencia se registrard al inicio de cada sesién, dando como
tolerancia de ingreso lo enunciado en el punto 2 de estos lineamientos, (Reglamento Interno del
IPN, Seccion Séptima, Titulo Tercero, Capitulo VI).

Cuando todo el grupo deje de asistir a alguna practica y no exista causa justificada
oficialmente, esta se dara por vista registrandose como No Presentada y podra ser tema de
cualquier evaluacion, (Codigo de Etica del IPN, Capitulo IV.2 apartado 1y Reglamento Interno del IPN,
Seccidn Séptima, Titulo Tercero, Capitulo VI

Solo podran ser justificadas las inasistencias mediante el justificante oficial emitido por la
Institucién, practica no realizada se calificara con cero, ya que, si no se realiza una practica,
no se puede evaluar, (Reglamento Interno del IPN, Seccién Séptima, Titulo Tercero, Capitulo VI).

Para garantizar espacios confiables y seguros, la entrada al laboratorio sera con bata blanca
de manga larga, vestida correcta y perfectamente abotonada; la cual se deberan quitar al salir
de laboratorio, (Manual de Bioseguridad en el Laboratorio de la OMS y NOM-017-STPS- 2008).

Para salvaguardar la integridad fisica de alumnas, alumnos, profesoras y profesores se

requiere que ingresen con zapatos cerrados, cabello recogido, ufias cortadas y sin esmalte,
(Manual de Bioseguridad en el Laboratorio de la OMS y NOM-017-STPS-2008).

Entre las buenas préacticas de laboratorio se indican: no comer, beber, fumar y aplicar

cosmeéticos dentro del laboratorio, (Manual de Bioseguridad en el Laboratorio de la OMS, Capitulo 3;
apartado de Codigo de Précticas y Proteccion Personal).

Cada alumno debera trabajar durante todo el curso en el equipo y mesa de trabajo asignado

al inicio de este, salvo que los profesores lo cambien para mejorar su atencion, (Cédigo de
Etica del IPN, Capitulo IV.2 apartado 1).

Es necesario que los alumnos guarden orden, disciplina y atencion durante la estancia en el
laboratorio para prevenir accidentes y dafos al equipo, (Cédigo de Etica del IPN, Capitulo 1V.2
apartado 1y Reglamento Interno del IPN, Seccion Séptima, Titulo Tercero, Capitulo VI).
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Para evitar retraso durante el desarrollo de la practica a realizar, los alumnos y alumnas
deberan estudiarla cuidadosamente antes de ingresar al laboratorio, de esta forma se
promueve la adquisicion de conocimientos y se resolveran las actividades previas indicadas
por los y las profesoras, (Codigo de Etica del IPN, Capitulo IV.2 apartado 1).

ESTA PROHIBIDO EL USO DE TELEFONO CELULAR O IPAD DENTRO DE LOS
LABORATORIOS DEBIDO AL RUESGO DE INFECCION. En caso de incurrir en este punto
la practica se evaluara con cero. ( Codigo de Etica del IPN, Capitulo IV.1 apartado 2 y NOM-007-
SSA3-2011 apartado 5.1.1), A menos que el profesor lo autorice.

Con base a lo establecido en la NOM-087-SEMARNAT-SSA1-2002, los RPBI generados (no
anatémicos, punzocortantes, cultivos y cepas.) durante el desarrollo de la practica deberan
separarse y depositarse en las bolsas rojas y contenedores indicados.

Los residuos sélidos urbanos deberan separarse y depositarse en los botes colocados debajo
de cada mesa y no en las tarjas conicas de las mismas ni en los contenedores indicados para
RPBI, (NADF-024-AMBT-2013).

El material que se utiliza en la practica deberd quedar en el lugar que se indique y
perfectamente limpio y seco. (Manual de Bioseguridad en el Laboratorio de la OMS).

La entrega del informe practico se hard conforme lo acuerden los profesores de cada Unidad
de Aprendizaje, después de la fecha indicada no se recibird, (Codigo de Etica del IPN, Capitulo
IV.1 apartado 2 y Reglamento Interno del IPN, Seccién Séptima, Titulo Cuarto, Capitulo I).

Para tener derecho a presentar el examen ordinario “C”, sera requisito indispensable tener
minimo el 80% de asistencias y practicas realizadas, (si no se justifican las inasistencias); si
se tiene menos del porcentaje indicado para poder acreditar el curso, se debera presentar
una evaluacién extraordinaria o ETS, los cuales seran tedrico-practicos, los cuales incluiran

los contenidos del programa de estudios correspondiente, (Reglamento general de estudios del
IPN, capitulo sexto, articulos 45y 48).

El programa de estudios de la carrera de Técnico Laboratorista Clinico esta conformado
por Unidades de Aprendizaje Tedrico — Practicas, por tal motivo del 100 % de la evaluacion el
40 % comprende la parte tedricay un 50% la parte practica, asi mismo se incluye la evaluacion
del Proyecto Aula, al cual se le asigna un 10 % en los parciales A y B, en el parcial C la
ponderacion del proyecto aula sera del 20 %, realizando los ajustes correspondientes a la
parte practica, (Reglamento de Academias del IPN, Capitulo I, Art. 3y Capitulo Il Art. 7).

Para tener derecho a presentar el examen extraordinario “sera requisito indispensable tener
minimo el 80% de asistencias y practicas realizadas, menos del 80% debera presentar ETS.

Aquellos alumnos que consideren traen los conocimientos tedricos y practicos de la
asignatura a cursar deberdn solicitar la aplicacion de la evaluacibn de saberes
previamente adquiridos, si asi lo desean(Art. 47 del Reglamento General de Estudios)
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EVALUACION

Departamental Ay B

APARTADO ACTIVIDAD VALOR %
Evaluacion diagnostica 5

LABORATORIO 50 % Informe de practica 10
Trabajo de laboratorio 5
Examen préctico 30

Departamental C

LABORATORIO 40 % Evaluacién Diagndstica 5
Informe de précticas 10
Trabajo de laboratorio 5
Examen préctico 20

TOTAL DE LABORATORIO 50%

40%

Debido a los ajustes presupuestales relacionados con la aplicacion de examenes, las evaluaciones podran
realizarse bajo cualquiera de las siguientes modalidades, de acuerdo con el criterio académico del docente
responsable:

Examenes en linea mediante plataformas institucionales o autorizadas.

Exédmenes presenciales en formato fisico.

Evaluaciones orales individuales o grupales.

Actividades integradoras, estudios de caso, practicas, reportes o exposiciones.

Cualquier otra modalidad que el docente considere pertinente para valorar el logro de los aprendizajes.

La modalidad elegida por cada docente debera ser respetada por el alumnado.

2.

Todos los estudiantes deberan conducirse con honestidad académica durante el desarrollo de las

evaluaciones y actividades de la asignatura, Se consideraran conductas indebidas:

Copiar respuestas de otros estudiantes.
Compartir respuestas durante o después de una evaluacion.
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o Tomar fotografias, capturas de pantalla o grabaciones de examenes, reactivos, rubricas o materiales de
evaluacién sin autorizacion.

o Difundir, vender, intercambiar o publicar examenes 0 evidencias de evaluacion por cualquier medio fisico o
digital.

e Utilizar herramientas de inteligencia artificial para responder evaluaciones

El estudiante que sea sorprendido incurriendo en los puntos anteriores deriva en la anulacién de la
evaluacion correspondiente y en la aplicacion de la normatividad institucional vigente.

3. Durante las evaluaciones, el docente podra restringir o supervisar el uso de dispositivos y materiales.
Queda prohibido el uso de:

e Lentes inteligentes o dispositivos electronicos con capacidad de grabacion, transmision o consulta de
informacion.

e Plumas, relojes, audifonos u otros accesorios con funciones de almacenamiento, comunicacién o apoyo
mediante inteligencia artificial.

e Teléfonos celulares, tabletas u otros dispositivos no autorizados.

La deteccidn del uso de cualquiera de estos medios derivara en la anulacion de la evaluacion
correspondiente y en la aplicacién de la normatividad institucional vigente.

4, El docente podra solicitar la identificacién del estudiante durante evaluaciones en linea.
5. Las evaluaciones podran ser monitoreadas conforme a los lineamientos institucionales.

CRITERIOS PARA LA ENTREGA DE RESULTADOS

° Los resultados se entregaran de manera individual, exclusivamente en la hoja que se encuentra en el
anexo del instructivo

° Se evaluara solo uno y la calificacion sera para todo el equipo
° Quien no entregue o este incompleto se evaluara con cero o se restara puntaje
) La entrega sera en un folder de color rojo llevar etiqueta con los siguientes datos: Nombre de la

asignatura, Grupo, No. Equipo y nombre completo empezando por apellido y forrado con plastico

e Se tomard en cuenta presentacion, limpieza, ortografia y redaccién, entregando en el laboratorio al
momento que el profesor lo indique

) Por equipo deberan elaborar una rubrica para la toma de muestra que contemple nombre del integrante
gue tomarda la muestra, paciente, fecha y firma del docente para los 3 departamentales

El informe incluye:

Resultados con célculos, graficos si asi lo requiere, tablas o esquema grupal 2%
Andlisis de resultados 3%
Conclusiones 3%
Cuestionario 2%

Fuente referencial estilo de publicacion APA si no se presenta, NO se evalla la practica | S/V

TOTAL DEL INFORME 10 %
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Cronograma de Practicas de Laboratorio de Andlisis Hematoldgicos
Ciclo Escolar 2026-2027-1

No. FECHAS NOMBRE DE PRACTICA
SEMA

6 28 septiembre al 2 octubre Revision de evaluaciones ler periodo
Examen 51M5 y 51M7

7 5 al 9 octubre Cuenta Total de Leucocitos

8 12 al 16 octubre Caracteristicas morfoldgicas y tintoriales de los
Leucocitos.

9 19 al 23 octubre Cuenta diferencial de Leucocitos y sus
valores absolutos.

10 26 al 30 octubre Citologia Hematica (Férmula roja y blanca)

11 3y 4 noviembre EXAMEN vy revision de evaluaciones 20 periodo

17 14 a 28 diciembre EXTRAORDINARIO
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INDICE DE PRACTICAS

Nombre

Toma de muestra con diferentes Anticoagulantes

Tincién y caracteristicas morfolégicas de los eritrocitos

Determinacion de hemoglobina, hematocrito e indices

hematicos

Recuento de Reticulocitos y determinacion de Velocidad de

sedimentacion globular

EXAMEN PRACTICO A

Leucopoyesis y morfologia de los leucocitos

Cuenta total de Leucocitos

Cuenta diferencial

Citometria hematica

EXAMEN PRACTICO B

Reconocimiento de algunas caracteristicas
células inmaduras en sangre periférica.

Cuenta de plaquetas.

Tiempo de sangrado

Tiempo de coagulacion.

EXAMEN PRACTICO C

morfologicas de

Pagina

20

25

28

32

38

40

46

49
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PRACTICA NO. 1
TOMA DE MUESTRA CON DIFERENTES ANTICOAGULANTES.

APRENDIZAJE ESPERADO: Identifica los anticoagulantes de uso en el laboratorio clinico, de acuerdo
al estudio a realizar, como punto importante en la toma de muestra.

INTRODUCCION:

La sangre es una suspension de eritrocitos, leucocitos y plaquetas en un liquido de compleja composicion,
llamado plasma. Al impedirse el mecanismo de coagulacion sanguinea pueden separarse los elementos
formes de este liquido, el cual tiene un color paja claro. Cuando la sangre se coagula se obtiene otro
liquido al separar el coagulo formado, a este liquido se le llama suero, el cual es de composicion diferente
al plasma. La diferencia entre estos dos liquidos obtenidos de la sangre radica en su composicion, pues
al inhibir la coagulacién de la sangre se conserva el fibrinbgeno en el plasma, mientras que el suero
carece del mismo por su transformacion a filamentos insolubles de fibrina por la activacion de proteinas
coagulantes durante la hemostasia.

En condiciones naturales la sangre tiene la propiedad de coagular una vez que sale del cuerpo a través
de heridas, con el fin de propiciar la formacion de un coagulo formando un tap6n que impida los derrames
o salidas excesivas de sangre. Este tapon, se forma aproximadamente de 10-15 segundos del contacto
entre la sangre y el aire y es formado por un complejo sistema llamado cascada de coagulacion. En
condiciones de laboratorio, se consigue impedir el proceso de coagulacion incorporando, en la sangre
extraida mediante una venopuncién, una sustancia liquida o liofilizada llamada anticoagulante. Los
anticoagulantes son sustancias quimicas que impiden o retrasan la coagulacién de la sangre de manera
que facilitan ademas de la manipulacion, el fraccionamiento de la sangre y el andlisis de la muestra. Las
caracteristicas basicas de los anticoagulantes son:

No alterar el tamafio de los hematies

No producir hemdlisis

Evitar al maximo la agregacion plaquetaria
No alterar la morfologia de los leucocitos
Conservar la muestra

Los anticoagulantes mas comuinmente usados en la toma de muestras de sangre para distintos analisis
y técnicas de laboratorio son los siguientes:

1. EDTA

2. HEPARINA

3. CITRATO

4. Otros anticoagulantes con CITRATO: ACD, CPD, CPDA

Estos anticoagulantes se afiaden a los tubos donde se recolecta la sangre, y cada anticoagulante se
reconoce por el color de los tapones del tubo.
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Contenido de tubo Area de uso Inversiones

v ) | Hemocutivo Microbiologia 5 veces

Coagulacion (Tiempaos de
Citrato de sodio coagulacion fibrinogeno, 3 a4 veces
A ] agregacion plaquetaria)
m Gel separador Quimica clinica 5 veces
o

Quimica clinica, banco de
110 vece
sangre serologia
. Gel separador y trombina | Obtencidn de suero rapido S a B veces
Gel separador y heparina | .
d Quimica dlinica en plasma
de litio
Quimica clinica (urgencias)
Heparina de sodio/litio hematologia (fragalidad 8 a 10 veces
osmatica
. EDTA K Hematologla, banco de sangre | 8 a 10 veces
Gel separador y EDTA K Determinaciones de carga viral 8a 10 veces

3 y Quimica clinica, pruebas de &
Oxalato de Potasio/Nal F 8 veces
\ lactato y glucosa j

La tabla 1 nos muestra los principales anticoagulantes empleados en el laboratorio clinico con relacion al color del
tapon del tubo para su facil identificaciéon.

Instrumentos para recoleccion de muestra sanguinea.

Un flebotomista debe mantener buena salud e higiene personal, con su ropa, cabello y ufias.

Torniquete

Se emplea como barrera contra el flujo de sangre venosa, con el objetivo de visualizar una vena con
mayor facilidad. Puede ser una tira 0 manguera de latex, una correa de velcro o bandas ajustables. En la
actualidad existen una gran variedad de formas para los torniquetes, las cuales dan una mejor
presentacion, pero sobre todo mayor comodidad tanto para el paciente como para el flebotomista.
Solucién para la asepsia de la piel

La solucién aséptica mas comun es el alcohol isopropilico al 70%. Debe aplicarse con torundas

empapadas de esta solucion. Pueden emplearse también soluciones de etanol al 70% (ya no es
recomendable), cloruro de benzalconio (cloruro de zefiran) o soluciones antisépticas comerciales.
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Jeringas

Son sistemas integrados por un cilindro graduado en mililitros, un émbolo y una aguja con punta en un
solo extremo y una base para montarse en el cilindro de la jeringa (Figura No. 4). Las agujas para jeringa
son de toma Unica. Deben emplearse en la extraccién de sangre en pacientes pediatricos, geriatricos o
en caso de pacientes con venas fragiles o diminutas que no puedan resistir la presion negativa del sistema
al vacio.

Fig. No. 1 Jeringas.
Sistema al vacio

1. Agujas: Son estériles y presentan varias longitudes y anchos (calibre o apertura). Disefiadas para
encajar en el sistema de sujecién del tubo al vacio mediante una rosca. Son consideradas de
toma multiple por el capuchén de goma en el extremo posterior al bisel para impedir la salida de
sangre. Calibre para adultos: 21, longitud de 1 pulgada (2.4 cm). Ejemplos de agujas, son la aguja
Eclipse Blood Collection Needle (BD) y el dispositivo Vacu-Pro Venipuncture Needle Protection
Device (Concord Portex).

2. Dispositivo de sostén: Son bases plasticas disefiadas para sujetar las agujas, son desechables y
de uso unico, pero pueden limpiarse sumergiéndose en solucién de lavandina al 10%. Ejemplos:
sostén BD Pronto Quick Release Needle Holder, dispositivo Safety-Lok Needle Holder (BD) y Saf-
T Clic (Winfield Medical).

3. Tubos al vacio: Son de plastico o vidrio, contienen una cantidad preestablecida de un aditivo
sellado al vacio. El vacio corresponde al volumen indicado en la etiqueta. Por lo general estan
recubiertos con silicona para disminuir las posibilidades de hemdlisis. Estos tubos se manejan por
codigo de colores en el tapdn, el cual depende del aditivo que contiene en su interior, en la
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Tabla No. 1 se muestra el color del tapon y el aditivo que contienen los tubos mas empleados en
Hematologia.

4. Equipos de infusién alados (mariposas = butterflies) Dispositivos intravenosos que presentan una
aguja corta y una sonda delgada con alas plasticas adheribles. Pueden conectarse a los
dispositivos de sostén Vacutainer, jeringas o frascos para hemocultivo con adaptadores
especiales. Son empleados en la toma de muestra de nifios o0 pacientes internados dificiles de
extraerles sangre.

@ @ ——t

: ol
- Sr—e f'.-::l 88 .

goroose,
Lroose
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Fig. 2 Elementos empleados en los sistemas al vacio.

FUNDAMENTO:

Los resultados de un examen de laboratorio como toda prueba analitica consiste de tres etapas; pre
analitica, analitica y postanalitica, por lo tanto la etapa pre analitica es la de mayor importancia pues de
la calidad de la muestra, dependera el resultado final del examen realizado. Para que el resultado de un
examen sea idealmente significativo, el espécimen de sangre debe reflejar el estado fisiolégico del
paciente en el momento de la recoleccién. La exactitud y precisiéon de los datos de un laboratorio
dependen fundamentalmente de la calidad del espécimen

MATERIAL:

- Gradilla

- Tubos al vacio con diferentes anticoagulantes

- Tornigquete (ligadura)

- Agujas para toma multiple (Vacutainer)

- Soporte para el sistema Vacutainer

- Torundas de algodén humedecidas en isopropanol al 70 %
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DESARROLLO:

1. Obtencidn de sangre venosa con diferentes anticoagulantes

TRABAJO DEL ALUMNO:
1. Realizar la puncion venosa de acuerdo al procedimiento con sistema al vacio centrifugar los tubos

y observar las muestras obtenidas en los diferentes tubos con anticoagulantes o aditivos.

RESULTADOS: Registra en una tabla los esquemas de las muestras con diferentes anticoagulantes y
observa las fases.

Codigo de Tipo de Formula Cémoinhibe la | Muestra que Area de uso
color anticoagulante | quimica coagulaciéon se obtiene




INSTITUTO POLITECNICO NACIONAL \ P W
CENTRO DE ESTUDIOS CIENTIFICOS Y TECNOLOGICOS NO. 15

“DIODORO ANTUNEZ ECHEGARAY

INTERPRETACION DE RESULTADOS

CUESTIONARIO

1. ¢Cuédl es el orden para tomar muestra si vas a ocupar varios tubos?

2. ¢Porqué la cantidad de anticoagulante debe ser proporcional a la cantidad de sangre?

3. ¢Cual es la diferencia entre suero y plasma?

4. ¢Cudales son las muestras que se requieren para trabajar en el laboratorio de analisis
hematolégicos?

5. ¢Cuales son los componentes de la sangre total?

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS
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] ~ PRACTICANO. 2
TINCION Y CARACTERISTICAS MORFOLOGICAS DE LOS ERITROCITOS

APRENDIZAJE ESPERADO:

Describe las caracteristicas morfofisiol6gicas normales para la identificacion de las anormalidades de los
eritrocitos mediante técnicas de laboratorio

INTRODUCCION:

El frotis de sangre periférica es un examen para el diagnéstico hematolégico que conduce a imagenes
microscopicas, en las que se encuentran tres tipos de células en un individuo normal: leucocitos,
eritrocitos y plaquetas. Los eritrocitos representan alrededor del 45% del volumen de la sangre y la
variacion en su forma, tamafio y textura puede estar asociada a la presencia de diversas enfermedades.
Bajo el microscopio, los eritrocitos normales (normocitos) se pueden observar como estructuras altamente
circulares cuyo diametro oscila entre 7 y 9 um, con una palidez central que refleja su forma de disco
biconcavo. Cualquier variacion en estas caracteristicas debe considerarse anormal, pues podria indicar
la existencia de algun tipo de patologia, que puede ir desde Ulcera péptica y deficiencias patoldgicas y
renales, hasta diferentes tipos de cancer, entre muchas otras. Por esta razon, los expertos basan el
diagndstico hematoldgico en distintos aspectos morfolégicos de los eritrocitos.

Fig. 7 Eritrocitos

La deteccion de tales alteraciones morfologicas es de gran importancia en aplicaciones clinicas, pues
pueden indicar presencia de patologias que incluyen trastornos hereditarios, deficiencias hepéticas o
renales, diferentes tipos de anemias y hasta distintas formas de cancer, por ejemplo
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Fig. 8 Anormalidades de los eritrocitos

En caso de enfermedad se observan anormalidades morfologicas y se clasifican en 4 categorias:

a) Anormalidades en el tamafio (Anisocitosis): Son variaciones anormales en el
tamafio de los eritrocitos; es una caracteristica de la mayoria de las anemias.

e Macrocitos
e Microcitos
e Megalocitos
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b) Anormalidades en laforma (poiquilocitosis): Son variaciones en anormales en
la forma del eritrocito.
Esferocitos

Codocitos

Drepanocitos

Eliptocitos

Crenocitos 0 equinocitos
Acantocitos

Dacriocitos

Esquistocitos

Estomatocitos

Células en Diana o tiro al blanco
Rouleaux

o
~—

Variacién en el color: Los eritrocitos normales tienen un HCM de aproximadamente 30 pg. En
frotis tefiidos, el eritrocito tiene un area central de palidez de mas o menos la tercera parte del
didmetro de la célula. En ciertos trastornos las células llegan a contener menos hemoglobina de
lo normal. El Unico eritrocito que dispone de mas hemoglobina de lo normal en relacién con su
volumen es el esferocito.

Hipocromia

Hipercromia

Policromatofilia

Anisocromia

o
~

Inclusiones anormales en los eritrocitos:
Punteado Basobfilo

Anillos de Cabot

Cuerpos de Howell-Jolly

Cuerpos de Pappenheimer

Siderocitos

FUNDAMENTO:

Las células progenitoras de la serie roja que normalmente se encuentra en la médula 6sea, pero cuando
éstas pasan a sangre periférica antes de su maduracién en normocitos o hematies pueden sufrir ciertos
cambios en su morfologia, provocadas por ciertas patologias como leucemias, anemias u otras
alteraciones celulares.

MATERIAL:

- Gradilla

- Tubos al vacio con EDTA

- Torniquete (ligadura)

- Agujas para toma multiple (Vacutainer)

- Soporte para el sistema Vacutainer

- Torundas de algodén humedecidas en isopropanol al 70 %
- 10 portaobjetos

- Pipeta pasteur
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DESARROLLO:
Preparacion de frotis sanguineo por método del portaobjetos

1. Homogeneizar la muestra de sangre en forma manual (invertir el tubo de 6 a 8 veces) con agitador
mecanico dos minutos aproximadamente.

2. Con una pipeta Pasteur o con el tapén del tubo, colocar una pequefia gota de sangre
(aproximadamente 2 mm de diametro) sobre un portaobjetos limpio y seco a 1 cm de uno de sus
extremos.

3. Elextremo opuesto se sujeta con los dedos indice y pulgar de la mano izquierda.

4. Con la mano derecha se toma un segundo portaobjetos y se apoya en el primer portaobjetos por
delante de la gota de sangre; formando un angulo de 300 a 45°;
por capilaridad extender la gota de sangre por todo el borde del portaobjetos.

5. Deslizar el segundo portaobjetos suavemente y a velocidad moderada sobre el primer portaobjetos
en sentido longitudinal (adelante o hacia atras), hasta que la gota de sangre quede bien extendida
sobre la superficie del primer portaobjetos.

6. Elgrosor del frotis sanguineo depende del angulo entre los dos portaobjetos. Si el angulo es mayor
a 450, la extension sera gruesa 'y corta y si el angulo es menor a 450 sera larga y fina.

7. Dejar secar el frotis a temperatura ambiente y en posicidn horizontal.

N/ ) -

Fig. 9 Método para realizar frotis

Preparacion de frotis sanguineo por el método de los cubreobjetos

=

Tomar dos cubreobjetos limpios, sin grasa y secos.

2. Colocar una pequefia gota de sangre en el centro de un primer cubreobjetos y colocarlo sobre un
segundo cubreobjetos; de manera que las esquinas de los dos cubreobjetos formen una estrella
de 8 picos. No olvidar homogeneizar la muestra antes de tomar la gota de sangre.

3. Lagota de sangre se extendera uniforme y rapidamente sobre las dos superficies, formando una
capa fina entre ambos cubreobjetos.

4. Separar los cubreobjetos uno del otro en sentido opuesto con un movimiento firme, rapido y
paralelo a sus superficies.

5. Dejar secar los cubreobjetos con la extension hacia arriba, sobre un papel limpio.

NOTA: Si se trata de sangre capilar, el cubreobjetos no deberé tocar la piel del paciente y se debe

cuidar que la muestra no se coagule antes de separar los cubreobjetos.

10
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Fig. 9 Método para realizar frotis por el método de cubreobjeto

TRABAJO DEL ALUMNO:

1. Realizar la puncién venosa de acuerdo al procedimiento con sistema al vacio o
con jeringa.

2. Con las muestras de sangre obtenidas preparar frotis sanguineos con los métodos portaobjetos y
cubreobjetos.

3. Observar los frotis al microscopio (objetivos 10X, 40X y 100X), esquematizar y colorear las células
sanguineas identificadas.

4. Observar también un frotis tefiido previamente, para identificar y diferenciar las diferentes células
de la sangre

RESULTADOS: Esquematiza lo observado y cada una de las alteraciones morfolégicas revisadas.

INTERPRETACION DE RESULTADOS:

CUESTIONARIO:

1. Explica en qué patologias se presenta cada una de las alteraciones de los glébulos rojos antes
mencionadas.

2. Investiga qué otras alteraciones en los glébulos rojos existen.

3. Menciona otras causas no patolégicas que provoquen este tipo de alteraciones

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS
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PRACTICA NO. 3
DETERMINACION DE HEMOGLOBINA, HEMATOCRITO E INDICES HEMATICOS

APRENDIZAJES ESPERADOS.

Aplica las técnicas de la serie roja normal y patoldgica mediante la determinacién de los pardmetros
hematicos Hemoglobina y Hematocrito para coadyuvar en el diagnostico clinico.

INTRODUCCION.

Hemoglobina (Hb).

La Hb se mide en gramos por decilitro (g/dl ) y representa la cantidad de esta proteina por unidad de
volumen. Este parametro debe ser el Unico a emplear para definir si hay o no anemia, es decir, sélo si las
cifras de hemoglobina son inferiores a los valores normales puede asegurarse que existe anemia. Las
cifras “normales” o de “referencia” de la hemoglobina son variables y dependen de: edad, sexo, altura del
sitio de residencia, etcétera. A la altura de la Ciudad de México (2240 m sobre el nivel del mar), las cifras
inferiores normales de hemoglobina en adultos son 12.5g/dL, para mujeres y de 15.5g/dL, para varones.
Las cuantificaciones de Hb inferiores a las mencionadas permiten establecer el diagndstico de anemia.
Las cifras de hemoglobina superiores a 16.6g/dL para mujeres y 19.5g/dL para varones permiten
establecer diagndstico de eritrocitosis, a la altura de la Ciudad de México. El término de policitemia debe

reservarse para situaciones en las que ademas de eritrocitosis, hay leucocitosis o trombocitosis.
Hematocrito (Hct).

Se mide en porcentaje (%) y representa la proporcion de eritrocitos en el total de la sangre. Este parametro
no debe emplearse para establecer la existencia de anemia. Los valores normales del hematocrito
dependen también del sexo, la edad y altura del sitio de residencia. A nivel de la Ciudad de México, el

hematocrito de referencia oscila entre 46 y 56% para varones y entre 39 y 50% para mujeres.

12
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Numero de glébulos rojos (GR)

Se mide en millones por microlitro (millones/uL). Su valor normal depende también de los factores
sefalados para los otros dos parametros (Hb y Hct). Para la altura del altiplano mexicano, los valores de
referencia en adultos son: varones 5.0 a 6.3 millones/uL; mujeres 4.1 a 5.7 millones/yL. El empleo actual
de contadores de particulas por citometria de flujo permite calcular con gran exactitud este parametro
eritrocitico. Cuando no se cuenta con citbmetro de flujo para hacer la medicién del numero de GR, es
preferible no proporcionar este dato, dado el margen de error tan grande de la cuantificacion con métodos

manuales.
Indices eritrocitarios.

El volumen corpuscular medio (VCM), la hemoglobina corpuscular media (HbCM) y la concentracion de
hemoglobina corpuscular media (CHbCM) son los indices eritrocitarios. Estos se calculan para determinar
el tamafio y el contenido de Hb medios de los eritrocitos. Ademas de servir como un control de calidad,

los indices pueden usarse para diferenciar las anemias.
Volumen globular medio (VGM)

Se mide en femtolitros (fL) o micras cubicas. Este indice eritrocitico, medido directamente con citometria
de flujo, es de gran valor en el esclarecimiento de la causa de anemia. Los valores del VGM permiten
saber si una anemia es macrocitica (VGM mayor a los limites normales) o microcitica (VGM menor a los
limites normales, que a la altura de altiplano mexicano es 83 a 98 fL para varones y de 78 a 103fL para
mujeres). Mas del 80% de los casos de anemia en la Republica Mexicana estd dado por anemias
microciticas (VGM bajo), y de ellas, la mas frecuente es la anemia por deficiencia de hierro, si bien no se
deben olvidar las talasemias como causa de anemia microcitica. En algunas comunidades de la costa del
Golfo de México, hasta 15% de los habitantes es portador de talasemia, en la mayoria de los casos de
talasemia beta. Los valores de VGM, son habitualmente mas bajos en talasemia que en deficiencia de
hierro que en la talasemia. Las anemias que cursan con cifras anormales altas de VGM, también llamadas

megaloblastica (carencia de folatos o de vitamina B12), a mielodisplasias, anemia aplasica, etcétera.

13
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Hemoglobina corpuscular media (HCM)

Se expresa en picogramos (pg) Yy representa la cantidad promedio de hemoglobina en cada eritrocito. Los
citometros de flujo determinan este indice dividiendo la Hb entre el nimero de GR y multiplicando el
cociente por 10. En virtud de que este indice se calcula a partir de dos datos obtenidos directamente de
la citometria de flujo, se trata de un indice muy confiable. A la altura de la Ciudad de México, los valores
de referencia de la HCM son de 27 a 34 pg. Este indice debe ser el Unico que emplee para referirse a la
cantidad de hemoglobina contenida en cada eritrocitos, es decir, se hablara de hipocromia y normocromia
cuando el valor de HCM sea subnormal o normal, respectivamente. La asociacion de un valor subnormal
de HCM (hipocromia) con un valor subnormal de VGM (microcitosis), permite establecer la entidad de
microcitosis e hipocromia, que pueden acompafiarse o no de anemia. En la Republica Mexicana, la causa
mas frecuente de anemia microcitica hipocromica es la deficiencia de hierro, seguida de la talasemia, la
utilidad de HCM para estas consideraciones sélo es valida cuando la CH se ha llevado a cabo por medio
de citrometria de flujo; el HCM no es confiable cuando se emplean métodos manuales para su

determinacion.
Concentracion media de hemoglobina (CmHb)

Este indice eritrocitico, medido como porcentaje (%), se determina dividiendo la Hb multiplicada por 100
entre el Htc. Como el Htc es un parametro eritrocitico calculado a partir de GR y del VGM con los
citémetros de flujo, la CmHb es un dato de referencia menos Util e inexacto. Los valores de referencia de

CmHb son de 32 a 34% para varones y de 30 a 34% para mujeres (adultos en el altiplano mexicano).

La molécula de hemoglobina es una proteina conjugada. La hemoglobina es el componente principal de
los eritrocitos; su concentracion en ellos es de alrededor de 34 g/dL. Es un pigmento rojo con un peso

molecular de 68 000 daltons y actia como vehiculo para el transporte de oxigeno en el organismo.

MATERIAL EQUIPO.
- Tubos capilares - Microcentrifuga
- Gradilla paratubos de ensayo - Centrifuga
- Tubos de ensaye de 13x100mm - Espectrofotémetro
- Torundas con alcohol al 70% - Equipo vacutainer
- Ligadura
- Cénula metalica
- Tubo de Wintrobre

14
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- Pipeta Pasteur

- Papel absorbent REACTIVOS.
- Tubos al vacio con E.D.T.A
- Micropipeta - Reactivo de Drabkin
- Cubetas
FUNDAMENTO

1. Hemoglobina).

La hemoglobina de los glébulos rojos reacciona con el Ferricianuro de potasio (reactivo de Drabkin). El
ferricianuro oxida al hierro de la hemoglobina de ferroso (++) a férrico (+++) para formar la
metahemoglobina, la cual se combina con cianuro potasico resultando un pigmento estable; la
cianometahemoglobina (color rojizo). La intensidad de color es directamente proporcional a la

concentracion de hemoglobina presente en la muestra.
2. Hematocrito).

Cuando la sangre con anticoagulante es centrifugada por un tiempo establecido, los eritrocitos
sedimentan formando un paquete globular, mientras que en la parte superior queda el plasma; liquido
claro y ligeramente amarillento. El cociente entre el volumen de elementos formes y el volumen de

sangre total es lo que se denomina hematdcrito.

DESARROLLO:
1. Hemoglobinapor el método de Cianometahemoglobina

1. Obtener sangre por puncién venosa y colocarla en un tubo que contenga anticoagulante (E.
D. T. A)). Homogeneizar manualmente por inversion del tubo o en agitador mecénico.

2. Llenar la pipeta de Sahli con la sangre aforando hasta la marca de 20, equivalente a 0.02mL
(20 pL).

3. Limpiar el exceso de sangre de la pipeta.

4. Depositar la sangre en un tubo que contenga 5mL. de reactivo de Drabkin.

5. Homogeneizar mediante burbujeo con la pipeta de Sahli o por inversion del tubo.

15
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6. Dejar reposar 10 minutos a temperatura ambiente.
7. Leer a 540 nm, ajustando a cero con el blanco de reactivos.

8. Calcular la concentracion del problema mediante el uso de la formula siguiente:

M

Concentracion Hb = Abs.g x Concentracion del standar

VALORES DE REFERENCIA(HD):

Hombres: 15.5a19.5g/dL

Mujeres: 12.5 a 16.6g/dL

2. Hematdcrito
a) Macrométodo:

=

Obtener sangre venosa con anticoagulante. No olvidar homogeneizar el tubo de la muestra.

2. Con una canula metalica conectada a una jeringa 0 con una pipeta Pasteur; aspirar sangre
completa del tubo de muestra.

3. Llenar el tubo de Wintrobe comenzando desde el fondo, conforme se llena el tubo se va sacando

la canula, hasta la marca de 0 — 10 (evitar la formacién de burbujas durante el llenado).

Centrifugar 3000 r.p.m, durante 30 minutos.

Realizar la lectura del hematdcrito (columna de glébulos rojos), la franja blanca es de leucocitos
y no se toma en cuenta. Con la escala de abajo hacia arriba se determina el % de hematocrito;
cada subdivision en mm equivalen a 1%; por lo tanto 10 cm equivale a un 100%

as

b) Micrométodo:

Se obtiene sangre venosa o capilar.
Tomar un tubo capilar y llenar tres cuartas partes.
Sellar el tubo capilar en el extremo contrario al llenado; a la flama del mechero, girar el tubo capilar.

Centrifugar durante 10 minutos en la microcentrifuga (10,000 r.p.m.)

a c N

Al término de la centrifugacion; calcular el % de hematocrito por regla de 3 (figura 2) o en el lector

de microhematocrito (dispositivo de plastico con escala en porcentaje %).
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% partes
_LI )
Paso 1 Paso 2 Paso 3
— V — —

Sangre completa con Paso 1 Llenar dos tubos Paso 2 Limpiar la parte
anticoagulante capilares hasta las % externa del tubo capilar
(EDTA) partes con un torunda seca de Paso 3 Sellar los tubos capilares
algodsn del lado contrario del llenado con
la flama de un mecherq de
alcohol o mecheros Bufsen

Paso 5 Paso 4
4— € — plasma 4—
70mm

Leucocito &

sy | i
35mm plaguetas - ‘

Eritrocitos @
. o Paso 4 Centrifugar los tubos capilares a 10
] Paso 5. Calculo de Hematocrito 1y, capilar centrifugado 000r.p.m durante 10 minutos
Flg. 70mm * 100% 1
35mm —* X R= 50%
Hematocrito

VALORES DE REFERENCIA(Hto):

Hombres: 46 a 56%
Mujeres: 39 a 50%

3. Indices Eritrocitarios

Para poder calcular los indices eritrocitarios es importante conocer la cantidad de glébulos rojos por mm3
usando el valor del hematocrito, obtenido mediante la siguiente férmula:

No.GR/mm3 = Hto + 10% Hto x 100000

Volumen corpuscular medio.

El VCM es el volumen medio de los eritrocitos, expresado en femtolitros (fL), o sea 10%°L:

Hto%)

VeM =woor 10

Ejemplo.

VCM = 45X10/5 = 90fL
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Hemoglobina corpuscular media

La HbCM es el peso medio de la Hb en un eritrocito, expresado en picogramos (pg), o sea, 102 g:

H
HbhCM = _( i) x10
No.GR

Por ejemplo, sila Hb = 16 g/dL y el recuento de eritrocitos = 5,0 x 10*?/L

HbCM = 16x10/5 = 32pg.

Concentracion de hemoglobina corpuscular media

La CHbCM es la concentracién media de Hb en cada eritrocito. Las unidades usadas son gramos por

decilitro (antes se expresaba en porcentaje):

g

Hb(Z)
CHbCM = al x100
Hto(%)

Por ejemplo, sila Hb = 16 g/dL y el Hto = 48%,

CHbCM = 16X100/48 = 33.3g/dL

VALORES DE REFERENCIA (indices hematicos):
VCM: de 83 a 98 fL en hombres y de 78 a 103 fL en mujeres
HCM: 27 a 34pg.

CmHb: de 32 a 34% en hombres y de 30 a 34% en mujeres

Los valores de las células normocrémicas varian de 32 a 37 g/dL, los de las células hipocromicas son
menores de 32 g/dL y los de las células hipercromicas son mayores que 37 g/dL. Los eritrocitos

hipocromicos se encuentran en las talasemias y en la deficiencia de hierro.
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TRABAJO DEL ALUMNO.

1. Procesar la muestra del paciente de acuerdo a la metodologia establecida.

2. Determinar la concentracion de hemoglobina del paciente en g/100mL mediante la formula.

3. Promediar los resultados de la concentracion de hemoglobina obtenidos para hombres y mujeres
del grupo.

Realizar macro y microhematocrito.

Calcular los valores del micro hematocrito por los diferentes dispositivos.

Calcular por medio del hematocrito la cantidad de glébulos rojos del paciente.

Con los datos obtenidos de hemoglobina y de glébulos rojos calcular los indices Hemaéticos
Realizar una tabla de resultados por grupo.

© N O s

RESULTADOS

INTERPRETACION DE RESULTADOS

CUESTIONARIO

1. ¢Cudles la utilidad de la hemoglobina y el hematocrito en el diagnéstico clinico?

2. La hemoglobina se combina con el oxigeno para formar oxihemoglobina, ¢Es ésta reaccion
facilmente reversible?

3. Menciona la composicién quimica del reactivo de Drabkin?

4. En la determinacion del hematocrito, mencione las ventajas y desventajas del macrométodo con
respecto al micrométodo.

5. De los dispositivos para calcular el % de hematocrito, ¢ Cuél consideras que sea el mas confiable
y por qué?

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS.
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PRACTICA NO. 4
RECUENTO DE RETICULOCITOS Y DETERMINACION DE VELOCIDAD DE
SEDIMENTACION GLOBULAR

APRENDIZAJE ESPERADO:

Aplica las técnicas para determinar Reticulocitos y VSG como indicadores de enfermedad.

FUNDAMENTO:

1. EIRNA residual de los hematies inmaduros (reticulocitos) es precipitado y tefiido con una tincion
supravital de azul de cresil brillante, lo cual permite identificarlos. Se preparan las extensiones y
se cuentan las células que contienen precipitados (reticulares) tefiidos. Los resultados se
expresan en porcentajes de los reticulocitos examinados y en cifras absolutas por milimetro
cubico.

2. La velocidad de sedimentacién globular (VSG) constituye una medida indirecta del grado de
inflamacién presente en el organismo. La prueba esta midiendo en realidad la velocidad de caida
(sedimentacion) de los eritrocitos o hematies (glébulos rojos) de la sangre en un tubo de ensayo
largo y estrecho

INTRODUCCION:

Los reticulocitos son eritrocitos jévenes anucleados, pero que contienen RNA residual y mitocondrias en
el citoplasma. El RNA residual le da un tinte azuloso con la tincién. La célula puede describirse en forma
mas apropiada como un eritrocito policromatdfilo. Los reticulocitos son algo mas grandes que el eritrocito
maduro y constituyen alrededor del 1% de los glébulos rojos circulantes. Estas células pueden ser
identificadas por su reaccién con los colorantes supravitales, azul de metileno o azul de cresil brillante.
Con este método los reticulocitos son identificados por la presencia de inclusiones azul purpura. Los
reticulocitos suelen permanecer de 2 a 3 dias en la médula 6sea y un dia adicional en la sangre periférica
antes de convertirse en eritrocitos maduros. La cuenta de reticulocitos en la sangre periférica indica el
grado de eficacia de la actividad en la médula 6sea y es una de las pruebas de laboratorio mas eficaces
en relacion con el costo dentro de la clasificacion de la fisiopatologia de la anemia. En la persona sana
de edad avanzada parece disminuir el periodo de vida del eritrocito.

Esto se compensa por una médula 6sea activa, de tal modo que la hemoglobina y el hematdcrito
permanecen dentro de los limites de referencia de otros adultos. No obstante, hay una ligera reticulocitosis
gue refleja el aumento en la produccién de eritrocitos. EI nUmero de reticulocitos se expresa como
porcentaje del nimero total de eritrocitos contados. Pueden producirse interpretaciones erréneas cuando
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solo se informa el porcentaje de reticulocitos presentes en la sangre periférica, ya que estos resultados
dependen del nimero total de eritrocitos presentes en la sangre periférica.

Si la cifra total de eritrocitos esté disminuida, el porcentaje de reticulocitos no refleja de manera precisa la
produccion de nuevos eritrocitos por la médula 6sea

Por otro lado, cuando se deja reposar sangre que tiene anticoagulante, los eritrocitos se aglutinan
formando cilindros de células llamadas pilas, y luego se sedimentan. La velocidad con la que ocurre ésta
se llama Velocidad de Sedimentacion Globular. La velocidad de este proceso depende de varios factores,
los més importantes son la velocidad a la cual se forman las pilas y su tamafio; este a su vez depende
del fibrinbgeno plasmatico y las globulinas. No todas las muestras de sangre sedimentan con la misma
velocidad, en este proceso, intervienen otros factores, como por ejemplo la viscosidad, la carga iénica de
los hematies, elementos lipidicos, etc.

Las muestras de sangre que sedimentan con rapidez presentan conglomerados de hematies en forma de
pilas de monedas que se unen luego a otros conglomerados semejantes. En cambio, la sangre que se
sedimentan con lentitud presentan algunos conglomerados semejantes, pero la mayor parte de los
glébulos rojos permanecen formando paquetes aislados e irregulares.

De acuerdo con Barcells-Gorina, el valor diagnéstico de la eritrosedimentacion reside en los siguientes
fundamentos:

a) Indice de la intensidad de un proceso patologico.

b) Elcolor de la columna de plasma puede demostrar la existencia de una hiperbilirrubinemia cuando
aun la ictericia no es manifiesta.

c) Elaspecto lechoso permite detectar una hiperlipemia.

Desde luego, la eritrosedimentacion presenta limitaciones porque es inespecifica, tiene un caracter en
general tardio y es inconstante. Existen varios sistemas para medir la VSG, como son los de aspiracién
neumatica de la sangre y cierres herméticos de la parte inferior y superior.

Los métodos mas empleados para la determinacion de la VSG en el laboratorios son el de Wintrobe, el
de Westergen y el micrométodo.

MATERIAL.: EQUIPO:
- Gradilla
- Tubos al vacio con EDTA Microscopio

- Torniquete (ligadura)

- Agujas para toma multiple (Vacutainer)

- Soporte para el sistema Vacutainer

- Torundas de algodén humedecidas en isopropanol al 70 %
- 4 portaobjetos

- Pipeta pasteur

- Tubos de ensayo de 10 x 75 mm

- Pipetas Pasteur con bulbo de hule

- Portaobjetos

- Puentes de vidrio para tincién

- Solucion colorante de nuevo azul de metileno
- Solucion de azul de cresil brillante
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- Tubo de wintrobe
- Gradilla de sedimentacion
- Canula metélica

DESARROLLO:
1. RETICULOCITOS

1. Colocar en un tubo de ensaye limpio y seco 12 gotas de sangre y 12 gotas de colorante azul de
cresil brillante o colorante nuevo azul de metileno.

2. Mezclar e incubar durante 10 a 15 minutos a bafio maria a 37°C.

3. Decantar el sobrenadante (aproximadamente la mitad del mismo).

4. Con el sobrenadante obtenido, mezclar y realizar frotis (procurar que el frotis no sea tan grueso ni
tan delgado)

5. Enfocar el microscopio a 10X, 40X y 100X (objetivo de inmersion, en este Gltimo contar el nUmero
de reticulocitos encontrados en 1000 eritrocitos (aproximadamente en 5 campos donde se
observen reticulocitos).

6. Mediante una proporcion directa calcular el porcentaje de reticulocitos en 1000 eritrocitos como
se indica a continuacion:

No.reticulocitos x 100

% Reticulocitos = 1000 eritrocitos

Correccion de la Cuenta de Reticulocitos cuando hay Anemia:

% Reticulocitos x hematocrito del paciente

hematocrito promedio Hombre o Mujer

Cuenta absoluta de reticulocitos /mm3 = No.reticulocitos x No. Globulos rojos/mm3

Fig. 1 Reticulocitos
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VALORES DE REFERENCIA:
Adultos: 0.5 a 1.5%
Recién nacidos: 2.5 a 6.0%

2. VSG

1. Se recoge la sangre con EDTA como anticoagulante en el tubo de hemdlisis mezclado
suavemente.

. Con la ayuda de la canula metalica o pipeta Pasteur llenar el tubo de Wintrobe

hasta la marca 0-10, evitando la formacién de burbujas.

Colocar en la gradilla de sedimentacion verticalmente durante 1 hora.

Medir la Velocidad de Sedimentacién Globular después de 1 hora (observar la

lectura cada 15 minutos).

N

P w

Fig. 2 Gradilla de sedimentacién y tubo wintrobe

VALORES DE REFERENCIA:
Hombres 0 a 7 mm/hora
Mujeres 0 a 15 mm/hora
Nifios 0 a 15 mm/hora

TRABAJO ADESARROLLAR POR EL ALUMNO:

Realizar la determinacién de VSG por el método macro y micrométodo.

Realizar un cuadro con los resultados de los equipos e interpretarlo.

Mientras se mide la VSG

Realizar frotis y tincién para identificar con claridad la morfologia de los reticulocitos.

PR
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5. Identificar los reticulocitos en el microscopio

6. Realizar esquemas de los mismos.

7. Realizar el correcto conteo de los reticulocitos.

8. Realizar los céalculos correspondientes.
RESULTADOS:

ANALISIS DE RESULTADOS:

CUESTIONARIO:

Mencione otros métodos de laboratorio para el recuento de reticulocitos.

¢, Qué importancia tiene el recuento de reticulocitos en el diagnéstico clinico?

¢, Qué otros colorantes se pueden utilizar para la tincién de reticulocitos?

¢, Cudles fueron las dificultades que encontraste en el desarrollo de esta prueba?
¢, Qué importancia tiene la determinacion de la VSG para el diagndéstico clinico?
¢, Qué ventajas y desventajas tiene el método utilizado con otros métodos?
Mencione los factores que puedan alterar los resultados.

Mencione las patologias en que se encuentra alterada la VSG

NGk~ wWN R
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PRACTICA No. 5
LEUCOPOYESIS Y MORFOLOGIA DE LEUCOCITOS

APRENDIZAJE ESPERADO

Describe los 6rganos leucopoyéticos y linfopoyéticos, asi como el proceso de leucopoyesis mediante
preparaciones fijas de médula 6sea y sangre periférica auxiliar en el diagndéstico.

INTRODUCCION.

La leucopoyesis, o desarrollo de leucocitos, con excepcion de los linfocitos, se produce en el mismo lugar
de la eritropoyesis. Estos sitios cambian a lo largo de la vida, comenzando en el saco vitelino del
mesénquima, seguido del bazo y el higado, y por ultimo la médula ésea. La leucopoyesis es el proceso
general de formacién de los leucocitos. Incluye a la granulopoyesis y la agranulopoyesis. El primer término
se refiere a la produccion de granulocitos que da origen a todas las células de la linea granulocitica
(neutrdfilos, eosindfilos y basoéfilos), mientras que el segundo, a la generacion de los agranulocitos
(monocitos y linfocitos).

Otra caracteristica importante en lo morfologia de los leucocitos es la coloraciéon, dentro de los leucocitos
granulosos; los que tienen granulos especificos que se tifien avidamente con colorantes acidos, se llaman
leucocitos granulosos acidoéfilos ya que la resina es el colorante que suele emplearse.

Los que tienen granulos que se tifien intensamente con colorantes basicos se llaman leucocitos
granulosos basdfilos o sencillamente basofilos.

GRANULOCITOS | AGRANULOCITOS
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Fig. 1. Clasificacién de leucocitos.
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A partir de un frotis sanguineo tefiido puede observarse la morfologia y el nimero de leucocitos. La
extensién sanguinea, una vez seca, debe someterse a un proceso de fijacién para poder ser tefida
mediante el colorante de eleccion. Este paso es omitido cuando se emplea la tincion de Wright, pues el
colorante ya contiene un fijador a diferencia de otros colorantes. La fijacion tiene lugar en el primer minuto
cuando se aplica un colorante sin diluir. Con los colorantes acuosos hay que emplear agentes quimicos
o calor antes de la aplicacién del colorante. La mayoria de los colorantes son compuestos organicos que
tienen alguna afinidad especifica por los materiales celulares. Muchos colorantes utilizados con frecuencia
son moléculas cargadas positivamente (cationes) o negativamente (aniones).

» Colorantes &cidos: Son moléculas cargadas negativamente (aniones) y se combinan con los
constituyentes celulares cargados positivamente, tales como las proteinas. También son llamados
basofilos, el ejemplo méas comun es la eosina.

* Colorantes basicos: Son compuestos catidnicos con afinidad por los constituyentes celulares cargados
negativamente, tales como los acidos nucleicos y los polisacéaridos acidos; a estos colorantes también se
les conoce como aciddfilos. Ejemplo de colorantes acidofilos son el azul de metileno.

* Colorantes policromaticos: Tradicionalmente, las tinciones se han logrado mediante el uso de colorantes
gue con frecuencia derivan de la anilina (tinciones tradicionales o clasicas). Los colorantes policromaticos
son el resultado de la combinacién de un colorante basico (azul de metileno) y un colorante acido (eosina),
que, al reaccionar entre si, generan

FUNDAMENTO

Los colorantes tipo Romanowsky estan formados por Azul de Metileno y sus derivados oxidados,
colorantes basicos, y el colorante acido Eosina. Los colorantes basicos se unen a los componentes
acidos de las células, acidos nucleicos, granulos en neutrdfilos y proteinas acidas que se tifien de un
color rojo purpura mas o menos intenso, mientras que la eosina se une a la hemoglobina, componentes
basicos de las estructuras celulares y los granulos de los eosindfilos.

MATERIAL, EQUIPO Y REACTIVOS

Material de laboratorio Equipo

1 pipeta pasteur con bulbo Microscopio

10 portaobjetos Contador mecéanico

Gradilla Reactivos

Puente de tincion Colorante de Wright

Equipo vacutainer/agujas Torundas con alcohol al 70%
Gradilla Aceite de inmersion
Ligadura o tubo latex Solucion Buffer de fosfatos
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DESARROLLO:

Tincién de Wright

Hacer un frotis sanguineo.

Colocarlo sobre el puente de tincion.

Al frotis se le agrega colorante de Wright cubriendo toda la extension.

Inmediatamente después se le agrega el buffer, dejando reposar de 5 a 10 minutos. También se
puede agregar los reactivos por separado, primero el colorante de Wright durante 10 minutos,
cubriendo totalmente la extensién y posteriormente la solucién buffer durante 8 minutos. El tiempo
para la tincion va a depender de la madurez del colorante, entre mas maduro menor es el tiempo
de tincion.

Con la pipeta Pasteur soplar a la muestra para mezclar el colorante de Wright y la solucién buffer
Lavar a chorro de agua procurando no dafar la pelicula de sangre.

Dejar secar el frotis tefiido a temperatura ambiente limpiando el excedente de colorante de la parte
posterior con una torunda de alcohol.

8. Enfocar con el objetivo de 10X y 40X observar al microscopio con el objetivo de inmersion (100X).

PR

Noo

Trabajo a desarrollar por el alumno

1. Realizar un Frotis sanguineo y tefiirlo con el colorante de Wright.

2. Observar el Frotis al microscopio a 10X, 40X y 100X.

3. ldentificar las caracteristicas morfolégicas y tintoriales de los leucocitos

4. Hacer esquemas de los 5 tipos de leucocitos y reportar las caracteristicas tintoriales de cada
uno

5. Asimismo identificar las demas células presentes en el frotis.

RESULTADOS

CUESTIONARIO

1. Menciona las caracteristicas tintoriales que presentan los leucocitos al tefiirlos con colorante de
Wright.

2. Menciona la composicion del colorante de Wright

3. Menciona otros ejemplos de tinciones del tipo Romanowsky

4. Define el concepto de basdfilo y acidofilo

5. Menciona la afinidad de los estructuras celulares de los leucocitos con los colorantes que

componen el colorante de Wright
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PRACTICA No.6
CUENTA DIFERENCIAL Y VALORES ABSOLUTOS DE LEUCOCITOS

APRENDIZAJE ESPERADO

Analiza los pardmetros de la serie blanca bajo los lineamientos de control de calidad y las buenas practicas
de laboratorio, para coadyuvar el diagnéstico clinico manteniendo la bioseguridad en el laboratorio clinico.

INTRODUCCION

La morfologia de las células sanguineas es el complemento de la biometria hematica. Solo a través de
un examen cuidadoso de un frotis sanguineo se pueden obtener indicios adicionales de la naturaleza de
una anemia, una leucemia u otra patologia, asi como cambios en la forma y caracteristicas de tincion de
los eritrocitos y leucocitos. El recuento diferencial puede definirse como un estudio cualitativo de los
eritrocitos, plaguetas y leucocitos de cada tipo: polimorfonucleares, linfocitos y monaocitos, junto a un
estudio de la edad y anomalias morfol6gicas de los mismos. Otra definicion sencilla de lo que es una
cuenta diferencial es: expresar en porcentajes las cantidades de cada tipo de leucocitos presentes en la
sangre; por lo tanto se puede considerar como un analisis cuantitativo y cualitativo simultdneamente.
Cuando se realiza una cuenta diferencial manual se debe tomar en cuenta lo siguiente:

a) Contar como minimo 100 células, lo ideal seria realizar una cuenta de 200 células, sin embargo,
por la optimizacion de tiempo 100 células es un niamero aceptable. La cantidad de células a contar
puede variar dependiendo de la cantidad absoluta de leucocitos, del criterio y habilidad del
analista, tomando en cuenta que entre menos células se cuentan, el error aumenta y entre mas
células sean contadas, el error disminuye. Por ejemplo, si se tiene una cuenta absoluta de <3000
leucocitos/pL seria preferible hacer una cuenta diferencial en 50 leucocitos, pero si por el contrario,
se tiene una cuenta absoluta de més de 100 x 103 leucocitos/uL, la cuenta diferencial podria
aplicar hasta en 500 leucocitos.

b) Los distintos tipos de leucocitos (monocitos, linfocitos 0 PMN) deben reportarse en porcentajes
relativos. Las células inmaduras también deben reportarse.

c) La presencia de eritroblastos puede generar interferencia en la cuenta total de leucocitos, por lo
cual su cuantificacion debe ser independiente de la cuenta diferencial y se debe mencionar el
porcentaje de eritroblastos en el reporte de la cuenta diferencial.

d) Observar la morfologia de los leucocitos para identificar cualquier anomalia
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FUNDAMENTO

La cuenta diferencial se basa en la tincibn de Wright, debido a que la eosina y el azul de metileno
reaccionan a los cambios de pH de los distintos componentes celulares, los que poseen caracter basico
fijan en mayor medida la eosina (colorante &cido), mientras que los que poseen caracter acido fijan mejor
el azul de metileno (colorante basico) y nos dan una gama de colores en las células heméticas que
permiten clasificar a los leucocitos polimorfonucleares con base a sus propiedades tintoriales en
neutréfilos, eosindfilos y basdfilos; diferenciar a los mononucleares (monocitos y linfocitos) por la
coloracién de su citoplasma y ademas permiten observar con mayor facilidad las anormalidades
morfoldgicas en los mismos.

MATERIAL, EQUIPO Y REACTIVOS

Material de laboratorio Equipo

1 pipeta pasteur con bulbo Microscopio

10 portaobjetos Contador mecanico

Gradilla Reactivos

Puente de tincion Colorante de Wright

Equipo vacutainer/agujas Torundas con alcohol al 70%
Gradilla Aceite de inmersion
Ligadura o tubo latex Solucion Buffer de fosfatos

PROCEDIMIENTO

1. Hacer un frotis sanguineo inmediatamente después de tomar la muestra, porque los anticoagulantes
tienden a alterar la morfologia de las células o de preferencia con la sangre sin anticoagulante que queda
en la jeringa.

2. Colocar el frotis sobre el puente de tincién. Agregar colorante de Wright cubriendo toda la extension;
inmediatamente después se le agrega el buffer, dejando reposar de 5 a 10 minutos.

3. También se pueden agregar los reactivos por separado, primero el colorante de Wright durante 10
minutos, cubriendo totalmente la extension y posteriormente la solucién buffer durante 8 minutos.

4. Con la pipeta Pasteur soplar a la muestra para mezclar el colorante de Wright y la solucién buffer.

5. Enjuagar a chorro de agua procurando no dafiar la pelicula de sangre.

6. Dejar secar el frotis tefiido a temperatura ambiente limpiando el excedente de colorante de la parte
posterior con una torunda de alcohol.

7. Enfocar con el objetivo de 10X y observar al microscopio con el objetivo de inmersion (100X). Realizar
el conteo de los diferentes leucocitos en el centro del frotis y con desplazamientos en forma de greca.
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Fig. 1 Patrén a seguir para realizar la cuenta diferencial en un frotis.
La cuenta diferencial se hace de este modo con el objeto de incluir las areas central y periférica del frotis

8. Los diferentes leucocitos se van registrando en el contador manual, hasta contar 100 células.

Como la cuenta diferencial tiene un valor relativo es necesario también reportar la cuenta diferencial en
valores absolutos, para poder apreciar una patologia real en la cantidad de cada tipo leucocitario. Para
obtener los valores absolutos se emplea la siguiente formula:

leucocitos
Valor absoluto en mm3 = Cuenta total de oo ¥ % del tipo de leucocito
Agranulocitos Granulocitos
Linfocitos Monocitos Eosindfilos  Basofilos  Neutrdfilos
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Fig. 2. Morfologia de los leucocitos
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Valores de referencia

Tipo de leucocito Porcentaje (%) Valores absolutos x pL de sangre

Linfocitos 18 a 45 1000 - 4200

Monocitos 3al0 100 - 800

Eosinofilos la4d 100 - 200

Basofilos Oal <100

Neutrdfilos totales 50a 70 1500 - 7000

Neutrofilos segmentados 45 a 65 2000 - 6000

Neutrdfilos en banda o cayados 2a7 100 - 800

Trabajo a desarrollar por el alumno

1. Hacer la cuenta diferencial de su frotis y realizar los célculos necesarios para obtener los valores
absolutos de su muestra.

2. Hacer esquema de las diferentes formas de leucocitos encontrados.

3. Observar las caracteristicas morfolégicas de los eritrocitos en cuanto a forma y tamafio.

4. Anota el nombre, funciény 3 caracteristicas de los leucocitos observados.

RESULTADOS

CUESTIONARIO

=

¢ Cuales son las diferencias entre un monocito y un linfocito?

2. Defina los conceptos que muestran las alteraciones de valores absolutos de los leucocitos,
leucocitosis y leucopenia, linfocitosis y linfopenia, etc.

3. Escriba al menos dos ejemplos de patologias en donde se encuentren cifras bajas y altas de

leucocitos?

¢ Qué es una desviacion a la izquierda en una cuenta diferencial?

¢Dénde se reproducen los linfocitos T y B?

¢ Qué diferencias hay entre un neutréfilo segmentado y un eosindéfilo?

o gk
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PRACTICA No. 7
CUENTA TOTAL DE LEUCOCITOS

APRENDIZAJE ESPERADO

Analiza los pardmetros de la serie blanca bajo los lineamientos de control de calidad y las buenas
practicas de laboratorio, para coadyuvar el diagnéstico clinico manteniendo la bioseguridad en el
laboratorio clinico.

Aprendizajes esperados.

Analiza los parametros de la serie blanca bajo los lineamientos de control de calidad y las buenas
practicas de laboratorio, para coadyuvar el diagnéstico clinico manteniendo la bioseguridad en el
laboratorio clinico.

INTRODUCCION.

El término leucocito incluye todas las células blancas de la sangre y sus precursores de los 6rganos
productores, células mielociticas (granulociticas). Quimicamente, los leucocitos se componen de agua
(82%), fosfolipidos, nucleoproteinas, glucégeno, acido lactico, fosfatasa alcalina y otras enzimas,
histamina y pequefias cantidades de sodio, potasio, zinc, magnesio, calcio y cloro, fésforo inorganico y
bicarbonato.

Los leucocitos pueden contarse en forma visual mediante el empleo de un microscopio, un hemocitémetro
y una pipeta de Thoma. La técnica es similar a la del recuento de eritrocitos, pero la dilucién tipica es de
1:20 y el diluyente esta formado por acido acético que provoca la lisis de los eritrocitos; El nUmero de total
de leucocitos entre 4500 a 11500/uL. El recuento visual de leucocitos.

ha sido reemplazado en gran medida por equipos automatizados de hematologia, pero es exacto y Gtil en
situaciones en que no se dispone de esta automatizacion.

La disminucién en el recuento de leucocitos (menos de 4500/uL se denomina leucopenia y el aumento
del recuento (mas de 11500/uL) se llama leucocitosis.

Hay muchas causas de leucocitosis: Infecciones agudas, intoxicaciones metabdlicas (uremia, acidosis,
toxemia gravidica, gota aguda) y otras (envenenamiento por quimicos o venenos (mercurio, veneno de
aracnidos y adrenalina); hemorragia aguda, hemdlisis aguda, leucemias cronicas (leucemias agudas,
policitemia vera), necrosis tisular( infarto de miocardio, necrosis de tumores, quemaduras, gangrena y
necrosis bacteriana) y condiciones fisioldgicas ( Ejercicio, tensibn emocional, trabajo de parto y
menstruacion).
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Dentro de leucopenias pueden sefialarse las infecciones bacteriana (septicemia, tuberculosis miliar,
tifoidea, brucelosis, tularemia); infecciones virales (mononucleosis infecciosa, hepatitis, influenza,
parotiditis, psitacosis); infecciones por rickettsias (tifo) y otras infecciones (paludismo, kala-azar). Algunos
medicamentos pueden originar también leucopenia (sulfonamidas, antibiéticos, anlagésicos,
mielosupresores, arsenicales, farmacos antitiroideo), asi como las radiaciones ionizantes, algunos
padecimientos hematolégicos como la anemia perniciosa, ciertas leucemias agudas, la aplasia medular,
el hiperesplenismo, la enfermedad de Gacher y el sindrome de Feltry, etcétera.

El hemocitdbmetro (Camara de Neubauer)

La camara de Neubauer esta hecha de vidrio Optico especial de precision, es de base rectangular y
gruesa. En el tercio medio se hallan cuatro ranuras longitudinales y la superficie del puente central es mas
profunda que los dos puentes exteriores. En el puente central (fondo de la cAmara) estan grabadas las
redes de conteo.

<
;
¢
¢

Fig. 1 Camara de Neubauer
Pipeta de Thoma para leucocitos

La pipeta de Thoma para leucocitos consiste en un tubo capilar graduado cuyas divisiones estan

separadas por un volumen de 0.5, 1y 11. Tiene una ampolla para mezclar que contiene una perla blanca

de vidrio.
_— 3 == -
\~- 'd
05 1 11

Fig. 2 Pipeta de Thoma
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FUNDAMENTO.

La muestra de sangre se diluye en solucién de acido acético y violeta de genciana. La solucion hipoténica
de acido acético destruye a los eritrocitos. El violeta de genciana permite reconocer facilmente el liquido
y observar mejor los glébulos blancos, a los que tifie ligeramente

MATERIAL EQUIPO.
+ Pipeta de Thoma para leucocitos + Microscopio
% Gradilla para tubos de ensayo % Agitador para pipetas de Thoma para
< Torundas con alcohol al 70% leucocitos
< Ligadura « Contador manual 0 mecanico
< Papel absorbente < Equipo vacutainer
<% Tubos al vacio con E.D.T.A < Hemocitometro (Camara de Neubauer
REACTIVOS.
Liquido de Turk

PROCEDIMIENTO

1. Unavez obtenida la muestra de sangre con anticoagulante E.D.T.A mezclar durante 2 minutos
aproximadamente.

2. Con la boquilla de la manguera de hule conectada a la pipeta de Thoma, introducir el extremo
libre de la pipeta en el tubo de sangre y aspirar la sangre hasta la marcada 0.5 (50 uL). Evitar
la formacién de burbujas en el interior de la pipeta.

3. Limpiar el exceso de sangre en la superficie exterior de la pipeta con gasa o papel absorbente,
el volumen de sangre debe permanecer en la marca 0.5. Si el volumen de sangre esta por
arriba de la marca 0.5; eliminar el exceso por contacto con la gasa o papel absorbente.

4. Con el extremo libre de la pipeta casi vertical; dentro del contenedor del liquido de Turk y
aspirar lentamente hasta que alcance la marca 11. Dilucion 1:20. Evitar la formacién de
burbujas.

5. Homogeneizar durante 2 minutos manualmente o en agitador mecanico para homogeneizar
la dilucion y completar la hemodlisis de los glébulos rojos.

6. Limpiar la cAmara de recuento y el cubrehematimetro con un pafio limpio que no deje pelusa.
Puede utilizar etanol al 96%.

7. Colocar cuidadosamente el cubrehematimetro sobre la cuadricula de la cAmara quedando
preparada para colocar la muestra.

8. Desconectar la pipeta de la tuberia de hule y con el dedo indice obstruir el extremo superior
de la pipeta para evitar la salida de la dilucion.

9. Desechar las cuatro primeras gotas del contenido de la pipeta en papel absorbente.
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10. Colocar el extremo inferior de la pipeta sobre el borde del area cuadriculada de la cAmara;
permitir el descenso de la dilucién hasta llenar exactamente la camara de Neubauer. Evitar mover
el cubrehematimetro.

Fig. 3 Llenado de pipeta Thoma

11. Dejar en reposo la camara por 1 minuto para permitir que los leucocitos se sedimenten.

12. Colocar la camara sobre la platina y enfocar con el objetivo de bajo poder (10 X); los pequefios
puntos oscuros corresponden a los glébulos blancos.

13. Identificar en la cAmara los cuatro cuadrantes donde se debera realizar el conteo de leucocitos;
comenzar con el cuadro superior izquierdo, hasta terminar con el cuadrante inferior derecho.
Si hay células que lindan con los bordes exteriores del cuadro grande se cuentan las células
gue toquen la linea de en medio pero solamente en dos de los lados.

ST
I

Fig. 4 Cuadrantes para la cuenta de Leucocitos
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Fig. 5 Forma correcta de hacer el conteo

14. Calcule el nimero de leucocitos por milimetro cubico como se indica a continuacion.
No.GBx20x10
No. Globulos blancos mm3 = — =
0 bien No.GB X 50

Donde:

No. GB: Cantidad de leucocitos en los 4 cuadros

20: Titulo de la dilucién
10: Correccion de profundidad de la camara para llevar a 1mm3
4: Numero de cuadros contados

Valores de referencia

Adultos: 4500 a 11000 X mm?

Trabajo a desarrollar por el alumno
1. Realiza el procedimiento para el conteo de leucocitos en cAmara de Neubauer.

2. Realizar los célculos correspondientes.
3. Elaborar unatabla por grupo de los resultados de cada equipo.
4. Interpretar el resultado obtenido.
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RESULTADOS

INTERPRETACION DE RESULTADOS.

CUESTIONARIO.

Mencione la importancia que tiene el recuento de leucocitos en el diagndstico clinico.
Escriba casos donde hay leucopenia.

Mencione otros métodos de laboratorio para el recuento de leucocitos

¢,Cual es la funcion del 4cido acético en el liquido de turk?

¢ Por qué se eliminan 3 o0 4 gotas de la pipeta de Thoma de leucocitos?

A S

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS
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PRACTICA No. 8

CITOMETRIA Y HEMOGRAMA
APRENDIZAJE ESPERADO

Realiza la Citologia Hematica en base a la metodologia establecida.

INTRODUCCION

El resultado del analisis hematolégico que forma lo que llamamos Biometria Hematica (BH),
Hemograma o Citometria Hematica, es una parte esencial de la descripcion clinica de casi todas las
enfermedades. Un ndmero, una distribucién normal de las células y una concentracion de
hemoglobina normal en la sangre tienen tanta importancia como constantes fisiologicas para poder
diagnosticar una posible enfermedad. Para un diagnéstico diferencial, a menudo es util saber que
ciertas enfermedades no producen notables cambios en la sangre. Respecto a las enfermedades de
la sangre y los 6rganos hematopoyéticos, cabe sefialar que muchas veces el hallazgo de anomalias
en los parametros hematologicos mas usuales (descenso de la cifra de hemoglobina, leucocitosis,
VSG acelerada) no traduce la existencia de una enfermedad de la sangre, sino de otro 6rgano o
sistema que, de forma secundaria, produce tales alteraciones.

La Citometria Hematica o Biometria Hematica; es una prueba de laboratorio clinico que comprende
la determinacion de varios parametros como hemoglobina, hematocrito, glébulos rojos, glébulos
blancos, etcétera. En la mayoria de los hospitales, la Citologia Hematica consiste en la determinacion:

a) Formula roja: Recuento de eritrocitos y plaquetas, determinacion de Hb, Hto, indices
Eritrocitarios y Amplitud de Distribucién Eritrocitaria (ADE) en los equipos automatizados.

b) Férmula blanca: Recuento total de leucocitos y cuenta diferencial.

La Citologia Hematica tiene una gran importancia; ya que, ademas de ser utilizada como
procedimiento de rutina constituye una gran ayuda para el diagnostico de muchas afecciones.
Sirve de indicador de los progresos del paciente en algunos estados patolégicos, como
infecciones y anemias.

FUNDAMENTO

Aungue a veces la presencia de anemia, leucemia, defectos cuantitativos y/o cualitativos
de las plaquetas u otro tipo de trastornos, se pueden sospechar por interrogatorio y
exploracion fisica. La citometria Heméatica es una medicion mucho méas definitiva del
estado de los tejidos formadores de sangre.
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Material: Equipo:
- Gradilla
- Tubos al vacio con EDTA - Homogeneizador de
- Torniquete (ligadura) laboratorio para sangre
- Agujas para toma mdltiple (Vacutainer) - Analizador automatizado de
- Soporte para el sistema Vacutainer Hematologia

- Torundas de algodon
humedecidas en isopropanol
al 70 %

PROCEDIMIENTO.

1. Realizar las diferentes determinaciones que comprenden una Citologia Hematica
en el equipo automatizado

2. Anotar los resultados obtenidos en cada una de las pruebas realizadas, asi como
las férmulas y unidades correspondientes a cada una.

Trabajo a desarrollar por el alumno

1. Investiga el fundamento de equipo automatizado Analizador Automatizado de
Hematologia

2. Registrar resultado en la hoja anexa

3. Interpretar los resultados obtenidos

RESULTADOS

CUESTIONARIO

1. ¢Qué es una Citologia Heméatica?

2.  Menciona los pardmetros que incluye una Citologia Heméatica completa.

3. ¢Quéimportancia tiene la Citologia Hematica en el diagnéstico clinico?

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

39



INSTITUTO POLITECNICO NACIONAL \ ? 4
CENTRO DE ESTUDIOS CIENTIFICOS Y TECNOLOGICOS NO. 15
“DIODORO ANTUNEZ ECHEGARAY ¢

Clave: AH-P9 Revision: Julio 2023 Fechade emisién: Agosto 2023 Pagina: 40de 59

PRACTICA No. 9
CARACTERISTICAS MORFOLOGICAS DE CELULAS INMADURAS EN SANGRE PERIFERICA

COMPETENCIA: Conocer las diferentes caracteristicas morfoldégicas de las células inmaduras
hematopoyéticas presentes en sangre periférica mediante la elaboracion de frotis sanguineos de
muestras patoldgicas y su consulta con un atlas de hematologia para su clasificacion e identificacion de
diagndsticos sospechosos de patologias de la sangre.

INTRODUCCION

Linea Eritroide: Las células de la linea eritroide tienen una proporcién de cerca del 25% de todas las
células en la médula 6sea, guardando una relacion granulo/eritroide de 3:1. Todas las células
hematopoyéticas se encuentran localizadas en forma de cordones cerca de los senos vasculares. Para
el caso de los precursores eritroblasticos estos se encuentran contra la superficie externa de los capilares
sinusoides, en grupos bien diferenciados llamados islas eritroblasticas (unidad anatomica de la
eritropoyesis), formadas por uno o dos macréfagos centrales rodeados de eritroblastos; este macréfago
proporciona los nutrientes requeridos para la maduracion de los eritrocitos, los cuales van alejandose del
cuerpo principal hacia la periferia de los macréfagos, conforme maduran. La maduracion inicia a partir del
proeritroblasto, el cual genera 2 eritroblastos baséfilos, los cuales se dividen en 4 eritroblastos baséfilos
de 1° generacion, estos generan 8 eritroblastos basdfilos de 2° generacion, que después de una ultima
division mitética se transforman en 16 eritroblastos policromatofilos, los cuales ya no se dividen y se
transforman en eritroblastos ortocromicos, que al expulsar su nicleo originan 16 reticulocitos, los cuales
permanecen 48 a 36 horas en la médula 6sea antes de salir a torrente sanguineo y madurar hasta
eritrocitos en un periodo de 24 horas.

Debe sefnalarse que, aunque cada proeritroblasto puede generar 16 eritrocitos, esto no sucede casi hunca
en la realidad, debido a la existencia de un mecanismo de eritropoyesis ineficaz fisiolégico, genera solo 8
eritrocitos.
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Los cambios bioquimicos y morfolégicos que ocurren en el interior de los eritrocitos durante su maduracion
se basan principalmente en la pérdida progresiva de la intensa basofilia del citoplasma y la compactacion
de la cromatina del nucleo hasta generar un nucleo picnético que es expulsado del eritrocito por la
formacion de una especie de anillo constrictor. La basofilia del citoplasma en las etapas mas jévenes del
eritrocito se debe a la intensa produccion de ribosomas para iniciar la sintesis de globinas, las cuales van
ensamblando la hemoglobina a medida que madura el eritrocito y por tanto al aumentar su cantidad en el
citoplasma disminuye la basofilia del mismo por la propiedad aciddfila de la hemoglobina. El color grisaceo
del citoplasma del eritroblasto policromatdéfilo se debe a que la cantidad de ribosomas y hemoglobina se
encuentra equilibrada dando ese aspecto sucio a la célula. Ocurre algo similar con los reticulocitos, pues
al perder el nacleo permanecen restos de ribosomas y reticulo, que sélo son visibles con una tincion
supravital de azul de metileno, sin embargo, con la tincion de Wright obtienen un color grisaceo por
contener material basoéfilo y acidéfilo en su citoplasma.

Linea Mieloide (Granulocitos, Monocitos y Megacariocitos)
Linea granulocitica

Linea Eritroide

| [NOMBRE TMORFOLOGIA | TAMANO (u) __|[NUCLEOS I

Redondo,

20-25
cromatina laxa

Proeritroblasto

Redondo,
16-18 engrosamiento de

Eritroblasto 3
cromatina

basofilo

Redondo,
12-15 cromatina

Entroblasto uregular y burda

policromatofilo

Exitroblasto 10-15 R0
ortocromico
L
»

8-10 Ausente
Reticulocito

7-7.5 Ausente

Entrocito
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Células maduras Células precursoras Células madre

Las células de la granulopoyesis constituyen un 60-65% de los componentes citolégicos medulares. Los
cambios morfologicos evolutivos se resumen en:

e Reduccion de la relacion nacleo-citoplasma.
e Desaparicion de los nucléolos.
e Maduracion de la cromatina nuclear.
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e Desaparicion de la basofilia citoplasmaética.

e Aparicion de la granulacién primaria azurdfila a partir del promielocito. En esta Ultima etapa es
imposible distinguir con tinciones de Romanowsky si la célula dard origen a un neutréfilo, un
eosindfilo o un basdfilo; sin embargo, cada promielocito ya estd comprometido hacia alguna de
estas lineas celulares.

e Aparicion de la granulacién secundaria o especifica (neutrdfilo, eosinéfilo y baséfilo) a partir del
mielocito. Reconocibles morfolégicamente por tinciones de Romanowsky.

La primera célula de la serie granulopoyética identificable morfologicamente es el mieloblasto, el cual da
origen al promielocito, y éste al mielocito, metamielocito, banda y finalmente al segmentado. Existen 4
etapas mitéticas entre el mieloblasto y el metamielocito, a partir de esta etapa ya no hay divisiones
celulares. Por ultimo, tiene lugar la indentacion y segmentacion nuclear al llegar a la etapa de
metamielocito y segmentado, respectivamente.

Todo el proceso de granulopoyesis ocurre entre 4 y 7 dias. Las principales alteraciones morfolégicas que
ocurren en la serie neutrdfilica se engloban en :

e Alteraciones de la granulacion.
e Inclusiones citoplasmaéticas.

Eosindfilos: Tienen un tamafio semejante a los neutréfilos y se caracterizan morfolégicamente por
contener en su citoplasma granulos acidéfilos. Tienen una forma redondeada, su tamafio oscila entre 0,5
y 1,5 pm, ocupan todo el citoplasma de la célula, pero no se sobreponen en el nucleo y se tifien de color
anaranjado-pardo brillante con las tinciones pandpticas, siendo muy fragiles. El nicleo en la etapa final
de segmentado solamente alcanza la bilobulacion simétrica y en una proporcién muy escasa el eosindfilo
puede llegar a formar tres I6bulos perfectamente simétricos unidos por finos puentes de cromatina.

Basdfilos: La maduracién de estas células atn no esta muy bien esclarecida como en el caso de las otras
células sanguineas, sin embargo, se sabe que derivan de una célula germinal comprometida hacia la
granulopoyesis basdfila. A diferencia de los baséfilos tisulares 0o mastocitos, son células redondeadas
cuyo tamafio oscila entre 10 y 13 pm. El ntcleo de cromatina densa posee generalmente dos o tres l6bulos
unidos por puentes cromatinicos, en ocasiones dificiles

FUNDAMENTO

Las células progenitoras de la serie roja y blanca y todos sus fases de células inmaduras normalmente se
encuentran en médula 6sea, pero en ciertas patologias como leucemias, anemias u otras alteraciones
celulares anormales en médula 6sea provocan el paso de estas a sangre periférica antes de su
maduracion, haciéndose presente una nueva morfologia de células inmaduras en sangre periférica de
pacientes con diferentes patologias, las cuales requieren ser identificadas en el area de analisis clinicos
hematolégicos mediante la observacion de un frotis sanguineo por medio de sus caracteristicas
morfol6gicas para su diagnéstico presuncional.
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Material de laboratorio Equipo

1 pipeta pasteur con bulbo Microscopio

10 portaobjetos Contador mecanico

Gradilla Reactivos

Puente de tincion Colorante de Wright

Equipo vacutainer/agujas Torundas con alcohol al 70%
Gradilla Aceite de inmersion
Ligadura o tubo latex Solucion Buffer de fosfatos

MATERIAL BIOLOGICO: Muestras Sanguineas de pacientes con enfermedades
patolégicas de la sangre.

MATERIAL DE APOYO: Atlas de hematologia, lineas hematopoyéticas, Frotis
sanguineos patoldgicos.

DESARROLLO:

Tincion de Wright

Hacer un frotis sanguineo.

Colocarlo sobre el puente de tincion.

Al frotis se le agrega colorante de Wright cubriendo toda la extension.

Inmediatamente después se le agrega el buffer, dejando reposar de 5 a 10 minutos. También se

puede agregar los reactivos por separado, primero el colorante de Wright durante 10 minutos,

cubriendo totalmente la extensién y posteriormente la solucion buffer durante 8 minutos. El tiempo

para la tincion va a depender de la madurez del colorante, entre mas maduro menor es el tiempo

de tincion.

e Conla pipeta Pasteur soplar a la muestra para mezclar el colorante de Wright y la solucién buffer

e Lavar a chorro de agua procurando no dafiar la pelicula de sangre.

e Dejar secar el frotis tefiido a temperatura ambiente limpiando el excedente de colorante de la parte
posterior con una torunda de alcohol.

e Enfocar con el objetivo de 10X y observar al microscopio con el objetivo de inmersion (100X).

Trabajo a desarrollar por el alumno

Realizar un Frotis sanguineo y tefiirlo con el colorante de Wright.

Observar el Frotis al microscopio a 10X, 40X y 100X.

Identificar las caracteristicas morfolégicas y tintoriales de las células inmaduras encontradas.

. Hacer esquemas e imagenes claras de las células inmaduras de todas las lineas hematopoyéticas
y reportar las caracteristicas morfolégicas e identificarlas en los esquemas.

PonE
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RESULTADOS:

INTERPRETACION DE RESULTADOS. (Sefialar caracteristicas morfolégicas de las diferentes estirpes
de células inmaduras presentes)

CUESTIONARIO.

1.

¢ Cuanto tiempo permanecen los reticulocitos en médula 6sea antes de salir a torrente sanguineo
y madurar?

En esta célula granulopoyeética el nucleo en la etapa final de segmentado solamente alcanza la
bilobulacion simétrica y en una proporcion muy escasa puede llegar a formar tres l6bulos:
Escriba dos patologias donde existan proeritroblastos y eritroblastos:

Mencione otro método de diagndstico de laboratorio para la busqueda de presencia de células
inmaduras propias de médula 6sea circundantes en sangre periférica:

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS
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PRACTICA No. 10
CUENTA DE PLAQUETAS

APRENDIZAJE ESPERADO:
Realiza el recuento de plaquetas por el método directo e indirecto en una muestra de sangre.

INTRODUCCION Las plaquetas o trombocitos, se desprenden del citoplasma de los megacariocitos
adultos. Son los elementos formes mas pequefos (1 a 4 micras) y estan desprovistas de nuicleo, por lo
gue no se trata de verdaderas células, sino fragmentos celulares. En los frotis se observan a menudo
aglomeradas, debido a su gran capacidad de agregacién. La vida media de las plaquetas es
aproximadamente de 8 a 11 dias. En sangre periférica las plaguetas se observan en forma discoidal,
ovalada, redondeada o fusiforme y de superficie lisa. Las plaquetas intervienen fundamentalmente en
varios aspectos de la hemostasia. Forman los llamados tapones hemostaticos primarios y participan en
la hemostasia secundaria. En ocasiones, el recuento de plaquetas puede dar falsos resultados por su
agregacion debido a las condiciones de extraccion de la muestra; de modo que la lectura del contador da
un numero bajo de plaquetas de gran tamafio.

FUNDAMENTO Las plaquetas diluidas con solucién de oxalato de sodio, adquieren una tonalidad
brillante, se cuentan al microscopio montadas en la cAmara de Neubauer.

MATERIAL, EQUIPO Y REACTIVOS:

Material de laboratorio

Equipo Tubos de ensaye de 13X100 mm Microscopio.
1 Pipeta Pasteur con bulbo.

Contador mecénico 10 portaobjetos.

Agitador para pipetas de Thoma Puente de tincion Reactivos.
2 Camaras de Neubauer Solucion Buffer de fosfatos.
2 pipetas de Thoma para glébulos rojos.

Oxalato de amonio.

2 Cajas de petri.

Colorante de Wright.

Gradilla Aceite de inmersion.

Equipo vacutainer.

Torundas con alcohol al 70%.

Ligadura o tubo latex.

Franela, Papel absorbente.

Boquilla, Papel filtro.
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PROCEDIMIENTO

Método directo

1. Homogeneizar la muestra y llenar una pipeta de Thoma para glébulos rojos hasta la marca de 0.5.

2. Limpiar el excedente de sangre y llenar con liquido diluyente (oxalato de amonio al 1%) hasta el aforo
de 101, evitando la formacion de burbujas.

3. Homogeneizar la dilucion manualmente o en agitador mecéanico por 2 minutos.

4. Desechar de 3 a 5 gotas.

5. Cargar la cAmara de Neubauer por ambos extremos.

6. Dejar reposar 15 minutos dentro de una caja de petri con papel himedo para evitar la desecacion
(camara humeda).

7. Contar el nimero de plaquetas en todo el cuadro central.

8. El nimero de plaguetas se calcula por medio de la siguiente férmula:

Plaquetas/ mm3 = No.plaquetas contadas x 2000

Método indirecto o de Fonio

1. Realizar frotis sanguineo en portaobjetos y se deja secar al aire.

2. Teiiir con colorante de Wrigth o Giemsa.

3. Enjuagar con agua corriente y dejar secar al medio ambiente.

4. Contar 1000 eritrocitos y simultaneamente las plaguetas que se encuentran entre estos.

5. El nUmero de plaguetas contadas, se relacionan con el nimero total de eritrocitos contenidos en 1 mm
cubico de sangre. El nUmero de globulos rojos se obtiene realizando un micro hematocrito.

6. Para calcular el nimero de plaquetas por mm se aplica la siguiente férmula:

Plaquetas

mm3 = No.plaquetas contadas x No.G.R. (Cifras normales en mm3)

Si en el campo observado se presentan grumos de plaquetas, podemos afirmar que su nimero no esta
por debajo de lo normal ya que hay una cantidad suficiente de estos elementos para permitir su
agregacion.

VALORES DE REFERENCIA:

150 000 a 450 000 plaguetas por mma3.
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Fig. Plaguetas en frotis sanguineo

TRABAJO A DESARROLLAR POR EL ALUMNO.

1. Hacer la cuenta de plaguetas por ambos métodos y anotar sus resultados.

2. Hacer un esquema de las plaquetas observadas en ambos métodos.

3. Observar las caracteristicas morfoldgicas de los eritrocitos en cuanto a forma y tamafio.
4. Hacer una tabla de resultados por grupo.

5. Interpretar el resultado.

RESULTADOS
INTERPRETACION DE RESULTADOS

CUESTIONARIO

1. ¢ Qué importancia tiene el recuento de plaquetas?

2. Menciona el concepto de trombocitosis.

3. Menciona tres funciones de las plaquetas.

4. Mencione los términos que se le da al aumento y disminucién de plaquetas.

5. ¢ Qué ventajas y desventajas tiene el método directo con respecto al método indirecto para el recuento
de plaquetas

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS
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PRACTICA NO. 11
TIEMPO DE SANGRADO.

APRENDIZAJES ESPERADOS.

Explica manifestaciones clinicas, pruebas y alteraciones en la hemostasia mediante técnicas de analisis
hemostatico para la identificacion de posibles causas de patologias

INTRODUCCION.
Tiempo de sangrado (TS).

El tiempo de sangrado se define como el tiempo entre la realizacion de una pequefia incision en la piel
gue produce sangrado y el momento en que éste se detiene.

El tiempo de sangrado mide la interaccion de las plaguetas con la pared de los vasos sanguineos y la
subsecuente formacién del coagulo. Por lo tanto, el tiempo de sangrado mide las etapas tempranas de la
hemostasia: las fases vascular y plaquetaria. Un tiempo prolongado se presenta por varias razones:
cuando hay inflamacién de los vasos(vasculitis), cuando el nivel de plaquetas circulantes disminuye,
cuando la funcién de las plaquetas no es la adecuada o cuando las plaquetas no pueden interactuar con
las paredes de los vasos sanguineos. El tiempo de sangrado puede prolongarse también cuando existe
una disminucién o anormalidad en ciertos factores plasmaticos que intervienen en la adhesividad y
agregacion plaquetarias, como el factor de von Willebrand, el fibrindégeno o el factor V.

Fig. Tiempo de sangrado
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FUNDAMENTO.
Tiempo de sangrado (Método de Duke)

La lesion estandarizada de un numero pequefio de capilares, nos permite observar la retraccion del
capilar, la cantidad y calidad de las plaquetas, al medir el tiempo en cesar la hemorragia. Se efectia una
puncion a través de la piel del I6bulo de la oreja o del antebrazo y se mide exactamente el tiempo durante
en el que sangra.

MATERIAL.

1. Lancetas.

2. Papelfiltro

3. Torundas con alcohol al 70%

4. Cronémetro.

DESARROLLO:

1. Dar masaje suave en el I6bulo de la oreja, limpiar con alcohol al 70% y dejar secar.

2. Con una lanceta esteril y desechable hacer una puncién capilar de 3mm de profundidad en el
I6bulo de la oreja (con movimiento rapido y firme). Tan pronto como se realice la puncidn capilar
se pone en marcha el cronémetro.

3. Permitir que la sangre salga de la herida sin presién, absorbiendo la sangre con papel filtro sin
tocar la piel cada 15 segundos hasta que cese la hemorragia (esta maniobra es para evitar que se
forme un coagulo en la gota de sangre sobre la herida).

4. Cuando el papel filtro ya no absorba sangre, detener el cronémetro y registrar el tiempo

VALORES DE REFERENCIA:

De 1 a 3 minutos.

TRABAJO A DESARROLLAR POR EL ALUMNO

1.

2.

Realizar las pruebas: Tiempo de sangrado, Tiempo de Coagulacién y Prueba del torniquete de
acuerdo a la metodologia propuesta.
Elaborar un cuadro de resultados por grupo.
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RESULTADOS.

INTERPRETACION DE RESULTADOS.

CUESTIONARIO.
1. ¢Cuédl es el tiempo de vida de las plaquetas?
2. ¢Cbémo es el tiempo de sangrado en la hemofilia?

3. ¢Como serian los resultados de las pruebas de coagulacion si los tubos al vacié se llenan con
menos sangre?

¢, Cudl seria el efecto en las pruebas de hemostasia si la muestra esta hemolizada?

Defina los siguientes conceptos: Hematoma, petequia y hemartrosis.

ok

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS.
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PRACTICA NO. 12
TIEMPOS DE COAGULACION

APRENDIZAJES ESPERADO.

Explica manifestaciones clinicas, pruebas y alteraciones en la hemostasia mediante técnicas de andlisis
hemostatico para la identificacion de posibles causas de patologias

INTRODUCCION.
Hemostasia.

La hemostasia es un proceso por el cual cesa la hemorragia. El proceso completo se asocia con el control
de la hemorragia de un vaso sanguineo traumatizado y el cese final de la hemorragia. La hemostasia es
un mecanismo dinamico complejo caracterizado por una serie de fenémenos fisicos y bioquimicos que
originan la produccion fisioldégica de un trombo o codgulo que obtura el vaso lesionado. Cuando hay una
lesion vascular, la hemostasia se activa de inmediato para impedir la hemorragia. En primera instancia
hay una vasoconstriccion e inmediatamente se forma el coagulo plaquetario que necesita una malla de
fibrina que le de firmeza. La hemostasia se divide en hemostasia primaria, cierre inmediato de la lesion
por vasoconstriccidn y activacion plaguetaria sin que se forma fibrina y hemostasia secundaria, formacion
de fibrina por medio de la fase fluida y cuya funcién es hacer mas estable el coagulo. En la fase fluida, el
fibrinbgeno plasmatico soluble se convierte en fibrina insoluble mediante la trombina. La formacion de
trombina depende de dos vias o cascadas hemostaticas. La via extrinseca se activa si la sangre se pone
en contacto con los tejidos ya que el Unico factor localizado fuera de la sangre es el FT. En la via intrinseca
los factores estan en la sangre y se activa aun sin tocar tejido extrasanguineo al contacto del FXII con
superficies extrafas al vaso.

La diferencia entre las vias radica en como activan al FX ya que, luego de activarlo, siguen una via comun
gue activa a la protrombina.

La via extrinseca

Inicia realmente la fase fluida mientras que la intrinseca mantiene y amplifica la formacién de fibrina. La
hemostasia comienza cuando el FT del subendotelio o de células no vasculares hacen contacto con la
sangre. El FT se une inmediatamente al FVII convirtiéndose en FVlla. Este complejo FT-FVlla activa al
FX, el cual genera trombina a partir de Fll. En el FX convergen las vias intrinseca y extrinseca. El FX se
activa por complejo FT-FVlla.
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La via intrinseca.

Se inicia in vitro al contacto de la sangre con células no hematicas o con superficies extrafias al vaso.
Comienza en la fase de contacto, serie de reacciones entre cuatro proteinas plasmaticas (FXI, FXII, PK'y
CAPM), que convierte al FXI en FXla. Este genera FlXa, el cual, en presencia de calcio, fosfolipidos y
FVIlla, convierte al FX a FXa. El FIX es un factor deficiente en la hemofilia B. Cuando el FIXa (enzima)
hace un complejo con el FVllla (cofactor), calcio y fosfolipidos (complejo diezasa o tenasa), convierte al
FX en FXa.

Trombina y la formacion de fibrina.

El FIl se convierte en trombina al final de la fase fluida por el FXa. El efecto del FXa se acelera 300000
veces en presencia de FVa, fosfolipidos y calcio (complejo protrombinasa). La trombina transforma al
fibrinbgeno en fibrina y luego la estabiliza al activar a FXIII.

Tiempo de protrombina (TP)

Esta prueba estudia la via extrinseca, ya que para iniciarla se utiliza un activador tisular que normalmente
es “extrinseco” a la circulacion. Se prolonga cuando las concentraciones del factor VII disminuyen, asi
como en las alteraciones de la via comun (factores X, V, protrombina y fibrin6geno). El tiempo de
protrombina normal tiene un promedio de 12 a 14 segundos. En la actualidad se ha incorporado al
resultado de este estudio un valor (INR) que se obtiene del tiempo en segundos en que se informa el
estudio y un factor que varia de acuerdo con el reactivo utilizado y que proporciona el fabricante.

Tiempo de tromboplastina parcial activada (TTPa)

El TTPa mide los factores de coagulacién intrinsecos (XII, Xl, IX y VIII) y los factores de la via comun. El
término “tromboplastina parcial” se refiere a la adicién de fosfolipidos sin factor tisular, es decir, una parte
o “tromboplastina parcial’. Se denomina “activada” cuando se afiade una activador de contacto, simulando
una lesién del endotelio vascular, con carga de superficie negativa como el caolin. El TTPa normal tarda
un promedio de 35 a 42 segundos en formar fibrina. Si se prolonga mas de diez segundos es anormal
para la mayoria de los reactivos y representan el punto en el cual se cuenta con 30% o menos de la
cantidad de un factor dado.

La hemofilia suele detectarse por prolongacion del TTPa en un paciente con TP normal. Las cinco causas
mas comunes de un TTPa prolongado son: CID, enfermedad hepética, transfusion masiva con sangre
almacenada, administracion de heparina o contaminacion de la muestras con la misma, presencia de un
anticoagulante o inhibidor circulante como el anticoagulante lUpico.

Estandarizacion Internacional del TP

Actualmente a muchos pacientes se les administra anticoagulantes orales en el tratamiento y profilaxis
de trastornos tromboticos. EI monitoreo de pacientes anticoagulados se hace en base al tiempo de
protrombina. EI TP es una prueba que requiere de extractos tisulares llamados tromboplastinas. Las
fuentes tisulares tienen una procedencia muy variada y esto trae como consecuencia la variacion de la
sensibilidad y la variacién del propio tiempo de Protrombina y dadas estas circunstancias se ha buscado
una escala comun en la que se pueda reportar el TP basado en un sistema de referencia.
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FUNDAMENTO.

Tiempo de Tromboplastina Parcial Activada (TTPa).

Se agrega al plasma descalcificado cloruro de calcio y un concentrado de fosfolipidos histicos o
plaguetarios, debiendo coagular esta muestra en menos de 45 segundos, si existe integridad en los
factores que intervienen en la via intrinseca de la primera fase de la coagulacion.

Tiempo de protrombina (Técnica de Quick).
Se valora principalmente la segunda fase de la coagulacion, en virtud de que la protrombina es el

precursor inactivo de la trombina, enzima proteolitica activa. Al plasma descalcificado se agrega cloruro
de calcio y una tromboplastina comercial, observandose el tiempo de coagulacion.

Material: Equipo:
Gradilla para tubos de ensayo - Bafio maria eléctrico
Cinco tubos de ensaye de 13 X 75 mm - Termdmetro
Pipeta Pasteur con bulbo - CronOmetro
Tubo al vacio con citrato de sodio al 3.8% (tapdn _
de color azul) Reactivos:

Equipo vacutainer.
Torundas con alcohol al 70%
Ligadura o tubo latex

Reactivo paraTPy TTPa

Tiempo de protrombina(TP)

1. Obtener una muestra de sangre en un tubo al vacié con tapa de color azul que contiene
anticoagulante de citrato de Sodio al 3.8 %

2. Centrifugar la muestra de sangre a 3500 r.p.m y separar el plasma en tubos de vidrio siliconado
o plastico.

3. Precalentar a 37+1°C la cantidad necesaria de reactivo de Tromboplastina y la muestra durante
no mas de 10 min.

4. Mezclar en tubos de vidrio de 13x75mm 200ul de reactivo precalentado con 100ul de plasma

citrado precalentado.

Empezar a contar en el momento de la mezcla

Con un aplicador de madera agite el tubo dentro del bafio de agua durante 2 a 3 segundos,

después déjelo reposar hasta los 10 seg.

7. En seguida examine el tubo hasta que aparezca el codgulo, en este momento pare el cronémetro
y anote el tiempo transcurrido.

8. Se repite el procedimiento para que se obtengan por lo menos dos registros para cada problema
y muestra control. La medida de los dos tiempos equivalen al tiempo de protrombina de la
muestra.
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Tiempo de Tromboplastina Parcial Activada (TTPa)

1. Obtener una muestra de sangre en un tubo al vacié con tapa de color azul que contiene
anticoagulante de citrato de Sodio al 3.8 %

2. Centrifugar la muestra de sangre a 3500 r.p.m y separar el plasma en tubos de vidrio siliconado
o pléastico.

3. Incubar a bafio maria a 37°C la tromboplastina parcial activada, el Cloruro de calcio 0.02M Yy la

muestra de plasma.

Colocar en un tubo 100 microlitros de plasmay 100 microlitros de tromboplastina parcial activada

Mezclar bien e incubar 5 minutos a 37°C.

Adicionar 0.1 mL. de Cloruro de Calcio 0.02 M, iniciar el conteo del tiempo en elcronémetro; a los

20 segundos observar cuidadosamente la muestra removiendo con un aplicador parar el

crondémetro hasta la aparicion de los primeros hilos de fibrina.

o gk

VALORES DE REFERENCIA.
TTPa: Menos de 45 segundos.

TP: De 12 a 13 segundos

Trabajo a desarrollar por el alumno
1. Determinar el TPy TTP de la muestra obtenida
2. Calcular el INR del TP
3. Elaborar un cuadro con los resultados obtenidos por grupo.
4. Anotar al final la bibliografia de consulta.

Para calcular el IRN se utiliza la siguiente férmula

INR = (TP paciente ensegs/TP normal en segs) 15

RESULTADOS

INTERPRETACION DE RESULTADOS

CUESTIONARIO

1. ¢Cudl es la funcién de la hemostasia?
2. ¢Cudles son las pruebas mas importantes para evaluar la hemostasia?
3. ¢Cual es lavia de la coagulacién afectada en la hemdfilia?
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4. ¢ Cual es la manifestacion clinica mas frecuente en la hemofilia
5. ¢Cudl es el 6rden de llenado de los tubos al vacié para la toma de sangre cuando se realizan
varias pruebas incluyendo las de coagulacion?

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS:
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HOJA DE RESULTADOS

57



INSTITUTO POL’ITECNICO NACIONAL
CENTRODE ESTUDIOS CIENTIFICOS Y TECNOLOGICOS NO. 15

“DIODORO ANTUNEZ ECHEGARAY
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FORMATO PARA EL REPORTE DE PRACTICA

HOJA DE REPORTE HEMATOLOGICA

Nombre del Alurmmi: . ::- 5 st st S S G SR SR SR SR SEE S S Node Equipo..............
DATOS DEL PACIENTE:
O T o o S S T S e R S W e T WSS
Bdad . .oueoscersisieieses SR e la e g e Ferhi o
DI IBERIOSIIO0 ¥ 204 0038 00 S0 S S e D D D D S S S D D N NSRRI
FORMULA ROJA
RESULTADOS VALORES DE REFERENCIA
I.Hto ... ......... Yo
2.Hb G e e g/dl
3.GR 10%/mm’
4. VS.G mm‘hora
5. Reticulocitos %
6. Plaquctas /mm’
TVGM. ..o fl
S HLCM: s pe
9. CM.HG %

FORMULA BLANCA
10. G.B /mm’*

11. Cuenta Diferencial:

VALORES REFERENCIA
VALORES ABSOLUTOS %

Neutrdfilos . ......... °

Linfocitos . .. ........ % —
Monocitos ... ........ % Jmm
Eosinofilos . ... ...... % ‘mm
Basofilos .. ......... Yo /mm
Bandas:: s % Jmm
8] 1 () [ S % Jmm

Ye /mm’

1. Tiempo de Sangrado (Método de Duke):. . ... ... .. min. segundos
. Tiempo de Coagulacion (Método Capilar)y:. ... . ... min segundos
. Retraccion del Coagulo ..................%
. Tiempo de Coagulacion:

a) Plasma Pobre cn Plaquetas ....... ...... scgundos

b) Plasma Rico en Plaquetas .. ............. segundos

O]

wn

. Tiempo de Protrombina (T.P.):

o

. Tiempo de Tromboplastina Parcial (T.T.P) ... scgundos

-

. Tiempo de Trombina (T.T.) ............. segundos

Nombre y Firma del responsable
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FORMATO PARA EL REPORTE DE PRACTICA

RESULTADOS
Célculos/Graficos/Esquemas/Tablas

Interpretacion de Resultados
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