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I INTRODUCCION



Dia a dia, se ha incrementado la necesidad de realizar un ni-
mero mayor de anilisis clinicos en forma rutinaria en los centros
de trabajo, por lo que se ha hecho evidente la necesidad de adoptar
instrumentacion sencilla que tienda a simplificar el trabajo, dismi-
nuir el tiempo en que se efectian las determinaciones y tipificar el
indice de error, tratando siempre de que las pruebas resulten eco-
nomicas. En ninglin momento ha de olvidarse que la calidad de es-
tas determinaciones es lo que debe inquietar a los responsables de
efectuar dichos estudios ya que, de otro modo, de nada sirve que la
capacidad del autoanalizador o del personal que lo maneja sea muy
elevada en cuanto al nimero de muestras que pueden procesarse -
diariamente y que se descuide la calidad de las determinaciones,
precisamente este es el motivo por €l cual se hizo este trabajo, es
decir; establecer la calidad de las citologias hematicas realizadas
en forma automatizada, pues siendo el nuestro un centro hospita -
lario con una gran afluencia de gente, es necesario procesar un -
gran nimero de muestras diariamente, y debemos tener la seguri
dad de que los resultados que se reporten estén dentro de un mér -

gen de error aceptable.

En el departamento de Hematologia existen dos autoanalizado

res disponibles para hacer las determinaciones que corresponden
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a citologias hematicas: uno de estos, el Technicon SMA 7A, es uno
de los més usados actualmente en los laboratorios de anélisis clini
cos mexicanos. El otro, es el Contador Coulter Modelo S. Ambos
proporcionan los siguientes datos: ndmero de eritrocitos, nimero

de leucocitos, hematocrito, hemoglobina e indices eritrociticos.
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II GENERALIDADES



En los Gltimos cuarenta afios, los laboratorios de anélisis cli
nicos han tratado primero, de encontrar técnicas (tiles y reprodu-
cibles para determinar parametros tan importantes como: €l hema
tocrito, hemoglobina, recuento de eritrocitos y leucocitos e indices
corpusculares; y después, han tratado de mejorar las técnicas ya -

establecidas.

Algunos autores en el periodo de 1860 a 1870 valoraron la - -
cantidad de eritrocitos, pero sus primeros intentos de expresar -
la relacidon media de éstos fué el indice de color propuesto por - -
Hayem en 1878. Después de la introduccion del hematocrito, se -
establecio el indice de volimen, Capps, 1903, relacionando al he-
matocrito con el nimero de gldbulos rojos; €l tercer indice encon
trado fué el de saturacién, calculado por Hayem en 1923 (28), rela
cionando hemoglobina y hematocrito, todos estos indices se compa
raban con valores arbitrariamente tomados como "normales”, en
vista de ésto, los valores "normales" fueron proporcionados por
Graham y Norgard en el afio de 1923 (36), generalizando como va-
lores normales los obtenidos por ellos y apliciandolos a cualquier
persona, lo cual es incorrecto pues varian dichos valores con la -
edad, sexoy una serie de factores fisicos y ecolégicos que no fue
ron tomados en cuenta; y tal vez por esto mismo, fueron poco --

empleadas estas constantes; Levinson 1964 (51), y Haden, 1935 (39).
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Actualmente los indices eritrociticos nombrados por Wintrobe
en 1932 (83) como constantes corpusculares, para distinguirlos como
valores absolutos; fueron calculados a través de sus trabajos publi-
cados entre 1929 y 1934 (del 79 al 85), y establecid el rango de valo
res para volimen globular medio, concentracién de hemoglobina -
corpuscular, y concentracién de hemoglobina corpuscular media, -
mismo autor, 1934 (85).

En lo que a recuento de eritrocitos se refiere, puede presumir
se que todos los investigadores realizaron algtn tipo de conteo en -
cimara, inventada por Cramer en 1855, con reticulo en el ocular -
del microscopio, modificado por Alferon en 1884, usando cubreobje
tos suelto, Grovers en 1897 puso la reticula en la cAmara y asi -
hasta llegar a la cdmara de Neubauer, Plum 1936 (65), empleada -
actualmente y recomendada por el Depto. Nacional de Normas de -
U.S.A. Otros investigadores como Magath 1936 (54) y Tompkins -
(75), prepararon reactivos que sirven para diluir la sangre usando
pipetas especiales para ello (como la pipeta de Thoma), Haden en
1935 (39) establecid el valor por el cual debe multiplicarse el nime
ro de eritrocitos, y el error existente en estos recuentos lo deter-
mind Berkson et. al. 1940 (8), por dltimo Biggs, et. al. en 1948 (9)
indico el error minimo probable en €l conteo hecho por un técnico

hébil como de 7.8% aproximadamente. Hay otros métodos como el
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de difraccion, Ponder 1948 (87), o fotoeléctricos como el de Blum
1945y 1956 (11 y 12) y el de Brackett y col. 1953 (13), pero estas

técnicas no son pricticas para uso rutinario.

La determinacion del hematocrito descrito por Hedin, y -
Blix en 1890, no tuvo ninguna importancia; en 1891 Dalann (22) lo
obtenia con dos tubos capilares graduados, y con una centrifuga de
operador manual, por lo que resultaba dificil su establecimiento.
Wintrobe en 1929 (7)), fué realmente el primero en describir una
técnica adecuada para determinarlo y estandarizar €l método, u-
sando un factor de correccidn necesario por €l anticoagulante que
usaba pues alteraba el volimen celular dando un porcentaje de --
error de 8.2%, 1934 (85). Ahora ha sido mejorado notablemente
por €l uso de anticoagulantes que no alteran el volimen celular, y
se han ideado también micrométodos, experimentados por muchos
autores. De todas estas microtécnicas, la mas recomendada es
la desarrollada por Strumia, en 1954 (73), que da un error casi -
nulo pues hay una mejor sedimentacion de los eritrocitos en un -

menor tiempo de centrifugacion. Lampasso, 1965 (48).

La cuantificacion de hemoglobina es una de las pruebas maés
solicitadas, y por lo tanto, se han ideado toda clase de técnicas.

Su determinacion se hacia basandose en la produccién de color -



apreciado a ojo y comparando con un color patrén tomado como
100 %, v dando los resultados en % de hemoglobina. El método
de la hematina acida propuesto por Sahli, en 1895, citado por -
Wintrobe 1961 (87), compara la hematina dcida producida en una
muestra, con una solucidn patrén de la misma, equivalente a -
17.3 gr % de hemoglobina en la escala de Sahli, esta técnica no
es exacta. Levinson 1964 (51). La técnica de la hematina alca
lina, Wu 1922 (89), es mas recomendable que la anterior porque
casi todas las formas de hemoglobina pasan a hematina en este
pH, cosa que no ocurre en medio dcido. Técnicas como la de -
Sandford, Sheard y Osterberg 1929, miden la capacidad de combi
nacion de la sangre con el origeno; aqui no se necesita igualar ni
comparar colores, por lo que se evitan errores subjetivos. El
método de Peters y Van Slyke, 1932 (63), se basa en la produc-
cion de color por la formacién de oxihemoglobina; fué modifica-
do por Evelyn y Malloy en 1938 (31). Muchos otros investigado-
res han ideado técnicas principalmente fotocolorimétricas para
cuantear la hemoglobina de una muestra. Y hay métodos inmu-
nologicos como la electroforesis, Sheena y col., 1968 (72 B), que
es una prueba magnifica para buscar hemoglobinas anrmales y -

hemoglobina A2.
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El método de eleccidn es el de la cianometahemoglobina de
Crosby, desarrollado en 1954 (20); y €l uso de soluciones certifi-
cadas como patrones han sido recomendadas por la Division de -
Ciencias Médicas de la Academia Nacional de Ciencias; Drabkin

1949 (27).

Ahora bien, los leucocitos se determinaron al igual que se hi
zo con los eritrocites, Levinson 1964 (51), es decir, ensayando -
diferentes camaras y dispositivos, hasta llegar al método actual,
usando para diluir la sangre pipetas especiales, en un liquido que
rompe a los gldbulos rojos, pero que no altera a los leucocitos.-

Helman, et. al., 1972 (44).

Los métodos han cambiado con el advenimiento de la instru-
mentacidén y asi las células rojas y blancas de la sangre pueden -
contarse en un campo oscuro, detectando a las cé€lulas en un drea
visible como en Technicon, Mansberg 1969 (57). EIl aparato de -
Sanborn - Fromer mide el promedio de c€lulas en un volimen da-
do por unidad de tiempo; el autocitdometro de Fisher tiene este -
mismo principio; pero cuenta las células (no su promedio), por -
volimen especifico, Brackett 1953 (13). El contador Coulter, se
basa en que las cé€lulas blancas y rojas de la sangre son pobres -

conductores eléctricos en comparacién con el medio en que estén
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diluidas; Coulter 1956 (19).

La forma en que se mide la hemoglobina en los aparatos es
usando el método de la cianometahemoglobina, y esta lectura se
hace en forma directa. El technicon hace el hematocrito por --
conductancia eléctrica, y el contador Coulter por computacion, o

sea indiredtamente.



III DESCRIPCION DE LOS APARATOS



TECHNICON SMA 7A: Diagrama de Funcionamiento.
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TECHNICON SMA 7A.

Los anilisis por flujo continuo son la base del funcionamiento
de este aparato, las muestras pasan una por una a través de un sis
tema de tubos donde se diluyen o combinan con reactivos para efec
tuar las pruebas que nos interesan, ademas de que controlan las

condiciones en que se llevan a cabo las mismas. (57).

El Technicon SMA 7A consta de siete unidades modulares, y
son:
1) Muestreador Automatico
2) Bomba Alimentadora
3) Mddulo de Hematocrito
4) Colorimetro
5) Contador de células
6) Computadora
7) Gratificador
Cada médulo realiza automaticamente una funcién analitica -
diferente, con una velocidad de 60 muestras por hora, o bien 420

operaciones en este tiempo.

El muestreador automaético proporciona muestras al sistema;

consta de un disco con capacidad para cuarenta muestras, ya sea



sangre, patrones o soluciones de lavado; también de dos agitado-
res fijos al muestreador, con movimientos rotatorios y que lle -
van un recubrimiento de teflén para evitar que la muestra se adhie
ra a ellos, Ardsleey, 1966 (5). Este modulo se encuentra conecta
do a la bomba alimentadora, que aspira las muestras con una pi-
peta tabular metdlica, después se levanta y toma aire aproximada
mente por espacio de 12 segundos, se introduce luego a un reci --
piente con solucién salina 0.85 %, tomando una cantidad para la-
vado, otra vez toma aire, y asi sucesivamente con todas las mues
tras. Esta combinacién de burbujas de aire y solucion de lavado
dentro del sistema forma una barrera aislante entre muestra y -
muestra, eliminando asf el contacto que causaria contaminacion y

lecturas erroneas, (57).

L.a bomba alimentadora estd formada por tuberias, acceso-
rios y serpentines que proporcionan y mezclan ya sea muestras,
reactivos o aire y los hace circular dentro del sistema. Gracias.
a esto se distribuyen las cantidades necesarias de los reactivos -
para hacer las determinaciones deseadas. La cantidad de sangre
completa y anticoagulada que se requiere para hacer una citologia
hematica con 7 determinaciones es aproximadamente de 1 ml. --
que se divide en tres porciones, para efectuar pruebas diferentes.

(57). El primer tubo recibe 0.05 ml. de la muestra para contar el
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nimero de globulos rojos y la concentracion de hemoglobina y se
mezcla automaticamente con solucién salina 0.9 %, Allen 1960.
1961 (2 y 3); hasta una dilucion de 1:100, que se subdivide, 0.04
ml. se diluyen de nuevo con salina 0.9 %, quedando asi una dilu-
cién final de 1:10, 000, Feichmeir, et. al. 1961 (32), y pasa por
el serpentin hacia el contador de células (Esquema No. 1), éste
es de campo oscuro y cuenta a las particulas que pasan a través
de una luz seleccionada ( area visible), por lo que cada célula
que pasa produce pulsaciones eléctricas visibles en la pantalla
de un osciloscopio que se encuentra en este contador. A mayor

nimero de células, mayor voltaje, magath y col. 1960 (55).

La segunda parte de la primera dilucion (1:100) pasa a -~
otro tubo donde se combina con reactivo de Drabkin modificado;
Price - Jones 1965 (67), esta mezcla se envia a una lampara -
sensibilizadora, que aumenta la velocidad de reaccion; y de -
aquf pasa al colorimetro, en donde la cantidad de hemoglobina -
es leida Gpticamente en iguales condiciones a un patrén, Sunder-
man, 1953 (74 y 57). La concentracién de hemoglobina de la --
muestra esta en relacién directa con la variacién en la intensidad

de color producida por la reaccién, Gradwohl, 1963 (35).
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Regresando a la linea inicial; por la segunda linea pasan
aproximadamente 0.1 ml. de sangre completa que se diluye aho
ra con cetrimida 1:40, para que se lisen los eritrocitos y pla -
quetas, Eastham 1965 (39). Los leucocitos en dilucion viajan
hacia el contador de células (Esquema No. 1), donde se cuentan
de igual manera que los eritrocitos, Berkson 1940 (8), Akeroyd,

1959 (1), y Mansberg 1969 referido en (57).

La tercera parte en que se subdivide la muestra, sirve pa
ra la determinacién del hematocrito, Hattersley y Ragusa, 1967
(42); esta linea aspira 0.23 ml. de sangre. Y el hematocrito se
establece por conductancia eléctrica, ya que los eritrocitos no
son conductores eléctricos y el plasma si lo es, Kerner, et. al.,
1961 (47). Un volimen bajo de células da como consecuencia -
una alta conductividad eléctrica y viceversa; dicho de otro modo,
a mayor columna de células, mayor sera la resistencia eléctri-
ca; Grandwol 1963 (35), Ukada et. al. 1960 (61).

Todos estos parametros obtenidos en forma directa, son
enviados en forma de voltajes a la unidad computadora, (Esque-
ma No. 2), en donde se relacionan para obtener los indices eri-
trociticos, usando las formulas establecidas por Wintrobe 1961,

(87) y Hattersley 1967 (42).
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Esta relacién es la siguiente:

Hematocrito %

V.G.M. 3
Cuenta de eritrocitos ~mm

H.C.M. = Hemoglobina gr. %
Cuenta de eritrocitos /('mm3

C.H.C.M.= Hemoglobina gr. %

Hematocrito %

Y a habiendo obtenido los valores correspondientes a los -
siete parametros, la informacidn todavia en forma de voltajes,
pasa al registrador de datos, (Esquema No. 3), y se va formando
una hemografia que es la representacion frafica de los valores -

encontrados para cada muestra.



COULTER MODELC §S: Diagrama de Funcionamiento.
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CONTADOR COULTER MODELO "S"

Utiliza el sistema de contar y medir muestras, una a una,
con un sistema dilutor automatico efectuando la medicién de los
mismos parametros que €l otro autoanalizador a que nos referi-
mos. LEl anidlisis completo de éstos se efectlia en 40 segundos -
(cada 20 segundos puede introducirse otra muestra), coordinan-
do el envio de sangres,' reactivos, etc., para efectuar las prue-

bas de manera conveniente y en el momento en que se necesita.(56).

Este modelo de Coulter consta de cinco unidades fisicamen

te separadas entre si pero internamente conectadas; y son:

1) Fuente de Energia Neumaitica

2) Fuente de Energia Eléctrica

3) Unidad Dilutora

4) Unidad Analizadora o Computadora vy,

5) Unidad Impresora.

La fuente de energia neumaética (Esquema No. 5, estd forma
da por una combinacién de bomba de vacio y de valvulas regulado-
ras de aire. La primera proporciona las presiones para que el -

aparato funcione, y cuente células y las valvulas de aire son usadas
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para mezclar, aspirar, pipetear, diluir, transferir muestras y la-

var el aparato.

La fuente de energia eléctrica (Esquema No. 6), proporciona
toda la electricidad que necesita el sistema; éste contiene muchas
tarjetas de circuito, que reciben informacién en forma de voltaje -
desde las unidades dilutora y analizadora, y de aqui pasa la infor -

macion a la impresora. (56).

En la unidad dilutora mostrada en el Esquema No. 4; la mues
tra se aspira, diluye, mezcla, lisa y es analizada. Tiene un aspi-
rador principal que es activado haciendo presién en la barra de -
control, (que nos indica con una luz verde cuando el aparato puede
aceptar una muestra y con una luz roja cuando se ha tomado la --
cantidad de muestra necesaria), al hacer esto, se inicia el proce-
so y todos los pasos siguientes son automaticos. El aspirador to-
ma 1 ml. de sangre, que pasa a la valvula medidora que mide - -
exactamente 44.7 A de sangre y la manda a una camara (A-1) -
que esti a la derecha del aparato, junto con 10 ml. de diluyente,
D'Angelo et. al.,1962 (23) y Alleny col. 1961 (3), quedando asi
hecha la primera dilucidén (1:224); se mezcla con burbujas de - -
aire, pasa a otra cadmara (B-1), aqui se toma una alicuota de la

dilucién y se manda de nuevo a la valvula medidora para efectuar



otras determinaciones, y la parte restante (9 ml.), quedan en la
cdmara B-1 de donde pasan a otra que se llama lisadora, aqui -
se mezcla con 1 ml. de reactivo LYSSES (que es una mezcla de
detergente y reactivo de Drabkin modificado), Hatch y Balazs, -
1961 (41), dando una dilucidén de 1:250). La suspension de célu-
las estd en la camara de lisis solo el tiempo suficiente para li-
sar alos eritrocitos y para que la hemoglobina pase a cianometa
hemoglobina; Willoughby, 1961 (78). Después €sta pasa al bafio
de los leucocitos, que consta de una cubeta de cristal que inter -
contiene tres tubos también de cristal, cada uno de ellos con una
abertura de 100 micras de didmetro, un electrodo internoy --
otro externo a estos tubos. Al llegar la muestra al bafio, se -
hace el recuento de glébulos blancos, usando el "Principio Coul
ter"; Coulter, 1956 (19); el cual se basa en hacer pasar una - -
corriente eléctrica y vacio a través de una abertura; cada vez
que por efecto del vacio uné célula pasa por el orificio, disminu-
ye la conductividad del electrolito entre los electrodos, y apare-
ce un impulso cuya amplitud es proporcional al volimen de la cé
lula. Feichtmeir, et. al. 1961 (32). Es decir, las células despla
zan un valor equivalente a ellas de eleftrolito, por lo que la resis
tencia al flujo de corriente aumenta, variando asf el voltaje y el

nimero de cambios es proporcional al nimero de células. Los
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impulsos de voltaje se amplifican y observan como picos en un
osciloscopio, se hacen las cuentas por triplicado, Carly - -
Mattern 1957 (16), Croslan et. al. 1958 (21) y Gagon y col. 1966

(33).

Para hacer el recuento de eritrocitos, Anderson, 1961 (4);
cuando la primera dilucién (1:224) estd en la cAmara B-1, se to
ma una alicuota de 1 ml., y se manda de nuevo a la valvula me
didora, que mide 44.7de la dilucién y los envia junto con 10 ml.
de diluyente a una cdmara colocada del lado izquierdo (A-2), -
llegando a una dilucién final de 1:50, 000; pasa a la cdmara B-2
en donde se mezcla con burbujas de aire, y de aqui pasa al ba-
fio de los eritrocitos, donde se cuentan los globulos rojos, de
igual manera que se cuentan los leucocitos y en forma simulta-

nea, Brecher, et. al.,1956 (14).

Para obtener el volimen globular medio, Hatterley y Ragu-
sa 1967 (42), se utilizan los impulsos que producen las células -
rojas al pasar por las aberturas (cada célula representa un pico),
éstos son amplificados en la pantalla de un osciloscopio que se
encuentra en la unidad analizadora, y que se observan como pi-
cos verticales. El tamaifio relativo de las cé€lulas es proporcio-

nal a la altura de los picos, Grant, 1960 (37).



La hemoglobina liberada al lisarse los eritrocitos se combi
na con reactivo de Drabkin modificado, Price - Jones 1965 (67) y
permanece en la cimara de lisis mientras se enjuaga el bafio de
leucocitos con diluyente y se hace una lectura electronica de he -
moglobina que se toma como blanco. Inmediatamente después pa
sa la dilucién al baifio donde se lee la cantidad de hemoglobina -
con una cimara fotoeléctrica colocada detras de dicho bafo; - -

Allen y Algird 1960 (2), Allen y Gudaitis, 1961 (3).

La unidf;ld analizadora, (figura No. 7), forma parte del sis
tema electrénico y recibe un suministro de sefiales en forma de
voltaje enviados a ésta por la unidad dilutora y que son los resul
tados obtenidos en forma directa. Esta formada por tarjetas de
circuito, dos osciloscopios, uno para globulos rojos y otro para
blancos; luces de rechazo que se encienden si dos o més lectu -
ras discrepan entre si mis de un 4% (ya que la cuenta de globu-
los se hace por triplicado y el volimen globular medio por dupli
cado) y de un cerebro que partiendo de los resultados recibidos

calcula los otros parametros de la forma siguiente:

Hematocrito = VG M/G.R.
MCH = Hgb/G.R.

M CHC = Hgb / Hto.
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Toda la informacion acumulada por el aparato se traduce
de datos andlogos a digitos en la unidad de energia eléctrica, -
que también proporciona niimero de prueba y fecha; y se envian
los valores directamente a la unidad impresora (figura No. 8),
que los imprime sobre una tarjeta especial, dando los resulta-

dos en las unidades adecuadas para cada lectura; Barnard 196Y (6).



Iv MATERIAL Y METODOS



MATERIAL BIOLOGICO.

Se tomaron al azar 500 muestras de sangre anticoagulada
con la sal trisddicade E D T A, de pacientes que acudieron al _
C.H. 20 de Noviembre es decir, sin importar sexo, edad, com-

plexidn y estado de salud.

MATERIAL.

1.- Autoanalizador Technicon SMA 7A
2. - Contador Coulter Modelo S.
3. - Pipetas de Thoma para globulos rojos
4.- Pipetas de Thoma para glébulos blancos.
5.- Camara de Neubauer.
6.- Cubrehematimetros.
7.~ Agitador de pipetas.
8.- Microscopio dptico Leitz.
9.- Microcentrifuga Internacional.

10. - Tubos capilares de vidrio.

11.- Lampara de alcohol.

12, - Medidor de microhematocritos.

13. - Pipetas de Sahli.

14. - Tubos de vidrio de 13 x 100.

(25
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15. - Fotoceldas.

16. - Fotocolorimetro Leitz modelo M.
SOLUCIONES EMPLEADAS.

1.- Solucion de Hayem.
2.- Liquido de Tiirk.
3. - Reactivo de Drabkin.
4.- Solucién salina 0.9 %.
5.- Cetrimida.
6..- Reactivo de Drabkin modificado.
7.~ Solucidén salina 0.85 %.
8.- ISOTON,
9.- ISOTERGE.
10. - Control comercial 4C

11.- LYSSES.

TECNICAS.

a) Manuales
a.l) Recuento de eritrocitos.

Para saber el nimero de eritrocitos que hay en una muestra,
se hace una dilucién de &sta 1:200 v # v con liquido de Hayem. -

Tompkins 1948 (75), usando una pipeta de Thoma para gldbulos --



rojos y cuidando de que la dilucidon sea lo mas exacta posible, se
mezcla por unos minutos, usando para esto un agitador de pipe-
tas. Una gota de esta dilucidn se coloca en una cidmara de Neu-
bauer, Plum 1936 (65), desechando antes las primeras gotas, se
deja reposar 1 6 2 minutos, y se procede a contar las células en
el microscopio, Ch'u 1938 (17); y utilizando el objetivo a seco -
fuerte, Se cuentan las cé€lulas que se encuentran en 5 cuadros
del area reticulada central de la camara, formados cada uno de

16 cuadros mas pequeiios, Levinson 1964 (51).

La féormula general usada es:

G.R./mm®= cuenta x factor de espesor x factor de area
x factor de dilucidn.

G.R./mm®= cuenta x 10 x 200; 6 bien

G.R./mm3= cuenta x 10, 000

a.2) Recuento de Leucocitos.

Para establecer el nimero de leucocitos de una muestra, se
procede de manera similar que para la cuenta de eritrocitos, Mia
le 1958 (59), pero con una pipeta de Thoma para glébulos blancos
y haciendo una dilucion 1:20 v/v de sangre y liquido de Tiirk, Hel-

man, et. al., 1972 (44). Se agita, se desechan las primeras gotas
L
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y se pone la siguiente en la cimara de Neubauer; se deja reposar
unos minutos y se cuentan las células que estén en cuatro cuadra
dos grandes del reticulo de la cdmara (generalmente se utilizan

los cuadrados de las esquinas), con un microscopio optico.
La férmula general usada es:

G.B./mm? = cuenta x fac. espesor x fac. drea x fac. dilu-

cion.
G.B./mm®— cuenta x 10 x_}l_ x 20, 6
G.B./mm® = cuenta x 50

a.3) Microhematocrito.

El valor del hematocrito se obtuvo usando €l micrométodo
de Strumia 1954 (73). Se pone sangre en los tubos capilares has
ta un poco méis de la mitad de éstos, se sella un extremo a la -
flama de una lampara de alcohol, cuidando de que no se formen
burbujas en el tubo; se centrifugan a 3,000 r.p.m., que da un -
volimen constante de paquete celular de 3 a 5 minutos. La ma-
nera mas facil y adecuada de leer los microhematocritos es con
un medidor sencillo especialmente disefiado para este fin, John-'

son 1957 (46).
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a.4. Hemoglobina.

El método que se uso para obtener la cantidad de hemoglobi
na en gr. % de una muestra, es el de la cianometahemoglobina, -
Drabkin 1949 (27) y Crosby 1954 (20). Con una pipeta de Sahli, se
miden exactamente 0.02 ml. de sangre completa y se mezclan con
5 ml. de reactivo de Drabkin; se agita bien y se deja reposar de 3
a 5 minutos, para que se desarrolle color, que se mide espectro-
fotométricamente usando una longitud de onda de 540 milimicras;

y usando como blanco dicho reactivo; Sunderman y col. 1953 (74).

FORMULAS DE LAS SOLUCIONES EMPLEADAS EN LAS TECNI-

CAS MANUALES.

SOLUCION DE HAYEM.

HgClz......... ..... e 55 a5 v a0sDgTS
Na SO4.10H20 5 ety 0 G GR0 Aas e G0 G0 .5.0gr
NaCl « ¢ s « o % o Otel o e hel s o w s e o mla0 ST,

Agua destilada C.B.P. . . . . ... .. . . 200.0 ml.
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LIQUIDO DE TURK

Acidoacéticoglacial « 4« « o s o s s @ s + » o @ o 2.0ml;
Violetadegenciana 1% « v o ¢ ¢ ¢ o ¢ v o o 0 o 1.0 ml.
AguadestiladaC.B.P. . . . . ... ... .. . 100.0 ml.

REACTIVO DE DRABKIN.

KFPe(CN) sw s s v s dnwessasnn«0:198ar,
3 ( )6 g
AguadestiladaC.B.P. . . ... .. ..... 1000.0 ml.

b) Con Aparatos.

Las técnicas que se siguen en cada uno de los autoanaliza-
dores ya han sido descritas en el capitulo anterior; por lo tanto,
aqui solamente se mencionaran los reactivos que &stos necesi-

tan para efectuar una citologia hematica.

b.1. Technicon SMA 7A.
b.1.1. Recuento de Eritrocitos.

El cloruro de sodio 0.9% es el reactivo que se usa parael
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conteo de eritrocitos, ya que con &ste, el aparato efectia las di-
luciones de sangre, que en este caso hace posible el conteo de -
gldbulos rojos, aunque también interviene para hacer la dilucidn
para el conteo de gldbulos blancos, y la primera dilucion para -

hemoglobina; Blum, L.L. 1945 (11 y 12) y Brakett 1953 (13).

b.1.2. Recuento de Leucocitos.

La solucién de cetrimida es el reactivo usado para determi
nar el nimero de leucocitos de cada muestra; este reactivo es un
detergente suave, que actia sobre las membranas de los eritro-
citos provocando estromatdlisis, Richar, 1959 (69), D'Angelo -

1964 (24).

b.1.3. Hemoglobina,

Para que el autoanalizador mida la cantidad de hemoglobina
de la muestra, es necesario que ésta se combine con reactivo de
Drabkin modificado y se transforme a cianometahemoglobina, que
es un compuesto colorido y puede leerse en el colorimetro del -

autoanalizador, Drabkin 1949 (27), Wintrobe 1961 (87).

Para mantener limpio el aparato utilizamos solucioén salina
0.85%, la cual sirve como solucidén de lavado y aislante entre --

muestra y muestra,
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FORMULAS DE LAS SOLUCIONES EMPLEADAS POR EL AUTO-
ANALIZADOR SMA 7A DE TECHNICON.

CLORURO DE SODIO 0.9%

Agua destilada C.B.P. s « « « ¢+ « « s » » » 1000 ml,
SOLUCION DE CETRIMIDA.

Cetrimida. « « « « 2 o « o e e ow we e wie DI BT,
NA@L o5 o ot ienke ko' ale trer ialhia) o ol ) 3y siial & et 0 DT
Formaldehido 40%. . . . . et e be 2w e Hlommly
Ac. Acéticoglacial . + . . . . . . & s wleseie Ml

Agua destilada C,B.P. . . . . .. ... ... 1000 ml.

REACTIVO DE DRABKIN MODIFICADO.

NaHCO . v v veevieeeen . ... 4.8gr.
KON o v v v v oo s e e s e enennneeees 4.8gr,
KgFe(ON) e v v v veeiie e e ey Ou6gT.

Agua destilada C.B.P.. . . . . .. « e .. 1000.0ml.
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SOLUCION SALINA 0.85 %

NaGl c ¢ v o o ol o a0 o) 5t o o 67 0 % o #10DIZES

Agua destilada C.B.P. . . . . ... ... .1000.0 ml.

b.2. Contador Coulter modelo S

b.2.1. ISOTON

Es un reactivo que tiene varios prodsitos; como su nombre lo
indica es una solucién que proporciona €l medio ideal, por ser buen
conductor de la electricidad, para efectuar los recuentos celulares,
diluye las muestras, sirve para hacer la cuenta de fondo después -
de lavar y antes de calibrar el aparato; también se usa para hacer
diluciones manuales de las muestras escasas y, lo que es muy im-
portante, es el blanco para poder efectuar la detrrminacion de he-

moglobina; D'Angelo, 1962 (23), Anderson P., 1961 (4).

b.2.2. LYSSES.

Es una mezcla de agente lisante de gldbulos rojos (detergen-
te suave), y reactivo de Drabkin modificado, por lo que sirve al -
hacer las determinaciones de niimero de globulos blancos y hemo

globina de cada muestra, Willoughby, 1961 (78), Allen, 1960 (2),
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b.2.3. CONTROL COMERCIAL 4C.

Se usa este control comercial para calibrar el autoanali-
zador diariamente; basta con que se haga esto una vez al dia -
después de realizar la cuenta de fondo y antes de pasar las -
muestras. En la literatura proporcionada por Coulter, Geofrey
1969 (34), se informa que es sangre humana completa, fresca,
modificada y adicionada de conservadores para que tenga una

duracidn de 30 dias, Dutra, 1966 (29).
b.2.4. ISOTERGE.

Este reactivo sirve para mantener limpio el aparato, se u-
tiliza al finalizar el dfa de trabajo, y se deja hasta el dia siguien
te, cuando se lava y pone en condiciones de trabajo, es un deter
gente preparado especialmente para lavar y conservar el autoana

lizador (56).

Las formulas de estos reactivos no se proporcionan, pues

estan patentadas.
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Num. 5

FUENTE DE ENERGIA NEUMATICA
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Num. &

FUENTE DE ENERGIA ELECTRICA
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Num 8

UNIDAD IMPRESORA



VI RESULTADOS.



6 3
VALORES PARA ERITROCITOS (X 10 /mm )

Manuales VS.Technicon Manuales VS. Coulter
X 4.5 4.5 4.47 4.46
X 1129.7 1126.3 1117.5 1116.2
52 0.49 0.47 0.62 0.635
S 0.70 0.68 0.78 0.79
28 1.40 1.37 1.56 1.59
2
S _ 0.044 0.043 0.050 0.050
X
X285 5.9 5.87 6.03 6.05
% S 5.2 5.19 5.25 5.25
) 4.5 4.5 4.47 4.46
x -S 3.8 3.82 3.69 3.67
x-28 3.1 3.13 2.91 2.91

Esta tabla es correspondiente a las gréaficas 1 y 2, dadas a continua
cién.
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VALORES OBTENIDOS DE HEMATOCRITO ( %)

Manuales VS. Technicon.

X 40.9
£x 10220
2
S ; 41.75
S 6.46
25 12.92
s,% 0.408
25 53.82
S 47.36
X 40.9
- S 34.44
-2S 27.98

Tabla correspondiente a las graficas 3 y 4.

41.12
10280
42.55
6.52
13.04
0.41

54.16
47.64
41.12
34.60
28.08

Manuales VS. Coulter.

40.34
10085
60.64
7.79
15.58
0.49

55.92
48.13
40.34
32.55
24.76

40.21
10053
60.06
7.75
15.50
0.49

55.71
47,96
40.21
32.46

24.71
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VALORES OBTENIDOS PARA HEMOGLOBINA (gr.%)

Manuales VS. Technicon Manuales VS. Coulter

X 13.2 13.48 13.15 13.17
£x 3291.95 3371.60 3286.9 3293.3
32 5.08 4.64 7.31 7.01

S 2.25 2.15 2.70 2.65

28 4.50 4.30 5.40 5.30

s% 0.1423 0.136 0.17 0.1676

x+2S 17 .7 17.78 18.55 18.47
S 15.45 15.63 15.85 15.82

X 13.2 13.48 13.15 13.17
x-S 10.95 11.33 10.45 10.52
x-2S 8.7 9.18 7.75 7.87

Tabla de valores correspondiente a las graficas 5y 6 .
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VALORES OBTENIDOS PARA LEUCOCITOS (x 103/mmd)

Manuales VS, Technicon.

X 7.36
£X 1840.7
52 9.06
S 3.009
2s 6.018
SE 0.19
X
x 25 13.38
X 8 10.37
= 7.36
X- S 4.35
X -2S 1.34

Tabla que corresponde a las graficas 7 y 8.

7.6

1910.1
11,70
3.42
6.84
0.21

14.44
11.02
7.6

4,18

0.76

(56

Manuales VS. Coulter

8.3

2081.3
12.13
3.48
6.96
0.22

15.26

11.78
8.3
4.82
1.34

8.2

2069.2
11.49
3.39
6.78
0.21

14.98
11.59
8.2

4.81

1.42
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VL. DISCUSION.
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Los resultados obtenidos por métodos automaticos para -
efectuar citologias heméticas son realmente confiables como se
demuestra con las detrminaciones de las desviaciones estandars

calculadas para cada uno de los parametros.

En la formula para desviacion estandar se usd n - 1, debido a -
que el nimero de muestras procesadas por-uno y otro método -
fué grande. Aproximadamente un 68 % de las lecturas estan entre
* S, y también aproximadamente el 95 % de éstas estdn entre - -
* 2S, confirmando que los resultados son aceptables. La X, los
limites de confianza, los limites de aceptacion, etc., obtenidos
en cada uno de los casos (para gldbulos rojos, blancos, hematocri
to y hemoglobina); son razonablemente cercanos, lo que demues -
tra que teniendo cuidado al trabajar las muestras, y siguiendo las

indicaciones para cada aparato podemos lograr buenos resultados.



VII CONCLUSIONES.



Se tiene la ventaja de que al trabajar con autoanalizadores,
el tiempo empleado en efectuar las determinaciones €s mucho -
menor que el usado al hacer las biometrias hematicas por técni
cas manuales, (sobre todo si se utiliza el Coulter), y que por -
lo tanto el volimen de trabajo que puede realizarse eficientemen
te es mucho mayor.

Asimismo, se reducen los errores de reporte, porque con
técnicas manuales el cansancio ocular, o una mala dilucién de -
muestra, nos da como resultado, lecturas defectuosas, y los -
aparatos toman la cantidad de muestra la diluyen y efectian to-
das las lecturas automaticamente.

Las causas de error méas frecuentes o desventajas al uti-

lizar estos aparatos son:

1.- Sino hay una buena agitacién de la muestra de sangre com

pleta y anticuoagulada, puede darnos resultados que difieren

del valor real para esa muestra, por ejemplo, hastade - -

1 gr.% de hemoglobina; esto desde luego tratandose del Con

tador Coulter, ya que en el Technicon la muestra es agita-

da en forma automatica.

2.- Los pacientes con valores electroliticos altos, y los pacien
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tes a los que se ha suministrado sueros con sodio o potasio
alteran.el valor del hematocrito, esto puede ocurrir si tra-

bajamos con €l Technicon SMA 7A.

También tratindose de este Gltimo autoanalizador puede ha
ber impurezas en los reactivos o muestras, como polvo, -
coagulos pequefios, etc. (no detectables a simple vista), que
al llegar a la celda de flujo, va a proporcionarnos datos al-
tos para recuento de c€lulas sanguineas.

Esto raramente ocurre en el Contador Coulter ya que posee
pantallas de proyeccion de las aberturas que muestra cual-

quier obstruccidn en éstas.

Estos sistemas automaticos tienen un limite para recuento
de glébulos blancos que en el Technicon es de 25,000, y en
el Coulter de 50, 000/ mm3, si tenemos muestras que exedan
estas cifras, tendremos que efectuar el recuento de globu-
los blancos en un hemocitémetro.

Si se manejan los aparatos con el cuidado debido, y toman-
do en cuenta lo que nos puede afectar la lectura de un paré-
metro, los resultados son muy cercanos a los que obtene -

mos con técnicas manuales ya comprobadas.
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Ademas de que el Contador Coulter Modelo S, cuenta con -

un aspirador de muestras - micro, usando solamente 44.7 A

de sangre.
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