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‘La calidad de un resultado de laboratorio depende de la calidad de la muestra”
(premisa basica de las buenas practicas de laboratorio)

Resumen: a pesar de los grandes avances tecnologicos y el desarrollo de nuevos
parametros en hematologia, el extendido de sangre periférica continda siendo la
“prueba reina” en el diagndstico de las enfermedades hematolégicas. Por razones
ajenas al objetivo de este mddulo, y a la mala utilizacién de la tecnologia, entre otras
razones, muchos laboratorios clinicos han menospreciado el valor del extendido
de sangre periférica y en consecuencia solo se limitan a entregar como resultado,
el informe “en bruto” que entrega el autoanalizador de hematologia, sin el mas
minimo andlisis del extendido de sangre periférica, aun en los casos en donde las
alarmas del instrumento asi lo exigen, dentro del marco de las buenas practicas
de laboratorio. Para tener un estudio de la morfologia de la sangre periférica que
pueda ser considerado de 6ptima calidad, calificacién que siempre sera posible,
necesariamente deberan confluir tres condiciones: (1) que el extendido de sangre
periférica sea 6ptimo, (2) que la coloracion sea optimay (3) que la placa sea analizada
por personal idéneo.
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esde 1956, cuando Wallance Coulter inventé el primer contador de células [1], el he-

mograma como prueba de laboratorio no ha cesado de evolucionar y como resultado

ha traido mejoras y también problemas. Con respecto a las primeras, los contadores no
sélo han permitido tener resultados tan exactos como impensables con los métodos manuales
[2], sino que han aportado, sobre todo los de las Gltimas generaciones, nuevos parametros de
valiosa utilidad clinica y excelente relacion costo beneficio para el paciente y los sistemas de
seguridad social [3-8]. Con respecto a los segundos, el hemograma, a pesar de que es una de las
pruebas mds solicitadas al laboratorio clinico, por razones ajenas a las de este médulo, a la falta
de educacion continua y a un entrenamiento adecuado en el manejo de estos instrumentos y de
los nuevos parametros, infortunadamente se ha utilizado inadecuadamente, como se analizara
mas adelante.
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¢Como obtener un extendido de sangre periférica de dptima calidad?

El objetivo de este médulo es miiltiple: (1) llamar la atencién sobre el mal uso de los autoa-
nalizadores de hematologfa, (2) presentar a los profesionales del laboratorio clinico las diferentes
opciones de manejo del hemograma electrénico y en particular lo relacionado con el extendido
de sangre periférica, como parte integral del hemograma y (3) presentar a la comunidad de usua-
rios, los médicos, las posibilidades que con respecto al diagnéstico hematolégico les proveen los
avances tecnolégicos cuando se utilizan adecuadamente, acorde con los estandares de calidad
[9] y la forma codmo los resultados les deben ser informados, de tal manera que sea la verdadera
ayuda que realmente es la prueba y no motivo de confusién, como estd sucediendo en muchos
Casos.

¢Qué esta sucediendo con el hemograma y el extendido de
sangre periférica en Colombia?

A pesar de los grandes avances tecnolégicos de las Gltimas décadas, en particular los rela-
cionados con el diagnéstico hematoldgico gracias a la incorporacién de los autoanalizadores de
hematologia en la mayorfa de los laboratorios clinicos, no sélo se han mejorado sustancialmente
los parametros convencionales del hemograma sino que se han introducido nuevos parametros
de utilidad clinica, como recientemente se analizé en un médulo anterior en MEDICINA & LA-
BORATORIO [10].

Infortunadamente, como resultado de la automatizacién, y por otras razones que no son ob-
jeto de este médulo, el estudio de la sangre periférica ha pasado a un segundo plano, llegando
a no hacerse en muchos laboratorios clinicos, como claramente se deduce de los facsimiles de
informes del hemograma que se reproducen en las figuras 1 a 3, y cuando los hacen, su calidad
es tan pobre, como se analizard més adelante, que no es posible tener un buen estudio de san-
gre periférica, olvidando que “los contadores de células son excelentes pero no perfectos” [11]
y en ninglin momento pueden reemplazar a un detenido y cuidadoso estudio de un extendido
de sangre periférica. Como se observa en los citados informes, algunos de ellos procedentes de
laboratorios clinicos de diferentes partes del pais, que se comportan como “fabricas de exame-
nes”, no sélo se ha excluido el extendido de sangre periférica, sino que entrega el resultado “en
bruto”, tal y como sale de la maquina, en muchos casos en inglés y en unidades no utilizadas en
el medio, sin la méds minima revisién y andlisis microscépico del extendido de sangre periférica,
aun cuando el instrumento muestra alarmas que asi lo exigen dentro de las buenas practicas de
laboratorio. Los laboratorios clinicos que asi proceden pareciera que desconocen el papel del
laboratorio clinico en el acto médico y olvidan que la solicitud de un prueba de laboratorio es
una interconsulta més que “una orden comercial para hacer un examen” [12-15].

De acuerdo con la metodologia utilizada y los pardmetros que lo componen, en el medio se
reconocen seis tipos de hemogramas, debidamente codificados y definidos por la Sociedad Co-
lombiana de Patologfa Clinica [16] que coinciden en su mayorfa con los definidos por el Colegio
Americano de Patélogos, que a su vez, son reconocidos por la Asociacion Médica Americana y el
Colegio Americano de Patélogos [17] y han sido acogidos por el Ministerio de Proteccién Social
de Colombia como base de los manuales de contenidos de los planes de salud (CUPS) [18], con
excepcion de los hemogramas tipo V y VI, recientemente incorporados a los laboratorios clinicos
del pais. Desde el punto de vista practico, los hemogramas se subdividen en dos grandes grupos:
(1) los hemogramas manuales, que corresponden a los tipos | y Il'y (2) los hemogramas electré-
nicos derivados de los autoanalizadores de hematologia, que corresponden a los tipos Ill, 1V, V
y VI[19].

Todos los hemogramas del tipo IV a VI, ademas de los valores cuantitativos propios de cada

uno de ellos, generan una serie de gréficos conocidos como histogramas, dispersogramas y ci-
togramas en los cuales se presentan graficamente algunos de los aspectos mas importantes de
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Figura 1. Facsimil de un informe de un hemograma tipo IV. Como se observa, se ha entregado al paciente el hemograma
tal como sale del instrumento, en inglés, con los pardametros en siglas y en unidades, como K/uL (en vez de “por ul”) para
el recuento de blancos y de plaquetas, desconocidas en el medio. A pesar de las multiples alarmas como H, HH, L y los as-
teriscos y la nota con una alarma (resaltada) informando la posibilidad de “blastos” o precursores de células blancas, que,
como visiblemente se evidencia en el informe, no hay estudio de extendido de sangre periférica como claramente debié de
haberse realizado antes de ser entregado al paciente. Fuente: historia clinica de un paciente de la consulta del autor.

las poblaciones de células analizadas y de los cuales los instrumentos, con la ayuda de software,
determinan algunas variables cuantitativas. Por razones desconocidas o que no son objeto de
este médulo, en nuestro medio no se le ha dado un adecuado manejo a estos elementos gréficos
pues la mayoria de los laboratorios clinicos se limitan a anexarlos como parte integral del hemo-
grama, en muchos casos, “en bruto” como salen de instrumento, inclusive en inglés, en iniciales
y con todas las alarmas sin ninguna interpretacion, constituyéndosen en fuentes de confusion y
desinformaciéon mas que en una verdadera ayuda para el clinico [20], como se evidencia en las
figuras 1 a 3.

Los histogramas, dispersogramas y citogramas que entregan los autoanalizadores de hemato-
logia son una excelente herramienta para el laboratorio clinico pero tienen muy poca, o quizas
ninguna, utilidad clinica: estos elementos como herramienta del laboratorio clinico son de gran
valor debido a que: (1) identifican con gran certeza, mediante alarmas, las principales alteracio-
nes del hemograma, en donde el observador debe poner mayor énfasis en el estudio de sangre
periférica, (2) permiten monitorear la veracidad de los hallazgos cuantitativos generados por el
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¢(Coémo obtener un extendido de sangre periférica de dptima calidad?

autoanalizador, (3) permiten identificar las posibles causas relacionadas con resultados erréneos
generados por los autoanalizadores, y (4) le permiten al examinador presumir un determinado
diagnéstico [20]. Al médico le debe llegar el informe del hemograma tan claro como sea posible,
muy similar al facsimil del informe de un hemograma tipo VI que se reproduce en la figura 4 (la
hoja de trabajo) y en la figura 5 (el informe final del hemograma).

¢Cuando hacer o solicitar un estudio del extendido de sangre
periférica?

Hacer o no hacer extendido de sangre periférica como parte integral del hemograma de-
pende del método utilizado para hacerlo y de las necesidades del médico, siempre en un deter-
minado contexto clinico. Se dan dos situaciones en particular: los hemogramas manuales y los
hemogramas electrénicos.
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Figura 2. Facsimil de un informe de un hemograma tipo IV. Como en el caso anterior, el laboratorio clinico se limité a en-
tregar al paciente el informe tal cual sale del instrumento, en inglés y con los parametros en siglas. De acuerdo con lo que
se observa en el informe hay una anemia sefalada con multiples asteriscos, un recuento diferencial de tres partes con un
asterisco que llama la atencion sobre la presencia de “linfocitos reactivos”. Ademas en la parte lateral derecha se ha pegado
al informe la tirilla del instrumento y si se mira con detenimiento, los valores de la tirilla han sido transferidos a la “hoja de
informe”. De acuerdo con esta metodologia, en este hemograma que corresponde al tipo IV en donde el recuento diferen-
cial de leucocitos convencional (de cinco partes que incluye polimorfonucleares neutrofilos, polimorfonucleares eosindfilos,
polimorfonucleares basofilos, linfocitos y monocitos), debe hacerse manualmente y las alarmas relacionadas con la anemia
y la linfocitosis habrian sido indicacion para un estudio completo del extendido de sangre periférica, que no se evidencia
en este informe. Ademas, llama la atencién de un término ajeno al laboratorio clinico estandar o a la hematologia como es
“recuento diferencial de células mixtas”. Es claro que este tipo de hemogramas, por lo menos de informe, desorienta mas
que cumple con su objetivo como prueba de laboratorio. Fuente: historia clinica de un paciente de la consulta del autor.
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Figura 3. Facsimil de un informe de un hemograma tipo V. Como en el caso anterior, el laboratorio clinico se limité a en-
tregar al paciente el informe tal como sale del instrumento, en inglés y con los parametros en siglas. De acuerdo con las
alarmas L, H'y “thrombocytopenia” de 12.000 plaquetas por uL, claramente debia haber sido completado con un estudio del
extendido de sangre periférica que obviamente no se realizé en este paciente como se evidencia en este informe. Fuente:
historia clinica de un paciente de la consulta del autor.

Hemograma manual

Como su nombre lo indica, en los hemogramas tipo | y Il, de acuerdo con la Sociedad Co-
lombiana de Patologia Clinica [19] y el Ministerio de Proteccién Social [18], acorde con los
estandares internacionales y las buenas practicas de laboratorio, los parametros cuantitativos se
determinan por instrumentacién basica, en particular con pipetas y cdmara de Neubauer [10], y
los pardmetros cualitativos y el recuento diferencial de leucocitos se derivan, en todos los casos,
del estudio del extendido de sangre periférica realizado por profesionales debidamente capaci-
tados para ello [21, 22].

Hemograma electrénico

En los hemogramas electronicos o derivados de los autoanalizadores de hematologia, el es-
tudio del extendido de sangre periférica depende del tipo de hemograma y de los resultados de
éste, como se analizard a continuacion.

Hemograma tipo Il

En los hemogramas tipo Ill, de acuerdo con la Sociedad Colombiana de Patologfa Clinica [19]
y el Ministerio de Proteccién Social [18], el instrumento entrega los pardmetros basicos como la
hemoglobina, el hematocrito, el recuento de eritrocitos, los indices eritrocitarios (volumen cor-
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Figura 4. Facsimil de un hemograma tipo VI. Se presenta el informe que el autoanalizador de hematologia entrega para que
el bacteriélogo analice. En el documento se identifican los siguientes grupos: (1) resultados del andlisis, (2) dispersograma
del diferencial (DIFF), (3) dispersograma de leucocitos y basdfilos (WBC/BASO), (4) dispersograma de células mieloides
inmaduras (IMI), (5) dispersograma de eritrocitos nucleados (NRBC), (6) dispersograma de reticulocitos (RET), (7) disper-
sograma de plaquetas 6pticas (PLT-O), (8) histograma de hematies o eritrocitos (RBC), (9) histograma de plaquetas (PLT),
(10) sistema de avisos interpretativos de leucocitos (WBC), (11) sistema de avisos interpretativos de hematies y reticuloci-
tos (RBC, RET), y (12) sistema de avisos interpretativos de plaquetas (PLT). En este caso el laboratorio clinico, mediante
el extendido de sangre periférica que el instrumento hace y colorea, procede a verificar las alarmas y generar un informe
transparente para el médico. Fuente: hoja de trabajo de un laboratorio clinico privado de Medellin, Colombia.
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puscular medio, hemoglobina corpuscular media, concentracién de la hemoglobina corpuscular
media), el recuento total de leucocitos y en algunos instrumentos, como un pardmetro opcional,
el recuento total de plaquetas [23], pero no da ninguna informacién sobre la morfologia de la
sangre ni mucho menos sobre el recuento diferencial de leucocitos, pardmetros que necesaria-
mente deben ser obtenidos mediante el estudio cuidadoso del extendido de sangre periférica

(21, 22].

Dentro de este grupo de autoanalizadores estan, a modo de ejemplo, el Sysmex CC-700 [24],
el Sysmex CC-800 [25], el Sysmex M-2000 [24], el Sysmex E-4000 [26] y el Sysmex E-5000 [27]
de TOA Medical Electronics, el ZF6 [28] y el Modelo S de Coulter [29, 30], el SMA-4 [31] y SMA-
4A'y el H6000 [32] de Technicon [30], el Celloscope 401 [33] y el Celloscope 421 [34] y el Cell
Dyn 900 [28] de Sequoia-Turner, entre otros.

Hemograma tipo IV

En los hemogramas tipo 1V, de acuerdo con la Sociedad Colombiana de Patologia Clinica [19]
y el Ministerio de Proteccién Social [18], como en el caso anterior, el instrumento entrega los
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Figura 5. Facsimil de un informe de un hemograma tipo VI. Se presenta el informe final de un hemograma organizado
de acuerdo con los parametros analizados y completamente transparentes para el médico. Fuente: historia clinica de un
paciente de la consulta del autor.
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parametros basicos como la hemoglobina, el hematocrito, el recuento de eritrocitos, los indices
eritrocitarios (volumen corpuscular medio, hemoglobina corpuscular media, concentracién de la
hemoglobina corpuscular media), el recuento total de leucocitos y el recuento total de plaquetas.
Ademas, incluye nuevos parametros como el ancho de distribucion de los eritrocitos [35] y un
recuento diferencial de leucocitos basico, conocido como de tres partes, debido a que agrupa
los leucocitos, de acuerdo con el tamano, en tres clases de células: linfocitos, células mixtas (en
donde se incluyen monocitos, polimorfonucleares eosinéfilos y polimorfonucleares baséfilos) y
polimorfonucleares neutrdfilos [36-39]. Cuando el laboratorio clinico utiliza este tipo de autoa-
nalizador de hematologia debe incluir en todos los hemogramas que realiza de rutina extendidos
de sangre periférica para observar la morfologia de las diferentes series (eritrocitos, leucocitos
y plaquetas) y hacer el recuento diferencial de leucocitos, esto es de cinco partes (polimorfo-
nucleares neutrdfilos, polimorfonucleares eosindfilos, polimorfonucleares baséfilos, linfocitos y
monocitos) [22].

Dentro de este grupo de autoanalizadores estan, a modo de ejemplo, el Sysmex pocH-100i
[40], el Sysmex CC-800 [25], el Sysmex M-2000 [24] y el E-5000 [41] de TOA Medical Electro-
nics, el Hematrack [42] y el Coulter S Plus IV [36, 43] de Coulter, entre otros.

Hemograma tipo V

En los hemogramas tipo V, de acuerdo con la Sociedad Colombiana de Patologfa Clinica [19],
como en los casos anteriores, el instrumento entrega los pardmetros basicos como la hemoglo-
bina, el hematocrito, el recuento de eritrocitos, los indices eritrocitarios (volumen corpuscular
medio, hemoglobina corpuscular media y concentracién de la hemoglobina corpuscular media),
el recuento total de leucocitos y el recuento total de plaquetas. Ademas, incluye nuevos parame-
tros como el ancho de distribucién de los eritrocitos, el volumen medio plaquetario, el ancho de
distribucién de las plaquetas y el plaquetocrito, y entrega un recuento diferencial de leucocitos
de cinco partes, en donde se incluyen polimorfonucleares neutréfilos, polimorfonucleares eosi-
nofilos, polimorfonucleares baséfilos, linfocitos y monocitos [44-46]. La ventaja de estos autoana-
lizadores, con respecto a los anteriores, radica en un software robusto que mediante algoritmos,
de acuerdo con los resultados y las anormalidades cuantitativas y cualitativas, clasifica los hemo-
gramas en dos grandes grupos:

1. Normales, aquellos en donde el instrumento no encuentra ninguna alteracién o sefal de
alarma y en los cuales no es necesario hacer estudio de sangre periférica complementario,
a no ser que se tenga una indicacién especifica como la presencia de organomegalias (ade-
nopatfas, esplenomegalia, hepatomegalia), debido a que la sensibilidad y especificidad de
los procedimientos manuales son mucho mas bajas que en los hemogramas derivados de
estos autoanalizadores, como claramente se ha demostrado [47, 48].

2. Anormales, aquellos en donde el instrumento encuentra (a) alteraciones en los parametros
cuantitativos, (b) alteraciones cualitativas y (c) alteraciones cuantitativas y cualitativas, en
los cuales, en todos los casos, de rutina, es necesario hacer el estudio complementario del
extendido de sangre periférica [22].

Dentro de este grupo de autoanalizadores estdn, a modo de ejemplo, el Sysmex NE-8000
[44, 49], el Sysmex SE-9000 [50] y el Sysmex SE-9500 [51] de TOA Medical Electronics, el MAXM
[52] y el Gen-S, el STKR [53] de Coulter, el Cell-Dyn 1000 [54] y el Cell Dyn 3500 [55] de Abbott
Diagnostics, y el Advia 120 [56-58] de Bayer, entre otros.

Hemograma tipo VI

En los hemogramas tipo VI, de acuerdo con la Sociedad Colombiana de Patologfa Clinica
[19], igual que en los otros hemogramas electrénicos, el instrumento entrega los parametros
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basicos como la hemoglobina, el hematocrito, el recuento de eritrocitos, los indices eritrocitarios
(volumen corpuscular medio, hemoglobina corpuscular media y concentracién de la hemoglobi-
na corpuscular media), el recuento total de leucocitos y el recuento total de plaquetas. Ademas
de que incluye los nuevos pardmetros que comparte con el hemograma tipo V, como el ancho
de distribucion de los eritrocitos, el volumen medio plaquetario, el ancho de distribucién de las
plaquetas, el plaquetocrito y el recuento diferencial de leucocitos de cinco partes, en donde
se incluyen polimorfonucleares neutréfilos, polimorfonucleares eosindfilos, polimorfonucleares
baséfilos, linfocitos y monocitos, el hemograma tipo VI, entrega otros nuevos pardmetros de uti-
lidad clinica [4] como el recuento de reticulocitos, el indice de maduracion reticulocitaria [59],
la hemoglobina reticulocitaria [60, 61], el recuento de granulocitos inmaduros [62], el recuento
de células progenitoras (CD34) [63-65], el recuento de eritroblastos [66] (cuando estdn presen-
tes), y el indice de plaquetas inmaduras, también conocidas como plaquetas reticuladas [67-70].
Ademéds, detecta y sefiala con alarmas la presencia de hemoparasitos [71, 72] lo cual es de gran
importancia en las regiones en donde la malaria es endémica. El manejo del estudio de sangre
periférica es similar al del hemograma tipo V, previamente analizado.

Dentro de este grupo de autoanalizadores estdn, a modo de ejemplo, el Sysmex XT-2000i
[73], el Sysmex SE 9500 [56] y el Sysmex XE-2100 [57, 74] de TOA Medical Electronics, el Abx

Tabla 1. Posibles razones por las cuales el médico expresamente solicita revisar el extendido de sangre
periférica [77]

Alteraciones cuantitativas

Confirmar un recuento bajo de plaquetas

Tener un recuento diferencial de leucocitos manual o confirmar las poblaciones de leucocitos generadas por un
autoanalizador de hematologia

Cuando se sospechan resultados espurios derivados del autoanalizador de hematologia
Alteraciones cualitativas

Diagnosticar o descartar una neoplasia hematoldgica, en particular una leucemia

Diagnosticar o descartar desérdenes relacionados con las células madre

Diagnosticar o descartar enfermedades mieloproliferativas crénicas

Diagnosticar o descartar sindromes mielodisplasicos

Diagnosticar o descartar desérdenes hereditarios como la anomalia de May-Heglin
Alteraciones cuantitativas y cualitativas

Evaluacién de citopenias, incluidas la anemia, la leucopenia y la trombocitopenia, solas o en sus diferentes com-
binaciones

Evaluar y caracterizar anemias adquiridas como las anemias hemoliticas, las relacionadas con enfermedades he-
paticas y las enfermedades renales

Diagnosticar o descartar la hemoglobinuria paroxistica nocturna
Diagnosticar o descartar las discrasias de células plasmaticas

Diagnosticar o descartar enfermedades plaquetarias, como el sindrome de Wiskott-Aldrich y el sindrome de pla-
queta gris

Estudio de anemias hemoliticas hereditarias
Hemoglobinopatias y sindromes talasémicos
Deficiencias enzimaticas, como la deficiencia de la glucosa 6 fosfato deshidrogenasa
Defectos de membrana de los eritrocitos, como la esferocitosis hereditaria
Otras indicaciones
Diagnosticar o descartar hemoparasitos

Sospecha de malignidad
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Pentra 120 [56] de Abx Horiba, el LH 750 [57] de Beckman Coulter, el Cell Dyn 4000 [56, 75] y
el Cell Dyn Sapphire [76] de Abbott Diagnostics, entre otros.

Indicaciones para hacer el extendido de sangre periférica
desde la optica del médico

Ademas de las indicaciones derivadas de la metodologia que el laboratorio clinico utilice
para hacer el hemograma, el estudio de sangre periférica puede ser solicitado en forma expresa
por el médico en situaciones como las que se relacionan en la tabla 1, y en estos casos es ideal
que los extendidos fuesen revisados por profesionales especialmente entrenados en morfologia
sanguinea [77].

¢Como hacer un extendido de sangre periférica de 6ptima
calidad?

Dependiendo de las disponibilidades propias de cada regién y de cada institucién, que a su
vez determinan la complejidad y del grado de instrumentacién del laboratorio clinico, para hacer
un extendido de sangre periférica se dispone de medios que van desde los métodos manuales
hasta los altamente automatizados, que independiente de cual se utilice, si estd bien estandari-
zado puede y debe proveer un extendido de sangre periférica de 6ptima calidad. En la practica,
para hacer el extendido de sangre periférica se dispone de tres metodologfas: la del portaobjeto,
la de la laminilla y la de capas.

Método del portaobjeto

El método del portaobjeto, también conocido como método de doble portaobjeto o método
en cufa, es el mas utilizado universalmente para hacer los extendidos de sangre periférica. Para
lograr un extendido de sangre periférica por este método es importante tener en cuenta la mues-
tra, el material utilizado y el procedimiento propiamente dicho. El método del portaobjeto puede
hacerse por dos métodos: manual y automatizado.

Método manual del portaobjeto

El método manual del portaobjeto es mas utilizado en los laboratorios clinicos. Para hacerlo
en forma adecuada deben cumplirse las siguientes condiciones:

Muestra

Se puede hacer con sangre completa obtenida por puncién digital o con sangre anticoagulada
con EDTA (tubo con tapa lila para hemograma) [78]. Las muestras con heparina no son adecuadas
para hacer el extendido de sangre periférica porque frecuentemente forma pequefios codgulos
de plaquetas que interfieren con el andlisis de la morfologia plaquetaria y porque interfiere con
la coloracién, dando una fondo azul parpura [79].

Material

Para lograr extendidos de sangre periférica de éptima calidad es indispensable utilizar por-
taobjetos de 75 x 25 x T mm, nuevos, de buena calidad, no los més baratos del mercado, limpios
y libres de polvo y de grasa y por ningtin motivo, reutilizados. Ademas, se requiere de portaob-
jetos extensores, romos e idealmente mds estrechos que los utilizados para el extendido de la
sangre.
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Procedimiento

Los pasos a seguir en el método
del portaobjeto para hacer el exten-
dido de sangre periférica son los si-
guientes:

1.

7.

Campuzano-Maya G.

Colocar el portaobjeto en don-
de se planea hacer el extendi-
do sobre una superficie plana,
si la persona que va a hacer el
procedimiento es diestra, con
la gota de sangre al lado dere-
cho y si es zurda, con la gota
de sangre al lado izquierdo.

Figura 6. Extendido de sangre periférica por el método del portaobjeto.
Colocar una pequeﬁa gota, A: colocacién de la gota de sangre en el portaobjeto; B: colocacion del

. 2 . portaobjeto extensor; C: desplazamiento del portaobjeto extensor, hacia
ya sea de la puncion directa la derecha, en blsqueda de la gota de sangre; D: desplazamiento del
del dedo o del tubo con an- portaobjeto extensor hacia la izquierda para hacer el extendido de san-

ticoagulante, de 2 a 3 mm de  gre periférica.
diametro (0,05 mL), de sangre
bien mezclada (10 inversiones manuales o 2 minutos en un homogenizador), a 1 cm de
un extremo del portaobjetos. Si se emplean portaobjetos de extremo esmerilado o es-
pacio reservado para marcarlo, la sangre se coloca cerca de éste, como se muestra en la
figura 6A.

Con el pulgar y el indice de la mano derecha sujetar el segundo portaobjetos, también
conocido como portaobjetos extensor, contra la superficie del primer portaobjeto con un
angulo de 30° a 45°, como se muestra en la figura 6B.

Deslizar el portaobjetos de empuje hacia atras, hacia la gota de sangre. Permitir que la
gota se extienda hasta tres cuartas partes del bisel del portaobjetos de empuje. Procurar
que la sangre se extienda hasta los bordes del portaobjetos extensor, como se muestra en
la figura 6C.

Empujar rapidamente el portaobjetos extensor hacia delante (lejos de la gota), como se
muestra en la figura 6D. Este movimiento debe ser suave y continuo hasta el extremo del
portaobjetos. El portaobjetos extensor deberd estar limpio y seco, e idealmente debera ser
menos ancho que el primer portaobjetos, como se visualiza en las figuras 6B, 6C y 6D,
para evitar que la muestra se desborde y poder examinar con mayor facilidad los bordes
en el microscopio.

Permitir que el extendido se seque al aire antes de colorearlo. Se puede abanicar en el aire
para que se seque en menos tiempo.

Marcar el portaobjetos con un lapiz apropiado. La identificacién debe ser en el extremo
grueso (o el esmerilado) del portaobjetos.

Método automatizado del portaobjeto

Una de las caracteristicas mas importantes del método del portaobjeto es la posibilidad de
ser automatizado. Los extendidos de sangre periférica se pueden automatizar en forma indepen-
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diente o incorporados a los autoana-
lizadores de hematologfa. En la prac-
tica, se presentan dos alternativas:

¢(Coémo obtener un extendido de sangre periférica de dptima calidad?

= La automatizacién independien-
te se basa en el uso de dispositi-
vos que mecanizan los pasos del
extendido de sangre periférica
convencional. En el mercado del
laboratorio clinico se pueden ob-
tener instrumentos como Hema-
prep® (SmithKline/Beecham) vy el
Autoprep®(Sedona Lab Products),
pero ninguno de ellos se consi- ~0

gue localmente. Los aspectos re- Figura 7. Extendido de sangre periférica por el método del portaobjeto

lacionados con el procedimiento con instrumento manual. Para hacer el extendido de sangre periférica se

. . . . muestra un extensor de placas de la marca Hemaprep®. A: colocacion

se cifien a seguir las instrucciones g 5 gota de sangre en el portaobjeto; B: colocacién del portaobjeto

del instrumento utilizado. En la extensor; C: desplazamiento del portaobjeto extensor; D: extendidos

fi de sangre periférica listos para ser coloreados. Cortesia de SmithKline/
igura 7 se muestra uno de estos

i Beecham.
instrumentos.

m La automatizacién incorporada se basa en acoplar al autoanalizador de hematologfa, usual-
mente a los de gama alta, un dispositivo completo que hace y colorea los extendidos de
sangre periférica. Estos instrumentos realizan los extendidos de sangre periférica a partir de
muestras preseleccionadas de acuerdo con el software “que determina cuando” es necesario
0 no es necesario realizar estudio manual del extendido y en este caso “procede a hacerlo”.
El método se basa en el sistema manual, previamente descrito, que desplaza un portaobjetos
esmerilado sobre la superficie de otro portaobjeto. Con estos instrumentos, la calidad de los
extendidos y las coloraciones son 6ptimas, y la individualizacién con relacién al hematocrito
de cada extendido permite placas con un grosor estandar. En la figura 8 se muestra uno de
los extensores-coloreadores recientemente introducido al mercado nacional del laboratorio
clinico: el SP-1000i® incorporado al autoanalizador de hematologia XE-Alpha® de Sysmex.
Los aspectos relacionados con el procedimiento se cifien a seguir las instrucciones del instru-
mento utilizado [80], aspectos que pueden variar de un instrumento a otro.

Ventajas y desventajas de los métodos automatizados

Cuando las placas de los extendidos de sangre periférica son marcadas autométicamente con

la informacién registrada en el computador central del laboratorio se reducen significativamente
los errores inherentes a los procedimientos manuales, ademds, los errores por defectos de la
preparacién del extendido de sangre periférica y la coloracién de éste son significativamente me-
nores cuando estos procedimientos se hacen de rutina con métodos automatizados, que usual-
mente estan sometidos a mejor control de calidad que cuando se hacen con métodos manuales
[81]. La Unica desventaja es el costo.

¢Coémo saber si el extendido por el método del portaobjeto es de 6ptima
calidad?

Un extendido de sangre periférica por el método del portaobjeto de éptima calidad, inde-

pendiente de como se haga, debe tener las siguientes caracteristicas:
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El extendido debe progresar desde un aspecto grueso en el punto de origen (cabeza del
extendido), a un aspecto delgado, con un borde uniforme en el punto final (cola del ex-
tendido).

El extendido en todo su trayecto no debe tocar los bordes externos del portaobjetos, ni se
debe desbordar por los lados o extremos del mismo.

El extendido no debe tener ondas ni huecos, estrias, crestas ni depresiones, lo cual llevaria
a resultados espurios, principalmente en el recuento diferencial de leucocitos.

Si la cantidad de sangre y la distribucion de ésta son las adecuadas, el extendido debe
ocupar dos tercios de la longitud del portaobjetos, esto es de 3 a 4 cm.

¢Cudles son las causas por las cuales el extendido por el método del
portaobjeto puede ser deficiente?

Son muchas las causas por la cuales un extendido de sangre periférica puede ser deficiente
para su estudio, circunstancias que los profesionales del laboratorio clinico deben controlar. Den-
tro de estas circunstancias las principales son las siguientes:

1.

Cuando el extendido se hace con sangre con anticoagulante (usualmente con EDTA) y la
muestra se almacena por perfodos prolongados (méas de dos horas) [79] o en condiciones
inadecuadas. Como resultado de esta circunstancia, se puede presentar distorsion celular.

Cuando el extendido se hace con sangre sin anticoagulante y éste no se extiende inmedia-
tamente después de colocar la gota de sangre en el portaobjetos. Si este proceso se retrasa,
hasta cuando se inician los procesos de coagulacién, las células mas grandes, como los neu-
tréfilos y los monocitos, se localizan de manera desproporcionada en el extremo delgado
del extendido, dando resultados espurios en el recuento diferencial de leucocitos.

Cuando se utilizan portaobjetos sucios o de mala calidad. Los portaobjetos deben estar
libres de polvo y manchas de
grasa. En algunos laboratorios
clinicos con buenas practicas
de laboratorio limpian con
alcohol los portaobjetos para
hacer los extendidos de sangre
periférica de rutina.

Cuando el tamafo de la gota
de sangre es inapropiado. Una
gota demasiado grande produ-
ce un extendido grueso y largo.
Una gota demasiado pequena
produce un extendido delgado
y corto, insuficiente para un
estudio adecuado.

Figura 8. Aditamento incorporado a un autoanalizador de hematologia,

. XE-Alpha® (XE-2100/sp-1000i) de Sysmex, para el extendido y colora-

Cuando el angulo del POl’taOb- cién automatica de la sangre periférica. A: colocacién de la gota de

jetos de empuje es incorrecto. ~ sangre en el portaobjeto; B: desplazamiento del portaobjeto extensor

. l 4 | para hacer el extendido de sangre periférica; C: rotulacién de las placas

Mientras menor sea e angulo  con las muestras; D: coloracién de los extendidos de sangre periférica.
del portaobjetos de empuje, el ~ Cortesia de Sysmex®.
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extendido sera mas largo y delgado y mientras mayor sea, el extendido serd mas corto y
grueso.

6. Cuando la velocidad del movimiento de empuje es inapropiada. Mientras mas lento sea
el empuje de la gota de sangre, se producen mds irregularidades en el extendido y mas se
afecta la distribucién de las células en el extendido, dando resultados espurios.

7. Cuando la presion es inadecuada. Mientras mayor sea la presiéon, mas delgado serd el
extendido.

8. Cuando en el medio ambiente del laboratorio clinico hay problemas con la humedad y
temperatura. La humedad elevada puede hacer que las muestras se sequen con mayor
lentitud y como consecuencia se produce distorsion de los eritrocitos.

Ventajas y desventajas del método del portaobjeto

El método del portaobjeto es el método mas conocido y utilizado universalmente en los
laboratorios clinicos y el que mejor se maneja por esta circunstancia. La técnica se domina con
facilidad, los extendidos son menos fragiles que los que utilizan el método de la laminilla y se
pueden manipular con mayor facilidad. Dentro de las desventajas esta la falta de uniformidad en
la distribucion de los leucocitos que se logra con los métodos alternativos, situacién que introdu-
ce un indice de mayor variabilidad en los recuentos diferenciales manuales [48, 82].

Método de la laminilla

El método de la laminilla, también conocido como método del cubreobjeto, corresponde a
una variable “mejorada” del método del portaobjeto, en donde el extendido en vez de hacerse
sobre un portaobjeto estandar, se hace sobre laminillas o cubreobjetos.

Como en el método del portaobjeto, para lograr un extendido de sangre periférica de 6ptima
calidad por el método de laminilla, es importante tener en cuenta la muestra, el material utilizado
y el procedimiento propiamente dicho.

Muestra

Se puede hacer con sangre completa obtenida por puncién digital o con sangre anticoagulada
con EDTA (tubo con tapa lila para hemograma) [78]. Las muestras con heparina no son adecuadas
para hacer el extendido de sangre periférica porque frecuentemente forma pequefios coagulos
de plaquetas que interfieren con el andlisis de la morfologia plaquetaria y porque interfiere con
la coloracién, dando un fondo azul pdrpura [79].

Material

Para lograr extendidos de sangre periférica de 6ptima calidad es indispensable utilizar lamini-
llas de 22 mm, nuevas, de buena calidad, no las més baratas del mercado, limpias, libres de polvo
y de grasa; y por ninglin motivo, reutilizadas.

Procedimiento

Los pasos a seguir en el método de la laminilla para hacer el extendido de sangre periférica
son los siguientes:

1. Tomar por una de sus esquinas una laminilla entre los dedos pulgar e indice de la mano
izquierda, o derecha cuando quien hace el extendido es zurdo. Poner en el centro de una
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laminilla una pequena gota de
sangre (10 inversiones manua-
les 0 2 minutos en un homoge-
nizador de tubos para hemato-
logia), como se muestra en la
figura 9A.

L

Tomar una segunda laminilla
con la mano derecha por una
de las esquinas y colocarla de
inmediato sobre la gota de san-
gre en sentido diagonal, como
se muestra en la figura 9B.

Permitir que la sangre se ex- - -

tienda por accion capllar. Figura 9. Extendido de sangre periférica por el método de laminilla. A:
colocacioén de la gota de sangre en la laminilla; B: colocacién de la lami-
nilla extensora; C: difusién de la muestra entre las laminillas; D: separa-

Justo antes de que se detenga cion horizontal de las laminillas.

la diseminacién, como se ob-
serva en la figura 9C, separar con suavidad y de manera uniforme los cubreobjetos en el
plano horizontal, como se muestra en la figura 9D.

Colocar los extendidos en posicion invertida y permitir que se sequen al aire antes de colo-
rearlos. Se pueden abanicar en el aire para que se sequen en menos tiempo.

En un drea gruesa del extendido, aquella que posiblemente no necesitara para la lectura
microscopica, marcar suavemente la laminilla.

¢Como saber si el extendido por el método de la laminilla es de 6ptima
calidad?

Un extendido de sangre periférica de 6ptima calidad por el método de la laminilla debe tener
las siguientes caracterfsticas:

1.

4.

El extendido debe quedar como una mancha uniformemente distribuida en el centro de
cada una de las laminillas.

El extendido en toda su extension no debe tocar los bordes externos de las laminillas, ni se
debe desbordar por los lados de las mismas.

El extendido se debe observar uniforme, sin ondas, huecos, estrias, crestas ni depresiones,
lo cual llevaria a resultados espurios en el recuento diferencial de leucocitos.

Si la cantidad de sangre y la distribucién de ésta son las adecuadas, el extendido debe
ocupar dos tercios de la superficie de las laminillas.

¢Cudles son las causas por las cuales el extendido por el método de la laminilla
puede ser deficiente?

Son muchas las causas por la cuales un extendido de sangre periférica puede ser deficiente
para su estudio, situaciones que los profesionales del laboratorio clinico deben estar en condicio-
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nes de controlar. Dentro de estas circunstancias, muy similar a lo que se puede presentar con el
método del portaobjeto, en el método de laminilla las principales son las siguientes:

1. Cuando el extendido se hace con sangre con anticoagulante (usualmente con EDTA) y se
almacena la muestra por periodos prolongados (mas de dos horas) [79] o en condiciones
inadecuadas, como puede suceder en los laboratorios clinicos con grandes volimenes de
trabajo o con sobrecarga de trabajo. Como resultado de esta circunstancia, se puede pre-
sentar distorsion celular.

2. Cuando el extendido se hace con sangre sin anticoagulante y éste no se hace inmediata-
mente después de colocar la gota de sangre sobre la laminilla. Si este proceso se retrasa,
hasta cuando se inician los procesos de coagulacion, las células mas grandes, como los neu-
trofilos y los monocitos, se localizan de manera desproporcionada y cuando se examinan al
microscopio dan resultados espurios en el recuento diferencial de leucocitos.

3. Cuando se utilizan laminillas sucias o de mala calidad. Las laminillas deben estar libres de
polvo y manchas de grasa. En algunos laboratorios clinicos con buenas practicas de labora-
torio, se limpian con alcohol las laminillas para hacer los extendidos de sangre periférica de
rutina. No se deben utilizar laminillas extremadamente delgadas porque son muy fragiles y
se quiebran durante el procedimiento, lo cual constituye un peligro para los profesionales
del laboratorio [79].

4. Cuando el tamafo de la gota de sangre es inapropiado. Una gota demasiado grande, la
que usualmente desborda la capacidad de las laminillas, produce un extendido grueso y
de pésima calidad en donde es imposible individualizar las células para el andlisis de ellas.
Una gota demasiado pequena produce un extendido delgado e insuficiente para un estu-
dio adecuado.

5. Cuando el desplazamiento de las laminillas no es adecuado. De ahf la mayor dificultad del
método.

6. Cuando la presion aplicada entre las laminillas es inadecuada, mientras mayor sea la pre-
sibn mas delgado sera el extendido vy, a la inversa, mientras menor sea la presién mas
grueso sera el extendido.

7. Cuando en el medio ambiente del laboratorio clinico hay problemas con la humedad. La
humedad elevada puede hacer que las laminillas se sequen con mayor lentitud y como
consecuencia se produce distorsion de los eritrocitos.

Ventajas y desventajas del método de la laminilla

Con el método de la laminilla se logran extendidos de sangre periférica de 6ptima calidad
pero se requiere experiencia para depurar y poner a punto la técnica, motivo por el cual s6lo
se utiliza en algunos servicios o laboratorios clinicos especializados en hematologia. Con este
método se obtiene una buena distribucién de los leucocitos en todas las partes de la prepara-
cion. A causa del menor tamano de la muestra, se cuentan 50 leucocitos por cada cubreobjetos.
Ademds de las cualidades antes descritas, que a su vez se convierten en inconvenientes para
muchos laboratorios clinicos, sobre todo los de grandes voltimenes de pacientes, es mas costoso
que el método del portaobjeto, es mas exigente en relaciéon con la coloracién, las laminillas
son muchisimo més fragiles que los portaobjetos y, hasta el momento, no ha sido posible au-
tomatizarlo. Finalmente, el “Cytomentry Panel of the International Council for Standardization
of Hematology (ICSH)”, debido a que las laminillas no pueden ser marcadas sin que se dafe el
extendido y que la fragilidad del material puede representar un riesgo biolégico para el personal
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del laboratorio, no lo recomienda y va més alla: lo considera obsoleto y en consecuencia no
deberfa usarse [79].

Extendido de sangre periférica por el método de capas

Este método, también conocido como de spinner, consiste en utilizar una fuerza centrifuga
para distribuir la sangre sobre la superficie de un portaobjeto [83-85]. Con este método se con-
sigue una pelicula de sangre muy delgada, por lo que también se le denomina monocapa, en la
que es posible observar una distribucién de los leucocitos muy uniforme haciendo innecesaria
la seleccion de un area especial para hacer el recuento diferencial de leucocitos [83]. El sistema
consta de una centrifuga especial, y unos recepticulos especiales para los portaobjetos, que
con tan sélo dos gotas de sangre anticoagulada y en menos de tres a cinco segundos, permiten
obtener extendidos de sangre periférica de éptima calidad. Esta metodologfa también puede ser
utilizada para hacer extendidos de reticulocitos [86]. En la figura 10A se muestra una centrifuga
para hacer extendido de sangre periférica por el método de capas y en la figura 10B, el adita-
mento para manejar la muestra.

Ventajas y desventajas del método de capas

El método de capas usa una fuerza de centrifugacién para producir una sola capa de células
con leucocitos y plaquetas distribuidos uniformemente [87]. El método permite manejar grandes
volimenes de muestras con extendidos éptimos en donde se minimiza el dafo de la morfologia
celular y el procedimiento es limpio y seguro. Tiene algunas desventajas como alteraciones de
los eritrocitos por la fuerza centrifuga [84]. Otra desventaja es el riesgo biolégico debido a que
se pueden crear aerosoles, sobre todo cuando se utilizaban sistemas antiguos que carecen de la
adecuada proteccién, y el costo del instrumento, ademas de que no esta disponible en el medio
por falta de representacién comercial.

¢Como hacer una coloracion del extendido de sangre
periférica de optima calidad?

Ademas de la calidad del extendido de sangre periférica, el laboratorio clinico debe velar por
la calidad de la coloracién: para nada sirve un buen extendido si éste no se colorea adecuada-
mente. Como en la mayoria de los
procedimientos en el laboratorio cli-
nico, s6lo es posible tener resultados
6ptimos cuando las muestras son las
adecuadas vy los extendidos de san-
gre periférica no son la excepcién.

Independiente del método utili-
zado para hacer el extendido de san-
gre periférica y para colorearlo, de
acuerdo con la ICSH la coloracién
de referencia para los extendidos
de sangre periférica es la coloracién
de Romanowsky [88]. La coloracién
de Romanowsky es una mezcla que

contiene azul de metileno y eosina  Figura 10. Extendido de sangre periférica por el método de capas. A:

. centrifuga utilizada para hacer el extendido de sangre periférica median-
que represer]ta un prototipo de va- te el método de capas; B: aditamento para llevar la muestra de sangre
rias coloraciones entre las cuales ala centrifuga para hacer el extendido de sangre periférica. Cortesia de

sobresalen la coloracién de Wright, —St@tSpin DiffSpin®.
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la coloracion de Giemsa, la colora-
cién de May-Griinwald-Giemsa y la
coloracion de Leishman [89-91]. En
nuestro medio, la més utilizada es la
coloracién de Wright [88].

Coloracion de Wright

La coloraciéon de Wright, por el
método manual, se hace de la si-
guiente manera [88]:

1. Colocar los portaobjetos con el
extendido de sangre periférica hacia
arriba en los soportes de vidrio pre-
viamente dispuestos en la bandeja
de coloracién. Cuando el extendido
de sangre periférica esta hecho sobre

laminillas, éstas se colocan sobre cor-
Figura 11. Instrymento para extendido y coloracién de sangre periférica. chos o tapones de caucho invertidos,
Se muestra un instrumento para hacer y colorear extendidos de sangre
periférica independiente del autoanalizador de hematologia. Cortesiade ~ pegados sobre madera u otro mate-

GG&B Co, Wichita Falls, Texas. rial resistente previamente dispuesto
en la bandeja de coloracién.

2. Cubrir el extendido de sangre periférica con colorante de Wright y dejar en reposo por tres
(3) minutos.

3. Inundar el portaobjetos o la laminilla con solucién tampén sin dejar derramar el liquido por
los bordes de la preparacion. Cuando se utiliza laminilla se puede ayudar a mezclar el co-
lorante con la solucién tampén soplando suavemente de un lado a otro sobre la laminilla.
Dejar en reposo por cinco (5) minutos.

4. Lavar los portaobjetos o las laminillas con agua corriente por 10 segundos. Con una gasa
impregnada con un poco de alcohol se retira el exceso de colorante del revés y los bordes
del portaobjetos. Cuando se utilizan laminillas, éstas se pueden dejar secando sobre papel
de filtro y con la gasa impregnada con un poco de alcohol retirar los excesos de colorante
que se depositan alrededor del corcho o tapén que las soporta.

La coloracion de Wright, asi como las otras coloraciones utilizadas en hematologfa, puede ser
automatizada mediante instrumentos independientes o incorporados a los nuevos autoanaliza-
dores de hematologfa.

Coloreadores de placas

Como se ha expresado, con el desarrollo tecnolégico, independiente (ver figura 11) o como
parte integral de los autoanalizadores de hematologia, es posible con un alto grado de eficien-
cia automatizar estos procesos en el laboratorio clinico. En el mercado del laboratorio clinico,
localmente, se dispone de autoanalizadores de hematologia que como el XE-Alpha® de Sysmex
[66, 80], que se muestra en la figura 12, automatizan todo el proceso del hemograma, dejando
para que el bacteriélogo o profesional frente al instrumento interprete los datos cuantitativos y
cualitativos como los que se visualizaron en la figura 4 y revise las placas que entrega como se
mostré en la figura 5.

Medicina & Laboratorio, Volumen 14, Nimeros 3-4, 2008

142




Campuzano-Maya G.

Posibles problemas con la coloracién

Una buena coloraciéon debe mostrar un extendido de sangre periférica de color rosado. Si
el extendido de sangre periférica una vez coloreado se observa azul, se deben considerar varias
circunstancias: extendido de sangre periférica muy grueso, lavado insuficiente, tiempo de colo-
racion prolongado y alcalinidad del colorante. Si la coloraciéon queda roja puede ser por exceso
de acidez en el colorante o en el agua utilizada, por presencia de humos acidos en el colorante.
Si en la coloracion se observan precipitados entre las células puede ser debido a placas sucias,
placas mal lavadas, a que el colorante se ha secado, posicion oblicua del extendido de sangre
periférica durante la coloracién, polvo, incluido el procedente de guantes, precipitado sobre el
extendido de sangre periférica y ambientes sucios en donde se colorean las placas, entre otras
circunstancias.

Andlisis del extendido de sangre periférica

Una vez que se tenga un extendido de sangre periférica de éptima calidad, debidamente
coloreado, el punto final se centra en dos aspectos criticos: ¢quién y como analizar el extendido
de sangre periférica?

¢Quién debe analizar el extendido de sangre periférica?

Para sacar el maximo provecho del examen del extendido de sangre periférica, el examen
debe realizarlo personal idéneo, debidamente capacitado y preferiblemente con experiencia en
morfologia sanguinea [92]. Cuando en Europa y Estados Unidos sélo los laboratorios clinicos con
personal capacitado y certificado pueden “leer” un extendido de sangre periférica, en nuestro

Figura 12. XE-Alpha® de Sysmex. Al lado izquierdo se observa un extensor y coloreador de placas modelo SP-1000i de
Sysmex, incorporado al autoanalizador de hematologia (DX-2100°) ubicado al lado derecho. Cortesia de Sysmex®.
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medio, sobretodo en algunos laboratorios de grandes volimenes, el bacteridlogo se limita a
“cargar” las muestras al autoanalizador de hematologia y a entregar el impreso del estudio “en
bruto”, sin el mas minimo andlisis de las alarmas mediante un estudio microscépico de la sangre
periférica, como claramente se evidencié en los facsimiles que se reprodujeron en las figuras 1
a 3, en el curso de este modulo.

¢Como analizar el extendido de sangre periférica?

Finalmente, una vez obtenido un extendido de sangre periférica de éptima calidad, éptima-
mente coloreado, es indispensable que sea analizado por personal calificado, conocedor de mor-
fologia sanguinea, como claramente se evidencié en el curso de este médulo, dentro de las bue-
nas practicas de laboratorio y como se analizard con detenimiento en los préximos médulos.

En la figura 13 se muestra un extendido de sangre periférica listo para ser leido en donde se
delimitan algunas dreas de importancia, como la cabeza, el cuerpo y la cola del extendido, que el
profesional que lee la placa debe identificar claramente. Como se esquematiza, el drea en donde
idealmente se debe hacer el analisis es la cola. Ademas, a manera de resumen, en las figuras 14
a 21 se muestran algunos ejemplos de extendidos de sangre periférica realizados por los diferen-
tes métodos analizados en este médulo; como claramente se demuestra en las figuras 17, 19 y
21, con todos los métodos es posible tener buenos resultados cuando éstos se hacen siguiendo
estrictamente los procedimientos para cada uno de ellos.

Figura 13. Extendido de sangre periférica listo para ser leido. Al lado izquierdo, sobre el portaobjeto se muestra un ex-
tendido de sangre periférica realizado por un instrumento automatico incorporado al autoanalizador de hematologia en
donde se identifican algunas areas de importancia: En la cola del extendido se sefala con una linea roja el area en donde
idealmente debe centrarse el estudio microscépico. En el lado derecho se muestran algunos aspectos microscopicos de
las principales areas del extendido de sangre periférica. Fuente: laboratorio clinico institucional del orden asistencial de la
ciudad de Medellin, Colombia.
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Figura 14. Extendidos de sangre periférica de mala calidad, hechos por el método del portaobjeto y coloreados por el mé-
todo de Wright manual. En todas las placas se evidencia que el extendido se ha desbordado por los lados de las l&minas,
explicable por falta de una placa extensora adecuada. Los extendidos de sangre periférica de las laminas E y F muestran
que la cola del extendido se prolonga hasta el final de la placa, sospechoso de la presencia de un pequefo coagulo o de
un cuerpo extrano en la muestra. El extendido de la lamina B esta pobremente fijado al portaobjeto, situacién que lo lleva a
un permanente deterioro. El extendido F muestra exceso de sangre que cubre mas de las dos terceras partes de la lamina,
como consecuencia no es posible individualizar las células al momento de hacer la observaciéon microscépica como se
observa en la figura 15. Ademas de lo anterior, es evidente que la coloracién esta defectuosa y que la forma de marcarlas
no permite archivarlas adecuadamente. Fuente: placas procedentes de un laboratorio clinico institucional de la ciudad.

Figura 15. Observacién microscépica de un extendido de sangre periférica de mala calidad, hecho por el método del
portaobjeto y coloreado por el método de Wright manual. A: se observa que las células dan un aspecto de aglutinacion,
situacién que se genera por mayor cantidad de sangre que la requerida y por aumento en el tiempo de secado del exten-
dido de sangre periférica (400X); B: mayor aumento en donde se evidencia la imposibilidad de visualizar la morfologia de
los eritrocitos, no es posible visualizar correctamente las plaquetas y los leucocitos que como se observa en el centro de la
microfotografia han perdido la mayoria de las caracteristicas morfolégicas (1000X). Salta una pregunta: écomo es posible
informar un estudio con la calidad de estos extendidos de sangre periférica? Fuente: placas procedentes de un laboratorio
clinico institucional de la ciudad.
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Figura 16. Extendidos de sangre periférica hechos por el método del portaobjeto y coloreados por el método de Wright
manual. En contraposicion a las placas de la figura 14, se presentan seis placas aceptablemente elaboradas por el método
del portaobjeto y coloreadas manualmente por el método de Wright. Se observan algunas deficiencias, como recorrido
corto (B a D), falta de fijacion al portaobjeto (D) y desbordamiento en algunas partes del portaobjeto (E). La mejor placa
técnicamente es la A. Fuente: laboratorio clinico privado del orden asistencial de la ciudad de Medellin, Colombia.

A

Figura 17. Observacion microscopica de un extendido de sangre periférica de buena calidad hecho por el método del
portaobjeto y coloreado por el método de Wright manual. A: pequefio aumento (400X) en donde es posible visualizar los
diferentes componentes de la sangre en un campo apto para el estudio detallado de la morfologia y el recuento diferencial
de leucocitos; B: mayor aumento (1000X) en donde se evidencia la buena calidad del extendido de sangre periférica. Fuen-
te: laboratorio clinico institucional del orden docente de la ciudad de Medellin, Colombia.
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Figura 18. Extendidos de sangre periférica hechos por el método de la laminilla y coloreados por el método de Wright. Se
presentan seis placas de buena calidad elaboradas por el método de la laminilla y coloreadas manualmente por el método
de Wright. Fuente: laboratorio clinico institucional del orden docente de la ciudad de Medellin, Colombia.

A

Figura 19. Observacién microscopica de un extendido de sangre periférica hecho por el método de la laminilla y coloreado
por el método de Wright. A: pequefio aumento (400X) en donde es posible visualizar los diferentes componentes de la san-
gre en un campo apto para el estudio detallado de la morfologia y el recuento diferencial de leucocitos; B: mayor aumento
(1000X) en donde se evidencia la buena calidad del extendido de sangre periférica. Fuente: laboratorio clinico institucional
del orden docente de la ciudad de Medellin, Colombia.
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Figura 20. Extendidos de sangre periférica de buena calidad, hechos y coloreados automaticamente con un instrumento
incorporado a un autoanalizador de hematologia. Se presentan seis placas elaboradas y coloreadas automaticamente
por el autoanalizador de hematologia. Fuente: laboratorio clinico privado del orden asistencial de la ciudad de Medellin,
Colombia.

A

Figura 21. Observacion microscopica de un extendido de sangre periférica de buena calidad, hecho y coloreado automa-
ticamente por un autoanalizador de hematologia. A: pequefio aumento (400X) en donde es posible visualizar los diferentes
componentes de la sangre en un campo apta para el estudio detallado de la morfologia y el recuento diferencial de leuco-
citos; B: mayor aumento (1000X) en donde se evidencia la calidad del extendido de sangre periférica. Fuente: laboratorio
clinico privado del orden asistencial de la ciudad de Medellin, Colombia.
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Conclusion

A pesar de los grandes avances tecnoldgicos y del desarrollo de nuevos pardmetros en hema-
tologfa, el extendido de sangre periférica continda siendo la prueba reina en el diagnéstico he-
matoldgico. Por razones ajenas al objetivo de este médulo, y a la mala aplicacién de la tecnologia
y la falta de capacitacién, entre otras razones, muchos laboratorios clinicos han menospreciado
el valor del extendido de sangre periférica y en consecuencia sélo se limitan a entregar como
resultado el informe que “en bruto” entrega el autoanalizador de hematologfa, sin el mas minimo
andlisis del extendido de sangre periférica, aun en los casos en donde las alarmas del instrumento
asf lo exigen, dentro de las buenas practicas de laboratorio y las instrucciones de las respectivas
casas comerciales. Para tener un estudio de la sangre periférica que pueda ser considerado de
6ptima calidad, calificacion que siempre sera posible, necesariamente deberan confluir tres con-
diciones: (1) que el extendido de sangre periférica sea 6ptimo, (2) que la coloracién sea éptima
y (3) que el estudio esté bajo la responsabilidad de profesionales debidamente capacitados para
resolver la “interconsulta” que genera la solicitud de un hemograma al laboratorio clinico.

Summary: Despite the huge technological advances and the development of new
parameters in hematology, the blood smear remains as the “queen of assays” in the
hematological diagnosis. For various reasons, out of the scope of this module, and
to the misuse of technology, many laboratories have underestimated the values of
the blood smear and as a result they hand the raw hematology results, as they come
printed from the automatic analyzers, without an analysis of the blood smear, not
even in the instances where the instrument alarm requires it, according to the good
laboratory practices. In order to have an optimal analysis of the blood smear, three
conditions must be met: (1) an optimal blood smear, (2) optimal staining and (3) the
smear being analyzed by competent personal.

Key words: Blood smear, glass slide method, cover-slip method.
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