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Mddulo 1 (24y 26/09/2026): HEMATOPOYESIS — SERIE ERITROIDE — SERIE MIELOIDE

Hematopoyesis — Morfologia — Valores de Referencia.

Condiciones PreAnaliticas - Frotis — Interpretacion.

Serie Eritroide: Indices Hematimétricos y Morfologia Eritrocitaria — Correlacidn con los mecanismo de
Anemia (Correlacion Fisiopatoldgica).

Serie Mieloide Parte I: Fisiologia, Morfologia, Frotis, Interpretacion, Leucocitosis/Leucopenias Benignas,
Morfologia, Frotis, Interpretacion.

Contador hematoldgico: fundamentos técnicos y sistemas analiticos en elrecuento automatizado.
Interpretacion de alarmas, errores pre-analiticos, interferencias.

Urgencias en Hematologia.



S sorsmonusnmisss,
EVALUACION DEL FROTIS DE S. PERIFERIC

l Sin embargo
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Por ello, tener en cuenta: S LSS S

Las pautas para el estudio de células sanguineas

- Extraccion de la muestra.

+ Anticoagulante.

* Caracteristicas del portaobjeto para la confeccion del frotis
y del extensor.

* Calidad y coloracion del frotis.
* Eleccion de la zona para la observacion microscépica.
+ Etapas para el examen microscopico.

* Fuentes de error y presencia de artificios.
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“* El principal método de rutina para estudiar la morfologia

de los leucocitos es el extendido de sangre periférica tehido.

“* La coloracion tipo Romanowsky como la de May Griinwald-

Giemsa, permite la clasificacion de las células sanguineas por

sus variadas reacciones (apetencia tintorial) a los diferentes

colorantes en la tincion.



Recordar : CONFECCION DEL FROTIS
SANGUINEO

* Un buen frotis sanguineo debera ser grueso a partir de la
gota y fino en el extremo opuesto.

* Deberd ocupar la porcion central del portaobjeto y no
debe tocar los bordes.

* El grosor del extendido estarda dado por: 1) el dngulo
entre el extensor y el portaobjeto ( a > dngulo mayor grosor
y mads corto), 2) tamaiio de la gota de sangre y 3) velocidad
de la extension



Recordar : CONFECCION DEL FROTIS
SANGUINEO

¢ La extensién debe ser de calidad éptima

“* Se recomienda realizarla con sangre sin anticoagulante (punta
de jeringa)

“* Método de los dos portaobjetos es el de eleccidn

“* Observar ciertas precauciones: desechar primera gota,
material desengrasado etc.
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Medidas
Laboratorio de Cuantitativas o _ Fase preanalitca
, Criterios de Calidad
Hematologla Fase analitica
Medidas Cualitativas Fase postanalitica

-Semicuantitativas

Fase posanalitica

Fase preanalitica Fase analitica

Solicitud de pruebas
*Preparacion del paciente
«Coleccion del espécimen
ldentificacion de muestras

Transporte de muestras

calibradores, controles

«Conservacion de muestras



Consideraciones para la Venopuncion

 Restricciones dietarias
 Seguridad en el paciente

* Posicion del paciente

» Seleccion del sitio de puncion
 Aplicacion de torniquete

 Limpieza de la zona de puncion

Cephalic |
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Brachial

Basilic
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Causas de error en la extraccion de sangre
&r ICSH

» Tiempo excesivo de ligadura (hemoconcentracion) 1964-2021

https://www.icsh.org/publications

Table 1 Changes in hemoglobin and hematocrit concentrations and
reticulocoytes count between the first and the last out of 10
consecutive blood specimens sequentially collected. The
last specimen was drawn after a mean 2.30+ 0.12 min tour-
niquet holding. Results are compared by paired Student’s

t-test
First specimen Last specimen p
Hematocrit 0.438+£0.022 0.449+0.022 <0.001
Hemogiobin (mg/di) 15.0+£0.8 15.2+0.8 < 0.001
Reticulogytes (10°L) 773+ 185 756173 0.170

Lippi C et al. Hematological Measurement and Antidoping Testing .. Int | Sports Med 2006; 27: 359-362



Causas de error en la extraccion de sangre
&* ICSH

» Tiempo excesivo de ligadura (hemoconcentracion) 1964-2021

https://www.icsh.org/publications

 Anticoagulante (proporcion) inadecuada

« Extraccion dificultosa, contaminacion con factores histicos
 Tubos de recoleccion sucios 0 humedos

* Fraccionamiento brusco, hemalisis

« Homogenizacion inadecuada: hemolisis (excesiva), generacion de microcoagulos
* Errores en la rotulacion: nombre, cédigo, fecha

 Puncion digital, excesiva presion

» Tubos al vacio, llenado insuficiente



Anticoagulantes

Sales de EDTA:

1. EDTA-K, (1,5-2,2 mg/ml)
2. EDTA-K; (1,5-2,2 mg/ml)
3. EDTA-Na, (1,5-2,2 mg/ml)

Citrato de Sodio

1. 3,2% (0,109M)

2. 3,8% (0,129M)
Heparina

1. 15-20 U/ml (no se recomienda)




LS sorsmonnnmisss,
Caracteristicas de los portaobjetos

Requisitos:

-Vidrio resistente a la corrosion, generalmente de 75 x 25mm, y 1mm de espesor.
-Debe ser liso, sin ningun tipo de distorsion, y totalmente transparente.

-Se recomienda realizar un prelavado: libre de polvo, grasa, hilos, algodon, secado
total.

-Mantenerlos libres de humedad en un recipiente con una mezcla de 3 partes de
alcohol y 1 parte de acetona hasta ser usados.

Limpieza:

-Vidrios sucios: lavado en solucion con detergente a 60°C durante 15°-20°

-Enjuagarlos con agua caliente previo al secado.
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Requisitos:

-Sensiblemente mas estrecho que los portaobjetos, para minimizar los efectos de la

distrubucion.
-Portaobjetos convencional con los bordes redondeados.
-El borde del extensor debe estar pulido, preferentemente.

-El extensor debe lavarse posteriormente a su uso, y secado perfectamente antes de
su reutilizacion. La presencia de células sanguineas de un espécimen anterior causa

un arrastre significativo de celulas.
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Frotis de Sangre Periferica (Método de Cuiia)

Colocar una gota de punta de
jeringa, aproximadamente de 2mm
de diametro, a 1-1,5 cm del
extremo del portaobjeto

Apoyar el extensor sobre la gota en
un angulo de 30°-45°

Esperar el tiempo adecuado para
que la muestra difunda lateralmente

Esparcir/arrastar hacia delante en
una sola accion vy velocidad
constante

Secar el frotis completamente al
aire previo a su tincion




Shse

Frotis de Sangre Periferica (Método de Cuﬁa) '

‘F{ =T Y




Fuentes de error ESP sormoRmmRBIsRS

Preparacion del frotis:

e Frotis irregular, con imperfecciones y colas largas: borde del extensor sucio o astillado,
portaobjeto con presencia de polvo.

« Agujeros en el frotis: extendido contaminado con particulas de grasa.

« Distribucion irregular de leucocitos y plaquetas, especialmente en la cola: deficiente técnica de
extension (agregados).

* Frotis excesivamente corto o grueso: extensor colocado en angulo incorrecto.

* Frotis prolongado hasta el final del portaobjeto: gota de sangre grande.

» Frotis delgado: gota de sangre pequena.

- Frotis expandido hasta los bordes del portaobjeto: extensor muy ancho o en posicion incorrecta.

« Cambios celulares degenerativos: demoras en la fijacion (tiempo excesivo), fijador
contaminado con agua.



Calidad en los frotis de Sangre Periférica
FORMAS ERRONEAS DEL FROTIS

- |||

FXTENSION CORTA Y GRUE SA EXTENDION LARGA Y MUY FINA
EXTENSBONCON ELBTRIAS TRAMSYIRSALES EATENSIONOCONMERTHRIAS LONCITUDINALES

EXTENGION OON DONAS. SIN SANGRE EXTENSMON CON EXTREMO FINAL MUY DESFLECADO




bq CONSEJO DE BlOQUIMICOS
DE LA PROVINCIA DE JUJUY

Calidad en los frotis de Sangre Periférica

Formas erroneas del Frotis




Calidad en los frotis de Sangre PeriféricaL

Formas erroneas del Frotis

1 2 3 q
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Calidad en los frotis de Sangre Periférica

OM
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Coloracion de frotis de sangre periférica

Principio:

Se basa en la diferencia de pH de las distintas estructuras celulares. Cada componente
celular tendra apetencia tintorial por el colorante de pH antagonico.

- Nucleos celulares: desarrollan reacciones acidas, tendran apetencia  por
colorantes basicos (basofilos).

- Citoplasmas celulares: desarrollan reacciones alcalinas, tendran
apetencia por colorantes acidos (acidofilos).

- Las granulaciones y organelas pueden presentar apetencia por
distintos colorantes.
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Coloracion de May-Griunwald-Giemsa

Etapas

* Fijacion-tincion: en esta etapa actla el reactivo de May-Griinwald, y utiliza el efecto
desnaturalizante del alcohol metilico sobre las proteinas séricas y celulares. Mayor
adhesion celular al vidrio. Tiempo empleado, 50""- 60""; pH=6,8.
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Solucion de May-Griunwald:

- Eosinato de azul de metileno  0,25¢gr

- Alcohol metilico puro-neutro  100ml

Solucidn de Giemsa:

- Azur Il Eosina 3,0gr
- Azur 1l 0,80gr
- Glicerina 125,0gr

- Alcohol metilico puro-neutro  375ml



S

Una buena extension : tres dreas

\Z . )
%* Zona excesivamente gruesa: “cabeza”(aumento de

linfocitos)

**  Zona excesivamente fina : final de la extensidn
(neutrdéfilos y monocitos)

¢ Zona ideal: situada entre las anteriores ( “zona
intermedia” ) con reparto equilibrado de células

OOOOOOOOOOOO QauinmICcCos
DE LA PROVINCIA DE JUJUY
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Observacion de los frotis de Sangre Periférica

Tail end

AN

Examination area

Glass slide

Blood film
/
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Origin
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Film too thin

Film too thick

Start of battlement track examination
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Calidad en los frotis de Sangre Periftrica
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Calidad en los frotis de Sangre Periférica

b



LS sorsmonnnmisss,
Etapas en la examinacion de frotis de sangre periférica

1- Examinacion en baja resolucion (objetivo 10X)

 Determinar la calidad integral del frotis: coloracion, artificios, integridad.

 Observar la distribucion celular en el frotis: examinar bordes, periferia y centro en
busca de agrupaciones de elementos formes, y tambiéen anormales.

« Ubicarse en el area optima para realizar la observacion detallada y enumeracion de
las células: correcta distribucion de globulos rojos basandose en la correcta
coloracion central de los mismos, evitar zonas con presencia de precipitados o
celulas danadas



7}

Calidad en los frotis de
Sangre Periferica

Examinacion de area X 10

Frotis adecuado para examinacion
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1- Examinacion en baja resolucion (objetivo 10X)




'::-..QI DE LA PROVINGIA DE JUJUY
1- Examinacion en baja resolucion (objetivo 10X

' . - - - b 4 SY—-<3 NS
- - . > — O v - ‘ S — d K ¥ .
. - B - p e . * ’ - 3 -
Q . r .' iy .’ R : 5 ) . ‘!‘ ’{‘\’.‘v »,“_‘ . < ¢
-y i o o s a
- - . - a { - - .
- 2 . ' . d :-: 4 \ b . .
- - ) l’ M w " - - 2 r ;‘ .
. : - .,
- - "’ .

-



bq CONSEJO DE BlOQUIMICOS
DE LA PROVINCIA DE JUJUY

1- Examinacion en baja resolucion (objetivo 10X)
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Calidad en los frotis de
Sangre Periférica

Extendido muy delgado X 10




OOOOOOOOOOOOOOOOOOOO
DDDDDDDDDDDDDDDDDDDD

Calidad en los frotis de Sangre Periférica
Extendido muy delgado X 10

0
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Calidad en los frotis de

Sangre Periférica
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1- Examinacion en baja resolucion (objetivo 10X)

Excesiva acumulacion de células - distribucion celular irregular




ESP sorsmarnusnmisss,
1- Examinacion en baja resolucion (objetivo 10X)

Excesiva acumulacion de células - distribucion celular irregular (borde)




Etapas en la examinacion de frotis de sangre periférica

2- Examinacion en alta resolucion (objetivo 40X)

« Estimacion indirecta de los globulos blancos:

N total estimado

GB/
ampe | 3e GB/mm?
2-4 4000-7000/mm?3 o ?
4-6 7000-10000/mm? H B B < B
6-10 10000-13000/mm?
10-20 13000-18000/mm?

 Correlacionar el valor de GB estimado con el recuento absoluto (manual
¢ automatizado) realizado.

« Evaluacion morfologica de GB vy registro de anormalidades presentes
(cambios toxicos).

« Apreciacion morfolégica de entrocitos, anisocitosis, poiquilocitosis,
hipocromia.






Etapas en la examinacion de frotis de sangre periférica

3- Examinacion en inmersion (objetivo 100X)

« Realizacion de la Formula Leucocitaria Diferencial (incluyendo todos los
GB). S1 se observa la presencia de GR nucleados informarlos como nimero
de GR nucleados (eritroblastos) cada 100 GB, y a continuacion corregir el

valor absoluto de GB/mm® :

GB/mm* x 100
1000 + N de GE nucleados/100GEB

GB corregidos/mm”® =

« Evaluacion de caracteristicas eritrocitarias: anisocitosis, poiquilocitosis,

hipocromia, policromatofilia, inclusiones intraeritrocitarias.

« Observacion de la morfologia plagquetaria y estimacion de su cantidad:
recuento del N° de plaquetas en 10 campos (en zona optima de 100 GR);

2. N°Plaq.(10 cpos.) x N°de GR/mm?

Est. Plag./ mm?® =
1000

el ?
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3- Examinacion en inmersion (objetivo 100X)
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3- Examinacion en inmersion (objetivo 100X)
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3- Examinacion en inmersion (objetivo 100X)
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Calidad de la tincion _ _ _ _ _ _ _
Coloracion Optima Coloracion Acida Coloracion
Alcalina
Nucleos en leucocitos I PURPURA | PALIDO OSCURO
[ [
Nucleolos \ VISIBLES | VISIBLES NO VISIBLES
Citoplasma de I AZUL | AZULINTENSO AZUL OSCURO
linfocitos I I

Granulaciones | PEQUENAS,PURPURAS | MUY PEQUENAS, GRUESAS Y OSCURAS
Neutrofilas | | DIFICIL OBS.

Granulaciones | NARANJA, | NARANJA, ROJIZA MARRON-
Eosindfilas I REFRINGENTE I NARANJA AZULADAS
Eritrocitos I ROSADO I ROJIZO GRIS PLOMIZO

]



VARIABLES QUE PUEDEN INFLUIR EN LA FORM.
LEUC. MEDIANTE EL METODO VISUAL

%* Distribucion irregular y no aleatoria de los leucocitos
en la extension.

“* Realizacion del recuento en un lugar inadecuado.
“* Variaciones de la calidad de la extension.

*<* Observacion de un nimero insuficiente de células.

*** Pericia del observador en la identificacion de
determinados leucocitos.



. ] . LS sorsmonnnmisss,
Artificios en los frotis

Empleo de anticoagulante (sales de EDTA):

 Células normales pueden mantener una morfologia satisfactoriamente por 5 horas.

 Células anormales presentan cambios dentro de los 60° de contacto con el anticoagulante.

« Monocitos presentan cambios inmediatamente después de entrar en contacto con los
anticoagulantes (vacualizacion).

« Se observan alteraciones morfologicas en la poblacion de globulos rojos, luego de
aproximadamente 6 horas.

« Punteado basofilo y Cuerpos de Dohle pueden desaperecer en contacto con EDTA.

 La distribucion (aglomeracion), morfologia, y granularidad plaquetaria se ven alteradas en
presencia de EDTA.

 Secado insuficiente del frotis previo a su coloracion: prolongaciones citoplasmaticas en Li.,
falsa hipocromia en eritrocitos, disminucion en tamafio de leucocitos normales.
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Artificios

Alteraciones morfologicas — Contacto con EDTA
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Artificios
Alteraciones morfoldgicas — Contacto con EDTA




Artificios

Alteraciones morfologicas — Exceso de tiempo de coloracion
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Artificios
Alteraciones morfoldgicas — Colorante Giemsa muy concentrado

]
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Artificios
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Artificios
.;_/"’,
D=
: , z T : . .
Contaminacion con H,O en la fijacion Nucleo de Li distorsionado por

(anillos refringentes) contacto con anticoagulante



Gracias por su atencion...

cesarcollino2013@gmail.com

> +54 9 351 624-5311



