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RESUMEN

En la actualidad los laboratorios clinicos, cuentan con equipos automatizados
para la determinacion de glébulos blancos; Sin embargo las valoraciones con
técnicas manué’'es siguen “utilizandos? con fi2cuencia. ['a metodologia
necal til'zada porerce :niea a és de 1o, aios hasilo latechica ce I
Litete g2 Thomra, cue co i€ pasc doltanpo os analistas le s ian sustittic o
por el uso de bipelas automaticas \ a que son mucho mas faclies y rapidas de
manipular; es por ello que el objetivo de la siguiente investigacion fue
determinar las diferencias en la cuantificacion de leucocitos con pipetas tipo
Thoma y pipetas autométicas en muestras de sangre de estudiantes. El
estudio fue de tipo correlacional y de campo. Se analizaron 30 muestras a las
cuales se les aplicé dos técnicas de cuantificacion manual y ambas fueron
tratadas bajo las mismas condiciones experimentales para la determinacion
de células sanguineas. Luego de obtenidos los resultados se realiz6 una
prueba de normalidad, en donde el 100% de los datos resultaron validos,
también se hizo una estadistica descriptiva global, observandose que las
medias entre ambas técnicas son muy similares, posteriormente se
estudiaron en el programa estadistico IBM SPSS statistics 23, aplicandose la
prueba T student’s para muestras relacionadas con un nivel de confianza del
95%, obteniéndose un p=0,278 por lo tanto corroboramos que no existen
diferencias significativas entre las pipetas tipo Thoma y las pipetas
automaticas, ademas se procesaron 10 muestras al azar en el equipo
automatizado encontrandose diferencias significativas con respecto a las
técnicas manuales.

Palabras claves: Diferencias, cuantificacion, leucocitos, pipetas tipo Thoma,
pipetas automaticas.
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INTRODUCCION

La sangre es un liquido que contiene todos los elementos necesarios
para la supervivencia de las células, estd compuesta por un 55% de plasma
y un 45% de células sanguineas, dentro de las cuales se encuentran los
glébulos rojos, plaguetas y glébulos blancos. Este vehiculo de transporte de
materiales, a través de los vasos sanguineos es impulsado por el corazon,
llega a los distintos lugares del organismo, formando parte del liquido

extracelular (Tresguerres, 2009; Rodak, 2005).

Los glébulos blancos o leucocitos son un conjunto heterogéneo de
células sanguineas que son los efectores celulares de la respuesta
inmunitaria, inte viniendo | si en la defensa del ¢ 'ganismo ¢« ntra sustancias
eX rales 0 agenes 1 2ccixs)s Se o igirar-zi le médila ysay-ca el teido
linfatico; por ‘@anto, resulta de.ar:.n importancia determinar el numero de
leucocitos presentes en el organismo de una forma rapida, exacta y precisa
(Freund, 2011; Arias, 2000).

En la actualidad los laboratorios clinicos, cuentan con equipos
automatizados para la determinacion de glébulos blancos, los cuales a través
de calibraciones oportunas de dichos instrumentos y controles de calidad
adecuados, son precisos y confiables. Sin embargo, las valoraciones con
técnicas manuales siguen utilizandose con frecuencia en los laboratorios
bioanaliticos, utiles para corroborar un resultado obtenido por equipo
automatizado, en condiciones clinicas que lo requieren o0 porque

simplemente es el tnico medio de determinacién (Santillan y col., 2009).

La metodologia manual utilizada por excelencia para determinar las

células blancas a través de los afos, ha sido la técnica de las pipetas tipo



Thoma; con el paso del tiempo los analistas, las han sustituido por el uso de
pipetas automaticas o micropipetas, que son dispositivos empleados para
succionar y transferir pequefios volumenes de liquidos, de manera que son
mucho mas faciles y rapidas de manipular, ademas de tener un alto grado de
precision y exactitud (Navarro, 1999; Rodriguez, 2006). Sin embargo, esta
practica comun en los laboratorios clinicos, carece de evidencias cientificas,
que permitan asegurar, que los resultados obtenidos con ambas técnicas de
cuantificacion son igual de reproducibles y confiables. Dicha interrogante es
lo que ha planteado este trabajo de investigacion: ¢ Existirdn diferencias en la
cuantificacion de leucocitos con pipetas tipo Thoma y pipetas autométicas en

muestras de sangre de estudiantes?

La siguiente investigacion esta estructurada en cinco capitulos, los

cuales tendran una diversidad de elementos, tales como:

Castult 10 EL PROPZE A4, Fiartean eriode Prollena, Jusaticaciin ¢
it-por-nca de A lyvesticacion. £ bjti o de ¢ Investicac 61 A cance. y

Limitaciones de la Investigacion.

Capitulo 1l: MARCO TEORICO, Trabajos Previos, Antecedentes Historicos,
Bases Tedricas, Definicion de Términos Basicos, Hipotesis, Sistema de

Variables, Operacionalizacién de las Variables.

Capitulo Ill: MARCO METODOLOGICO, Enfoque de la Investigacion, Tipo
de Investigacion, Disefio de la Investigacion, Poblacion y Muestra,
Materiales, Procedimientos o Metodologia, sistema estadistico.

Capitulo IV: RESULTADOS Y DISCUSION.

Capitulo V: CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES.



CAPITULO |
EL PROBLEMA

Planteamiento del Problema

En Venezuela los laboratorios clinicos son establecimientos publicos o
privados, en los que se realizan los procedimientos de analisis de
especimenes biclégicos de crigen humano, come apoyo a las actividades de
Jiggr 6sice, pre encié, tat m.enod, sejunnieatc, cor rol y igdania de las
e.ferri.eaudel. LesGecucrao €on s prnc.gicsuas.cos decalicaa,-gporiunicad
y racionalidad, deben producir resultados confiables para asistir a los
médicos en el diagndstico y seguimiento de sus pacientes. Los valores
obtenidos en un laboratorio deben ser reproducibles y coherentes tanto al
repetir una misma prueba en dias distintos, como al comparar los resultados

entre laboratorios (Rodriguez, 1997; Fink y Fernandez, 1996).

Dentro de las éareas que comprende un laboratorio clinico se

encuentran:

v Quimica sanguinea: incluye pruebas para el estudio del
metabolismo de los carbohidratos, las proteinas, los lipidos, el agua,
electrélitos, enzimas séricas, productos del metabolismo, oligoelementos,

hormonas y niveles de medicamentos en la sangre, entre otros.



v Microbiologia clinica: dentro de esta se encuentran las areas de
bacteriologia, micobacterias, micologia, parasitologia, virologia, serologia y

microbiologia molecular.

v Inmunologia clinica: donde se realizan pruebas de

autoinmunidad y la inmunologia celular.

v Uroandlisis: se refiere al analisis de la orina, clearence de

creatinina, proteinuria, entre otras pruebas.

v Coaroandlisic: londe s2 evallan 'as heces, soncentrado de

Le.e:, sangre o ulte ¢ntre 0 ré s pi e das de diagadstic o g st ointe: tinal.

4 Hematologia: siendo esta el area con mas demanda dentro de
un laboratorio clinico, en la cual se realiza el recuento/morfologia de las
células sanguineas, determinacién de hemoglobina, pruebas de coagulacién,
grupo sanguineo, técnicas moleculares, asi como técnicas especiales
(Gonzalez, 2011).

En el area de Hematologia para llevar a cabo el recuento de células
sanguineas, es necesario realizar diluciones con liquidos apropiados, que
permitan la visualizacion de dicha células (eritrocitos, leucocitos y plaquetas).
Se requieren diluciones de 1:20 para leucocitos, 1:100 para plaquetas y
1:200 para eritrocitos; las cuales pueden variar dependiendo del caso, pero
en condiciones fisiolégicas normales estas son las concentraciones

adecuadas para su visualizacion. En lo relativo a las cuentas de leucocitos,



es necesario destruir por hemdlisis la mayor parte posible o en el mejor de
los casos el total de glébulos rojos, asi pudiendo visualizar los glébulos
blancos. El liquido de dilucion apropiado para realizar esta funcion es el
acido acetico glacial con un tinte de violeta de genciana, el cual permite
colorear el nucleo de las células y hacer mas facil su reconocimiento, estos
métodos de dilucién pueden realizarse a través del pipeteo manual (pipetas

tipo Thoma, pipetas automaticas) y equipos automatizados (Navarro, 1999).

Las pipetas tipo Thoma para glébulos blancos, presentan cerca del
extremo superior una marca 11, inmediatamente continda una dilatacion
(bulbo), que contiene una perla blanca que funciona como mezcladora, luego
sigue el extremo mas largo de la pipeta (tallo), que esta dividida en 10 partes,
con 2 marcas: 1 (parte final del bulbo), y 0,5 (a la mitad del tallo), acoplando
a su extremo superior un tubo de goma para aspirar (Lynch y Raphael,
1983).

L 1S ‘nicrop ne’as o ip 2es s uthmdticas de enscvo, sin ins ‘umen s
qgue simplifican la extraccion y uistribucion de una muestra en una pipeta
ordinaria, utilizan medios mecénicos o autométicos para su desalojamiento.
En estos dispositivos, se pueden lograr, una exactitud aproximada del 98% y
una reproducibilidad del 99%. Por su parte el método automéatico, el mas
comunmente utilizado, emplea una valvula de corte para el dispositivo de

muestreo (Leeson y col., 1990).

En la actualidad la mayoria de los laboratorios clinicos, cuentan con
sistemas automatizados, proporcionando resultados confiables en menor
cantidad de tiempo y reduciendo los errores humanos introducidos
involuntariamente en las metodologias manuales. Sin embargo, estos
equipos automaticos poseen limitaciones. El principal inconveniente de estos
sistemas es el alto costo de los insumos (aproximadamente 3 veces el valor

de los métodos manuales), lo que dificulta su implementacion en paises en



vias de desarrollo. Otra dificultad, es que requieren de métodos o equipos de
respaldo ante la eventualidad de fallas mecanicas que inhabiliten su uso, o
ante la pérdida de sensibilidad de los mismos, situaciones que hacen
necesario recurrir a los métodos convencionales antes descritos (Brambila y
col., 2003; Santillan y col., 2009; Garcia, 2002).

En cualquiera de las situaciones antes expuestas, para realizar el
recuento manual de manera adecuada de los globulos blancos, no solo se
requiere del instrumental de laboratorio adecuado, asi como agilidad y
destreza del analista, sino que ademas se precisa de la simplificacién de las
técnicas de cuantificacion, que permitan proporcionar resultados confiables a

los pacientes y faciliten el trabajo en el laboratorio clinico (Navarro, 1999).

Por otra parte, la manipulacién y manejo de las pipetas tipo Thoma, han
representado un desafio, cuando se manejan grandes volimenes de
lacicntes, Dor | camsiie W FGCiSE FaCaTSe LS0 yienms A in tiempr
liitad ). " n efectosal nasar de! fic moo v ror 2l avan e f:c1c 90 o, fue n
sustituidas por las pipetas auwmaticas, las cuales permiten aspirar un
volumen mas exacto y preciso de una manera sencilla y rapida.
Tedricamente ambas técnicas manuales deberian proporcionar resultados

exactamente iguales (Brambilay col., 2003).

Por consiguiente, los laboratorios clinicos, tanto publicos como privados
estan en la obligacion de prestar servicios de calidad al colectivo, haciendo
necesario estudiar la relacion existente entre ambas técnicas de
determinacion de glébulos blancos, para establecer si los resultados son 0 no

significativos.

Tomando en consideracion lo anteriormente planteado, se formula el

problema mediante la siguiente interrogante:



¢ Diferencias en la cuantificacion de leucocitos con pipetas tipo Thoma 'y
pipetas autométicas en muestras de sangre de estudiantes?



Objetivos de la Investigacion

Objetivo General:

v" Determinar las diferencias en la cuantificacion de leucocitos con
pipetas tipo Thoma y pipetas automaticas en muestras de sangre de

estudiantes.

Objetivos Especificos:

v DbenCrlesvalcresa ¢ obulesbiarcos conpip2testi,oThoia

y pipetas automaticas.

4 Relacionar los valores obtenidos de leucocitos entre las dos

técnicas de cuantificacion.

v Comparar los resultados obtenidos de las técnicas manuales

con el método automatizado.



Justificacidén e Importancia.

En la actualidad los laboratorios clinicos, cuentan con equipos
automatizados para la cuantificacion de globulos blancos, los cuales a traveés
de calibraciones oportunas de dichos instrumentos y controles de calidad
adecuados, son precisos y confiables. Sin embargo, las valoraciones con
técnicas manuales siguen utilizdndose con frecuencia en los laboratorios
bioanaliticos, u(tiles para corroborar un resultado obtenido por equipo
automatizado, en condiciones clinicas que lo requieren o porque

simplemente es el Unico medio de determinacion.

La metodologia manual estandarizada y aprobada por los manuales
oficiales para determinar glébulos blancos, es la técnica de pipetas segun
"hirha. 'as cua os 2stan coastiu al [ oorsan o bo yltierer viia marce dr
e ras. do nifa; 2lraser s eliienar: lcs cnelistos ashar e st tu de/orel L0
de pipetas autométicas o micropipetas, las cuales son dispositivos que
permiten transferir pequefios volumenes de muestra, por lo tanto son mucho
mas practicas y rapidas de utilizar, ademas de poseer un alto grado de
precision y exactitud. De esta manera, en el siguiente trabajo de
investigacion, se buscé demostrar si existen diferencias en los resultados

reportados entre ambas técnicas de cuantificacion de leucocitos.

Por ende, esta investigacion pretende facilitar los conocimientos y las
herramientas necesarias, para que los laboratorios tanto publicos como
privados, utilicen las técnicas mas rapidas, exactas y precisas para la
cuantificacion de leucocitos, brindando resultados mas confiables para asistir

a los médicos y contribuir al fomento de la salud colectiva.



Alcances y Limitaciones de la Investigacion

La presente investigacion buscé relacionar dos técnicas manuales, para
cuantificacion de los globulos blancos o leucocitos, cumpliendo con los
controles de calidad requeridos en los laboratorios clinicos y asi determinar la

relacion existente entre ambas técnicas.

Durante el desarrollo de la investigacion se evidenciaron los siguientes

alcances:

4 La disposicion del laboratorio de Hematologia, de la Facultad
de Farmacia y Bioanalisis 'JLA, donde se recolectaron y. procesaron las

uactre. d2 sar gre.

4 La colaboracién de los estudiantes del area de Hematologia
ULA, quienes proporcionaron la sangre recolectada por ellos mismos,

durante las practicas en dicha céatedra.
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CAPITULO Il
MARCO TEORICO

TRABAJOS PREVIOS

Navarro en el afio 1999, presenta su tesis denominada: cuentas de
células sanguineas, a través de imagenes de microscopia, en este trabajo se
realizaron diversos experimentos para el disefio y construccion de un
contador de células sanguineas, eficaz y de bajo costo. Para ello fue
indispensable cc nocer amhliamente gue tipos de contadores existian, cuales
€rin os o oblerias 2 nciia < de cede urs e 0s irstrt ncnteg; asi ccmo
sus inconven.entes. A partir ¢'e 't informacion recabada, recurrieron a la
forma tradicional de recuento de células sanguineas, utilizando como método
de dilucién la pipeta tipo Thoma; las cuentas se realizaron en camaras de
Neubauer, ya que este instrumento es el que se utiliza como patron de
validacion para todos los instrumentos que se desarrollan y conocen
comercialmente, trabajaron ampliamente con él, tomando imagenes de las
muestras sanguineas depositadas en la camara de Neubauer, y se disefiaron
diversos programas de cémputo para realizar la cuantificacién de las células

sanguineas.

Por otra parte, Brambila y col., (2003), publicaron un articulo el cual se
titulé: Comparacion entre tres métodos manuales empleados en la cuenta
diferencial de leucocitos respecto a un equipo automatizado.
Prepararonextensiones por los métodos transversal, longitudinal, y de

plumilla, simultaneamente evaluaron el numero de leucocitos y el recuento
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diferencial con un autoanalizado. Los métodos transversal y de la plumilla no
mostraron diferencias significativas para los polimorfonucleares y neutrofilos,
sin embargo, el recuento de neutréfilos por el método longitudinal mostro
diferencias significativas, independientemente de los métodos, el recuento de
linfocitos y monocitos mostré diferencias significativas en comparacion con el
equipo automatizado, llegando a la conclusiébn de que hay existencia de
errores intrinsecos en los métodos manuales para el recuento de linfocitos y

monocitos.

De igual manera, Santillan y col., (2009) publicaron un articulo, el cual
se denomind: Validacion del método analitico del citbmetro XE-2100, y
comparacion con el método convencional para las cuentas de leucocitos en
liquidos corporales. ElI XE-2100 es un analizador con el principio de
citometria de flujo fluorescente, el cual contiene un programa disefiado para
las cuentas de | élulas er liquidos curporales, €' objetivo e a determinar la
frecicice cel XI-21)C cc1 niiest ac cinicas y evaltar a cones danca /y
correlacion pira er coreo de. el cocitos entre el anauzador y er iétodo
convencional (manual). Donde la metodologia utilizada fue la Precision, se
utilizaron 6 muestras clinicas de liquido de didlisis peritoneal, de las cuales
se realizaron 10 repeticiones de cada una por los métodos mencionados,
como cualquier muestra de liquido corporal. Las cuentas de leucocitos se
llevaron a cabo con el equipo XE-2100 y por el método convencional
empleando para la dilucion la pipeta automatica, usando la camara de
Neubauer para la cuenta de los globulos blancos y un microscopio. Llegando
a la conclusion de que el equipo puede ser utilizado con confianza para las

cuentas de leucocitos en liquidos corporales.
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Antecedentes Historicos

Los primeros intentos para contar el numero de células sanguineas
fueron realizados en el Siglo XVII, poco tiempo después de haber sido
descubiertas por el investigador Van Leeuwenhoek, utilizando un
rudimentario microscopio y la sangre de un pollo, este cientifico conté el
namero de eritrocitos presentes en una muestra, depositada en un capilar
graduado de vidrio. Cabe destacar que en el siglo XVIIl, en el afio 1749 Jean
Baptist Senac, sefial6 los corpusculos palidos que observo en su tratado
sobre la estructura del corazén, accion y enfermedades, pero no dio
interpretacion de sus observaciones, asi mismo, William Adisson también
encontré los vasos linfaticos descritos por Aselli. Observandolos en pajaros,
reptilas -y ~pect sy sefalando ave - r». contel ian glokulys nios, sine
C2pus.ucs palilos cue e uam:n =2 e leacocitos (J h v Scnas, 1€23;
Senac, 1749; Wintrobe, 1980 ).

Mas tarde en el siglo XIX aparecieron en paris dos obras dedicadas a
las células de la sangre, una de ella fue el ensayo de hematologia patoldgica,
de Gabriel Andral, esta obra es la primera monografia escrita sobre
hematologia y en ella se pone especial atencion a los procedimientos
microscopicos y al contenido de globulos en la sangre. Posteriormente
William Addison, asi como otros observadores encontraron células incoloras
o blancas en el pus, y suponian que venian de la sangre. El hecho que
incremento el interés por el estudio de estas células fue la aparicion de la
leucemia, dicha enfermedad fue descubierta por Craigie, John Bennett y
Rudolf Virchow. Cada uno de ellos describi6 un caso de autopsia, que
reunian sorprendentes similitudes. Bennett penso6 que se trataba de pus en la

sangre, condicién conocida en esa época como piohemia (Andral, 1843;
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Donné, 1844; Adisson, 1842).

Sin embargo Virchow dio otra interpretacion a los mismos cambios,
explicando que la sangre normal tenia los mismos corpusculos palidos
observados en el pus de individuos con infeccién, y eran iguales a los
encontrados en la sangre de sus pacientes, lo que lo diferenciaba era que se
encontraba mayor cantidad de corpusculos pigmentados (eritrocitos) que
corpusculos palidos (leucocitos), por ello se rehusoé a llamarlo piohemia y le

llamo simplemente sangre blanca (Izaguirre y De Micheli, 2005).

Posteriormente, en el Siglo XIX Burks desarrollé las técnicas de dilucion
de la sangre, que permitieron el disefio de cdmaras mas precisas. El
resultado son cuentas mas exactas, y mas faciles de realizar, utilizando una
camara rectangular, de poca profundidad con una delgada cubierta de vidrio,
en la cual contiene la sangre diluida. La técnica general de determinacion de
éliins omolear TG unaa rgscopT, hanccente nedor trens sarerte, se fur
G sar Jlle ide-grduealirer e, afrar 2¢ di noeic a< tantc al m crosc vie €00
al contenedor, hasta llegar al diserio de "cdmaras de conteo”, esto después

de dos siglos de investigacion continua (John y Sons, 1988).

En 1882, Richard Thoma, introdujo pipetas para diluir la sangre, y
facilitar la cuenta de células, empleando acido acético al 0,5%, para destruir
los eritrocitos y contar solamente los leucocitos. El avance de estos estudios
condujo a que en el siglo XX ya se conociera el origen y la morfologia de las
células sanguineas, asi como la variacion que sufren durante algunas
enfermedades, desarrollandose en ese entonces las bases del laboratorio
clinico, de la clinica hematoldgica, asi mismo como las técnicas de
identificacion celular (Weil, 1934; Verso, 1971; Izaguirre y De Micheli, 2005).

De esta manera en el Siglo XX, siguieron los avances en la electrénica
y la electrooptica, realizandose muchos intentos para simplificar las cuentas

de células sanguineas, en el cual Coulter, sugeria que estas podian ser de

14



medidas simultaneas, para contar las células a través de la aplicacion de un
impulso eléctrico, al pasar a través de las mismas da como resultado una
corriente proporcional al volumen de estas. Argumentos similares fueron
utilizados posteriormente para validar los sistemas de cuantificacion con
celdas fotoeléctricas. Asi mismo, por medio de estas técnicas se inicio el
desarrollo de sistemas combinados con los cuales, se calcularon tanto el
tamafio como el numero de las células presentes en una muestra (Coulter,
1956; John y Sons, 1988).

En 1956, Coulter introdujo un contador automético de células, donde
serian suspendidas en una solucion electrolitica, inducidas a un flujo a través
de un campo eléctrico, en un orificio pequefio taladrado en un zafiro delgado,
el campo eléctrico que rodea este orificio pequefo, es la parte censora del
instrumento. Gracias a la porcién pequefia de la seccién de censado, las
células sanguin:as son [letactadas'y -contadas casi una 1 una (Coulter,
29,6,
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Bases Teodricas

Propiedades de la Sangre

La sangre es un liquido mas denso y viscoso que el agua, debido a las
células que tiene en suspension. El volumen total de sangre circulante,
representa entre el 6 y el 8% del peso corporal, es decir entre 4 a 6 litros (L)
en un individuo adulto. El porcentaje mas bajo, corresponde a la mujer y el
mas elevado al hombre, debido a que la mujer tiene mayor proporcion de
tejido graso qu:.muascul) esaouelético y el te do grasn ontiene menor
caticed d2aguaqie el nidascilo. =r Ics rimnos Y las | ers)nisjuvnes es e
porcentaje supone entre el 8 =2, 9% del peso corporal, debido al mayor

contenido en agua del organismo (Tresguerres, 2009).

Composicion de la Sangre

La sangre se compone de plasma (principalmente agua) y de células en
suspension (hematies, leucocitos y plaquetas). ElI plasma normalmente
constituye entre el 55% y el 60% del volumen total de la sangre, pero puede

reducirse un 10% con ejercicios intensos realizados en un ambiente
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caluroso. Aproximadamente, el 90% del volumen del plasma es agua, un 7%
son proteinas plasmaticas y el restante 3% son nutrientes celulares,
electrolitos, enzimas, hormonas, anticuerpos y productos de desecho (Ver
Figura 1) (Wilmore y Costill, 2007; Miale, 1985).

Figural. Composicion de la sangre
Fuente: (Roitt, 2008)

Funciones de la Sangre

La sangre tiene mdultiples funciones, que mantienen una estrecha
relacibn con sus componentes y con el sistema vascular. Los vasos
desempefian una funciébn general de transporte (regulacion térmica y
distribucion de sustancias), siendo los eritrocitos quienes efectian el
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transporte de los gases de la respiracién desde los pulmones a los tejidos
oxigeno (O) y desde el tejido de vuelta a los pulmones diéxido de carbono
(CO,). Los leucocitos sirven para la defensa ante agentes patdgenos y
sustancias extrafias al cuerpo (defensa inmunitaria), y ayudan a estabilizar el

pH interno (Starr y Taggart, 2006).

Transporte

La sangre transporta gases, como el O, y el CO,, tanto en forma de
solucion fisica como de union quimica, ademas posibilita el intercambio de
sustancias entre los 6rganos, y recibe de los tejidos los productos finales del
ne'e¢ho’smo pa Twanpe talodiadiarer suliidn, 2l highdoy oswirones; cor

fites 2 e!'mirac 9n/ Kxolia1y Rean, 2004 Taenvsy cal, 148,

Proteccién

En la sangre hay células especializadas, como leucocitos, linfocitos,
entre otros, que tienen una funcién de defensa frente a agentes patdgenos,
asi mismo, tiene plaguetas y factores de coagulacién que nos protegen frente

posible hemorragias (Thews y col., 1983).
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Composicion del Plasma

El plasma esta constituido por un 91 a 92% de agua, 10g de electrolitos,
como lo son: el sodio (Na?*), cloro (CI), calcio (Ca*"), bicarbonato (HCOs),
fosforo (P), potasio (K), magnesio (Mg®"), cobre (Cu®"), hierro (Fe?"), y
sulfatos, un 65 a 80g de proteinas plasméticas tipicas, y el resto
aproximadamente el 1,5% de otros solutos. De las proteinas, la mas
abundante es la albumina, que es la principal responsable del valor de la
presion oncética del plasma; también, contiene globulinas (a1, a2, B y v),
fibrinbgeno y otros factores de la coagulacion; asi mismo, encontramos
comnon2ntas ol YAnicos«t 0 pretaicos, - amasorc ductes de des2cho (vrea
¢>do irice, creitinita bil rtbina, saes di ario0io), I oid)s (¢€.ides gras 7 s,
glicerol, triglicéridos, fosfolipiuec y colesterol), aminoacidos y glucosa,
ademas de hormonas y diversas enzimas (Tresguerres, 2009; Thews y col.,
1983).

Hematopoyesis

La hematopoyesis es el mecanismo fisiologico, responsable de la
formacion continua de los distintos tipos de células sanguineas, a las que

mantiene dentro de los limites normales en sangre periférica. Normalmente
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esta regulada, por factores de crecimiento e interleucinas de gran
complejidad, en los cuales las células hematopoyéticas interaccionan entre
si, con su microambiente y con la matriz extracelular. Requieren un gran
namero de receptores de la superficie celular, en general glicoproteinas
altamente especializadas que son factores de crecimiento indispensables
para el desarrollo de las células (Del Busto y col., 2001).

Proceden de una célula progenitora comun indiferenciada no
comprometida, denominada célula stem, o célula madre pluripotencial, esta
se puede diferenciar a distintos precursores, llamados células unipotenciales,
0 unidades formadoras de colonias, los cuales producen globulos rojos,
glébulos blancos y plaquetas. La célula madre pluripotencial se encuentra
localizada en un tejido altamente especializado denominado hematopoyético
(Gal y col., 2007; Manascero, 2003).

La loralize »Sn o gjidoriiemite sopcano en € orjanisiac humiang
viria tor 2l des rreldo Er ir dicidiis aculias < ar os. s e ve a cak o solo <n
la médula 6sea; en el feto, las celulas hematopoyéticas se encuentran en
altas proporciones en el higado, el bazo y la sangre, inmediatamente
después del nacimiento, la produccion de células sanguineas se desplaza
progresivamente hacia la médula 6sea. En los recién nacidos, el contenido
de células hematopoyéticas en la sangre circulante es relativamente elevada,
estas células también se encuentran, aunque en cantidades muy bajas, en la
sangre del adulto. En el nifio pequefio se encuentra una meédula
hematopoyética activa tanto en el esqueleto axial (craneo, costillas, esternon,
vertebras y pelvis) como en los huesos de las extremidades; en los adultos la
médula hematopoyética esta limitada al esqueleto axial y a los extremos
proximales del fémur y del humero, mientras que el resto se ha ido

reemplazando por tejido adiposo (Ver Figura 2) (Galy col., 2007).
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Figura 2. Hematopoyesis
Fuente: (Carry Rodak, 2010)

Factores necesarios para la formacién de células sanguineas

Para que se produzca una hematopoyesis normal son necesarios
muchos factores, entre ellos un adecuado aporte de nutrientes, como lo son
el hierro, el acido folico, la vitamina B12 y la vitamina B6, cuya deficiencia
podria ocasionar alteraciones hematologicas (Requejo y Ortega, 2000).
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Eritropoyesis

Es un proceso complejo encaminado a la produccion de eritrocitos,
fundamentalmente esté regulado por la hormona eritropoyetina, que a su vez
esta regulada por la cantidad de oxigeno que llega a los tejidos. Cuando
existe hipoxia tisular, aumenta la produccién de eritropoyetina, estimulando la
eritropoyesis; para la produccién de eritrocitos se requiere cianocobalamina y
folatos, los cuales son nutrientes necesarios para la sintesis de hemoglobina
(Fuentes y col., 1998).

Tromhacite ~oVvecis

Es el conjunto de procesos que conducen a la formacién y maduracién
de plaquetas o trombocitos, los cuales también se forman en la médula 6sea,
a partir de una célula precursora prediferenciada especifica (UCF-Meg). Los
estadios celulares en orden creciente de maduracién son: megacarioblasto,
megacariocito basofilo, megacariocito granuloso y megacariocito liberador de
plaquetas, como podemos observar en la (figura 3). En el proceso de
maduracién se forman numerosos granulos y la membrana plasmatica sufre
un serie de invaginaciones, de manera que se va desarrollando una red
interna de membranas, que fraccionan el citoplasma por tanto, las plaquetas
carecen de nucleo y se originan por fragmentacion del citoplasma del
megacariocito, y de cada megacariocito se forman aproximadamente unas
5.000 plaquetas (Fox, 2003; Reina y Hernandez, 2005).
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Figura 3.Trombocitopoyesis
Fuente: (Freund, 2011).

Leucopoyesis

Es el proceso mediante el cual se producen leucocitos, proviene de las
raices griegas: leucos, que significa blanco y poyesis que significa
produccion, por lo tanto, es la produccion de las células blancas, que ocurre
normalmente en el tejido hematopoyético de la medula 6sea. Se produce a
partir de células progenitoras pluripotenciales, asi como también por medio
de la estimulacion de una hormona leucopoyética especifica. La célula
progenitora sufre mitosis y madura hasta convertirse en uno de los diversos
tipos de leucocitos, acorde con las necesidades del organismo, sean
neutrofilos, eosindfilos, basofilos, monocitos y linfocitos; al madurar, estas

células son liberadas a la sangre periférica, 0 permanecen en la médula
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Osea, en un fondo comdn o reserva de almacenamiento hasta que sean

necesarias (Nufiez y Bouda, 2007; Manascero, 2003; House, 2001).

Regulacion de laleucopoyesis

Diversas citoquinas estimulan diferentes estadios del desarrollo de los
leucocitos. Las citoquinas que se conocen como factor de crecimiento
multipotencial-1, interleuquina-1, e interleuquinas-3 tienen efectos generales,
estimulando el desarrollo de diferentes tipos de leucocitos. El factor
estimulador de colonias de granulocitos (G-CSF) actua de una forma muy
aspacifica nara estimuler el desarrclle de !=s 1 eutréfilos, iertras gue e!
fostor fectmulacor “Jde crloiics re g arnuoctcs v o nolocitcs (SM-C5-)
estimula el desarrollo de moi.ccitos. Se han clonado los genes de las
citoquinas G-CSF y GM-CSF, lo que ha permitido que pueda utilizarse para
aplicaciones médicas (Fox, 2003).

Leucopenia

Es el descenso de la cifra total de leucocitos por debajo de 5.000
leucocitos/mm?, traduce en términos generales, una depresion ejercida sobre
la medula ésea, bien sea por afecciones virales, bacterianas o parasitarias.

Es un trastorno clinico, en donde la medula 6sea produce muy pocos
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leucocitos, dejando el cuerpo desprotegido frente a muchas bacterias y otros
microorganismos que invaden los tejidos (Rojas, 2004; Angel y Angel, 2006;
.Guyton, 2006).

Leucocitosis

Es el incremento de leucocitos en la sangre, se presenta en diferentes
etapas de la vida, por ejemplo, en el recién nacido el valor promedio es de
25.000 leucocitos/mm® o mas, en los nifios, es normal un valor de 12.000
leucocitos/mm?, igual puede suceder en el tercer trimestre de embarazo. No
obstante, su [ esentacic n. patalagics - eswwnrcvocada c ~nfecciones
E=cteiar=s ag da<, intexi ation:s ¢-aes. estadcs olgoscs (ccra
urémico y coma diabético), dowercs agudos y por los tumores malignos de
crecimiento rapido (Cruz y Camargo, 2001; Guyton, 2006; Manascero, 2003).

Tipos de globulos blancos

Los leucocitos participan en distintas funciones de defensa del
organismo, se desarrollan en el tallo celular de la medula ésea, funcionan en
la defensa y proteccién inmunoldgica para el cuerpo. Hay diferentes tipos de
leucocitos con diversos tamafios y formas del ndcleo, asi como también

cantidad, pues depende de la actividad y salud del individuo. Son cinco tipos
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de leucocitos, unos cuyo citoplasma es granuloso y de nucleo lobulado
(eosinodfilos, baséfilos y neutrofilos), denominados granulocitos o
polimorfonucleares y otros dos con citoplasma no granuloso (linfocitos y

monocitos) (De Costa y Zamora, 1993; Rodriguez y col., 2009).

Los Linfocitos

Son células esferoidales, su citoplasma exento de granulos, encierra un
nacleo redondo u ovalado circundado por un delgado citoplasma. Cierta
cantidad de linfocitos circulan por el torrente sanguineo, donde su numero
9scila considerg Ylemepta 2n furcian. d .la.2dac; en !'os ac Jltes.la porcior
e'can;ic 2 25-40% presents en li cargre y en s acteater y niics
pequefios es del 50-70%, probuiziemente muchos linfocitos no pasan nunca
al sistema circulatorio (Thew, 1983).

Son las células del organismo capaces de reconocer y distinguir
determinantes antigénicos diferentes, y de dar las caracteristicas de la
respuesta inmune adquirida. Los distintos tipos de leucocitos derivan de un
precursor comun en la médula 6sea. La maduracion de los linfocitos B se
lleva a cabo principalmente en la médula 6sea durante la vida adulta, tienen
una vida media de 4-5 dias y proliferan bajo la influencia de estimulaciones
antigénicas, que inducen la formacién de anticuerpos especificos. En
cambio, la maduracién de los linfocitos T se realiza en el timo. Hay dos tipos
de linfocitos T: unos de vida corta, 4-5 dias, y otros de vida mas larga
llamados linfocitos de memoria, que desempefian en el momento de una

reposicion al antigeno, una funcidon importante en las respuestas
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anamnésicas (Ver Figura 4) (Nugales y col., 2005; Garcia y Gonzalez,
2000).

Figura 4. Linfocitos
Fuente: (Mcdonald, Paul y Cruickshank, 2001).

Los Monocitos

Son células hematicas de mayor tamafio, su citoplasma contiene
granulos finos, el nucleo celular es grande, frecuentemente arrinionado, a
veces lobulado, y por lo general, situado algo excéntricamente. Se
diferencian de los granulocitos porque son mas grandes y se encargan de
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fagocitar y digerir las particulas extrafias y células deterioradas o viejas,
incluyendo células tumorales. Se originan en la médula ésea, por lo general
permanecen solo 12-24 horas en la sangre, donde totalizan el tejido
conjuntivo para transformarse en macrofagos de vida larga (Thews, 1983;
Welsch, 2010).

Los monocitos circulan en la sangre periférica marginandose en los
capilares, con una vida media de 1 a 3 dias, migran a los tejidos donde se
diferencian a macrofagos con funciones especializadas segun la locacion
anatémica: pulmon (macrofagos alveolares), higado (células de Kupffer),
hueso (osteoclasto), SNC (Sistema Nervioso Central) (microglia), rifién
(células mesangiales) e histiocitos. Segregan enzimas hidroliticas y los

productos de necrosis tumoral (Ver Figura 5) (Brines y col., 1997).

Figura 5. Monocitos
Fuente: (Mcdonald, Paul y Cruickshank, 2001).
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Segmentados Neutrofilos (SN)

Son los glébulos blancos mas abundantes, pueden ser facilmente
identificados por poseer un nucleo segmentado (3 a 5 I6bulos). Son células
terminalmente diferenciadas, su citoplasma se observa rosa suave, carecen
de capacidad para simplificar proteinas, de hecho son células capaces de
sintetizar citocinas, quimiocinas y factores de crecimiento como lo
demuestran experiencias in vitro e in vivo (Stevens y Lowe, 2001).

Son las principales células mediadoras de la inflamacién aguda, si la
lesion tisular es leve, basta con los SN circulantes, si la lesion es externa, se
liberan, incluidas algunas formas inmaduras de la médula ésea. Los SN al
igual que otras células sanguineas, se forman en la médula 6sea, son células
fagociticas que  ermalma te ingiaren y destive | de 5-2Q b cterias durante
¢! elrectativa de sila ‘rcyrwmide c2 (L @ 2z dias Ademns e ing2ir
bacterias y particulas extrafias, ce liberan distintas citocinas, que incluyen
pirégenos que producen fiebre y mediadores quimicos de la respuesta
inflamatoria. Por lo tanto, son capaces de la destruccién del agente patdgeno
mediante una doble capacidad digestiva: digestion intracelular por
fagocitosis, pero ademas consiguen la digestién extracelular por liberacion de
sus enzimas lisosomales (Ver Figura 6) (Rabinovich, 2004; Arias y col.,
1999).
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Figura 6. Segmentados Neutrofilos
Fuente: (Mcdonaldy col., 2001).

Segmentados Eosinéfilos (SE)

Son granulocitos, cuyos granulos contienen proteinas basicas ricas en
arginina. Se derivan de la médula ésea, constituyendo del 2 al 5% de los
leucocitos sanguineos en personas sanas; en cuanto a sus caracteristicas
morfolégicas, presentan un nucleo bilobulado, y en su citoplasma se
observan multiples granulos, que se tifilen de oscuro en presencia de
peroxidasa. Su tamafio suele ser mas grande que el del SN (Mufios y Garcia,
1997).

En cuanto a su origen, al igual que las otras células, su produccion es
en la médula ésea, la cual es controlada por los linfocitos T. Aunque estan en
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cantidades relativamente escasas en la sangre, forman parte del sistema

defensivo del organismo dentro de los tejidos (Fidalgo y col., 2003).

La funcion principal de estas células, va dirigida hacia la destruccion de
parasitos, asi como la modulacién de las reacciones de hipersensibilidad.
Actian como modeladores en el proceso inflamatorio por su habilidad para
inactivar mediadores liberados por los SB, produciendo el abatimiento de las
reacciones asociadas a la desgranulacién de los mismos. La histaminasa de
los eosindfilos destruye la histamina y a la sustancia de reaccién lenta de la
anafilaxia, también pueden lisar a la fibrina y actian como fagocitos
ingiriendo complejos inmunes y a los granulos de los basodfilos (Ver Figura7)
(Arias, 2000).

Figura 7. Segmentado Eosindfilo

Fuente: (Ross y Pawlina, 2007).
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Segmentados Basofilos (SB)

Son los leucocitos polimorfonucleares menos abundantes y conocidos.
Su rango de referencia es de 0 a 5%. Contienen mediadores de la
inflamacion como la histamina y heparina. Estas células no fagocitan, aunque
realizan la desgranulacion como repuesta a diferentes estimulos. Estan
intimamente relacionados con los mastocitos, aunque estos se diferencian y
permanecen en los tejidos, mientras que los SB se diferencian en la médula

Osea y se dirigen a la sangre (Ingraham y Ingraham, 1998; Ross, 2007).

La funcion de los SB esta relacionada desde el punto de vista funcional
con los mastocitos del tejido conjuntivo, pero no son idénticos a ellos, tanto
los mastocitos ¢ mo los S73 fijan un aaticuerpo se cretado por los plasmocitos
F, « tevis de recep ores, xoresacds enla. ul erfici: celu ar. )< erival d 2

la misia célu a madre nhemopoveu: a (Ver Figura 8) (Fiualgo, 20u3).
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Figura 8. Segmentado Basofilo
Fuente: (Freund, 2011).

Céamara de Neubauer

Es también conocida como hemocitémetro, consta de los siguientes

elementos:

v Una lamina portaobjeto gruesa, la cual en el centro presenta
dos superficies cuadriculadas iguales, separadas del resto de la lamina, por
surcos y dos barras transversales algo mas elevadas.

v Una lamina cubreobjetos 6pticamente plana, que al colocarse
sobre las barras elevadas de la lamina, forma una cémara entre el

cubreobjetos y la superficie cuadriculada.
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La altura entre el cubreobjetos y la lamina portaobjetos es de 0,1 mm.
Las cuadriculas miden 3 mm de lado y se divide en 9 cuadrados grandes.
Cada uno de los cuales mide 1 mm? de superficie, que se subdivide a su vez
en 16 cuadrados medianos. El cuadrado grande central se divide en 25
cuadrados pequefios y cada uno de ellos en 16 cuadritos, los cuales miden
0,2 mm de lado (0,04 mm? de superficie), y cada cuadro mide 0,05 mm de
lado (0,0025 mm? de superficie) (Ver Figura 9) (Mufioz, 2005).

Existe otro tipo de camara de Neubauer, llamada camara de Neubauer
Improved, en la cual el cuadrado central esta dividido en 16 cuadrados
medianos en 0,25mm. Estos cuadrados medianos estan a su vez divididos
en 16 cuadrados pequefios de 0,05 mm (Castillo, 2004; Silva, 2004)

Figura 9. Camara de Neubauer
Fuente: (Bernadette, 2004).
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Pipetas Tipo Thoma

Presentan cerca del extremo superior una marca 11, inmediatamente
continda una dilatacion (bulbo) que contiene una perla que funciona como
mezcladora, luego sigue el extremo mas largo de la pipeta (tallo) que esta
dividida en 10 partes, con 2 marcas: 1 (parte final del bulbo) y 0,5 (a la mitad
del tallo). Se le acopla a su extremo superior 1 tubo de goma y una boquilla
para aspirar (Navarro, 1999).

En la pipeta de recuento de leucocitos, el volumen de la porcidon
dilatada (bulbo) es exactamente 10 veces la del tubo capilar, en las pipetas
de recuentos de hematies el volumen de la porcion dilatada es 100 veces el
del tubo capilar (‘Ver Figura 20) (Ruiz'y col., 1995°.

Figura 10. Pipeta tipo Thoma para Leucocitos
Fuente: (Rubio y col., 2004).
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Las Pipetas Automaticas

Usualmente llamadas micropipetas, se disefiaron para medir volimenes
muy pequefios, son dispositivos que funcionan por desplazamiento de aire
de manera precisa. Usualmente se compone de un cuerpo, que en algunos
modelos puede ser autoclave y resistente a la luz ultravioleta o sustancia
quimicas, y una punta plastica que se desprende del cuerpo de la pipeta, en
la parte superior del cuerpo, tienen un boton o perilla con el cual se

selecciona el volumen a dispensar (Rodriguez, 2006).

Para cargar la pipeta con el volumen deseado, presionar el boton hasta
el primer tope, introducir el extremo de la punta en el liquido a medir y dejar
que el botén vuelva a su | ocicion original. Para ('ispensar el liquido, colocar
Il oLnta €0 la dared de rocoierte dinge.<2 va a dis)e sar.y volver 1
presionar el bhton nasta er primer 1)pe; conunuar presionando erootén hasta
el segundo tope para expulsar el remanente de liquido; al terminar de
dispensar los volumenes deseados, acercar la micropipeta al recipiente de
descarte de puntas y presionar el botén hasta el tercer tope, con lo que
liberara la punta, o bien, hacerlo con el botén adicional para este menester
(Ver Figura 11) (Rodriguez, 2006).
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Figura 11. Pipeta Automética
Fuente: (Casado y col., 2012).

Definicion de Términos

4 La Sangre: es un tejido corporal complejo, constituido por
diferentes tipos de células y moléculas, incluyendo el agua, encontrandose
compuesta por dos partes principales: el plasma, que es el fluido intercelular,
y las células, que estan suspendidas en el plasma. Entre sus funciones esta
la de proveer de alimento y oxigeno a los tejidos, llevandose los productos de
desecho de las células, y distribuyendo el calor que generan, para
homogenizar la temperatura corporal; ademas transporta hormonas que
estimulan y coordinan la actividad de los érganos, distribuyendo anticuerpos

para combatir las infecciones (Ingraham, 1998; Serway y Faughn, 2001).
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v Plasma: es un liquido claro y ligeramente amarillento que se
obtiene después de sedimentar los elementos formes de la sangre mediante
centrifugacion. El plasma sanguineo contiene un 10% de soluto, de los
cuales una gran parte son proteinas, también contiene aproximadamente un
0,9% de sales inorganicas, y el 2% restante lo constituyen diversos
compuestos organicos no proteicos, constituyendo alrededor del 50% del
volumen total de la sangre. El plasma contribuye también de forma muy
importante en la regulacion del pH y el transporte de gases respiratorios,
como lo son el O, y el CO, (Garrido y col., 2006; Vives, 2006).

v Glébulos Rojos o eritrocitos: son células sanguineas,
formadas béasicamente por proteinas, por lo tanto carecen de ndcleo y
organelas; es el componente mas abundante en la sangre. Tienen como
funcion tomar el O, de los alveolos pulmonares, y llevarlos hasta las células
de .tade. el org ricsmo.t 2. vz deiacn 0O, toma CO. resultante. de!
roctal clisvio ce ular y lo lea a Ihs pulmone s, desdc al | « siexr Jlsadc /al

exterior (Vives et al., 2006).

4 Las plaquetas: son los componentes celulares mas pequefios
de la sangre, cuando se aglutinan en forma normal, producen un efecto
beneficioso porque impiden que se produzca una lesibn mayor, evitando a la

vez la posibilidad de un sangrado (Heredia, 2004; Aguilar, 2001).

v Glébulos blancos o Leucocitos: son células casi incoloras,
sin hemoglobina, presentan un protoplasma granuloso y un nucleo a veces
lobulado. Su funcion principal es la defensa del organismo contra virus y
bacterias; cuando son destruidos por las bacterias que los atacan o sus
toxinas, sus restos forman el pus, su numero fluctia entre 6 y 8 mil por
milimetro cubico de sangre; los nifilos presentan mayor cantidad de

leucocitos, y puede incrementar en las infecciones, si el nUmero aumenta por
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encima de 12.000 GB/mm?, el trastorno se llama leucocitosis; si disminuye
por debajo de 5.000 GB/mm?, se llama leucopenia; los glébulos blancos no
estan confinados dentro de los vasos sanguineos, sino que pueden migrar al

espacio intersticial (Curtis, 2008; Gutiérrez, 2004).

v Liquido de Turck: es un liquido diluyente, el cual esta formado
por acido acético glacial, que destruye los glébulos rojos, permitiendo una
mayor visibilidad de los leucocitos, también se compone de una solucion al
1% de violeta de genciana o azul de metileno, la cual sirve para tefir a los

leucocitos y asi permitirle una mayor visibilidad (Silva, 2006).
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Hipotesis

v Ho= No existen diferencias significativas en la cuantificacion de
leucocitos con pipetas tipo Thoma y pipetas automaticas en muestras de

sangre de estudiantes.
4 H,= Existen diferencias significativas en la cuantificacién de

leucocitos con pipetas tipo Thoma y pipetas autométicas en muestras de

sangre de estudiantes.
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Sistema de Variables.

Para la presente investigacion que tiene como propdésito conocer la
relacion entre las dos técnicas de cuantificacion de leucocitos se definieron

dos tipos de variables:

Segun su funcion:

v . Variak le-depani iente

Determinar si hay diferencias entre las determinaciones con las dos

técnicas pipetas tipo Thoma, pipetas automaticas.

v' Variable independiente

Cuantificacién de leucocitos con las pipetas tipo Thoma y pipetas

automaticas.
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Segun su Naturaleza

Es una variable cuantitativa discreta ya que los resultados obtenidos

son en numeros enteros.

Operacionalizacion de las Variables

La Operacionalizacion de las variables se presenta en la siguiente tabla
‘takbla N° 1)
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Tabla 1. Operacionalizacion de la Variables.

Objetivos , . , _
N Variable Dimensiones Indicador
Especificos
_ -Linfocitos -Tamafio de Ila
Determinar  los _ i
- Monocitos Célula
valores de los ] . .
] Globulos -Neutrofilos -Presencia o no de
globulos blancos oo ]
. . blancos -Eosindfilos Nucleo
con la pipeta tipo . . .
-Basodfilos -Refringencia
toma _
-Cantidad
Determinar  los _ . -Tamafio de Ia
- Linfocitos ]
valores de _ Célula
) - Monocitos _
glébulos blancos ) . -Presencia o no
_ Globulos -Neutrofilos )
con la pipeta o del Nucleo.
. blancos -Eosindfilos . .
automatica o -Refringencia
“3esofilos .
-Cal tidad
Verificar los st
resultados
obtenidos de las
técnicas Los
manuales con el | resultados
método obtenidos con | Valores de|De 5 a 1000
automatizado ambas referencia GB/mm?
técnicas
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CAPITULO Il
MARCO METODOLOGICO

Enfoque de la Investigacion

Un enfoque de tipo cuantitativo, ya que se encarga de la recoleccion y
el andlisis de datos para contestar preguntas de investigacion, y probar
hipbtesis establ :cidas pr:viamente, e cual ci nsistira er el uso de la
¢€sac’sive para estallecir zcn e titid-za 0 es 02 ¢Hnpericliento €1

una poblacioér.

Tipo de Investigacion

Segun Hernandez (2003), es correlacional, ya que pretende observar

cémo se relacionan o no diversos fendémenos entre si.
Segun UPEL (2008), este trabajo corresponde a una investigacion de

campo, ya que se ocupa de la recoleccion de datos, tal como ocurre en la

naturaleza, es decir sin manipulacion de alguna variable. Un trabajo de
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campo significa sensibilizarse con el ambiente o lugar, identificar informantes
que aporten datos adicionales, compenetrarse con la situacion de

investigacion, ademas de verificar la factibilidad del estudio.

Disefio de la Investigacion

Es una investigacion experimental, la cual estudia relaciones causales
entre variables, manipulandolas bajo condiciones controladas. El disefio

bésico de esta investigacion es experimental.

~oblacién

La poblacién objeto de estudio estuvo conformada por los estudiantes
de Hematologia de la Facultad de Farmacia y Bioanalisis ULA, perteneciendo
a una poblacion mixta, sin discriminacion, de sexo, edad, o patologias
aparentes; ya que los mismos no representan variables para la investigacion

gue se llevo a cabo.
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Muestra

Se tomaron 30 muestras de sangre completa, obtenidas por puncion

venosa del antebrazo, mezcladas con el anticoagulante EDTA, que es el

anticoagulante utilizado por excelencia en el area de hematologia.

<

NN X D N N NN

<

Materiales

Guante A= Nitrilc estérilas, M- =cg:- MO\ APLLUS

asaeitéri. ilarca: SCRIP3. Mors 47x "

Algodon hidrdfilo aséptiec. Marca: ALVE

Alcohol Antiséptico al 70% v/v. Marca: EL GUARDIAN

Banda elastica para torniquetes.

Jeringas de plastico desechables. Marca: SERI'S. 5 mL, 21G 11/2”
Tubos estériles tapa morada. EDTA K3. Vacuum Diagnostics, 13x75
mm.

Tubos de ensayo, estériles. 13x75 mm.

Gradilla

Pipeta tipo Thoma

Pipeta Automatica de 100-1000 pL. Marca: Erba Mannheim (Ver
anexo 1).

Pipeta Automatica de 5-50 yL. Marca: Erba Mannheim (Ver anexo
1).

Puntas amarillas, estériles; para pipeta automatica.

46



v' Puntas azules, estériles; para pipeta automatica.
v' Reactivo de Tlrck. Marca: Bioscience (Ver anexo 2).
v' Hematimetro de Neubauer. Marca: BOECO (Ver anexo 3).

v" Microscopio Nikon modelo: YS100 (Ver anexo 4).

Procedimientos

PARTE |: Toma de muestra sanguinea por parte de los estudiantes del area
de Hematologia de la facultad de Farmacia y Bioanalisis ULA, cumpliendo
con las normas de bioseguridad establecidas dentro del laboratorio.

Técnica para extraccion y obtencion de la muestra sanguinea

4 Se preparo previamente el material a utilizar.

v Se coloco el torniquete a unos 5cm por encima del pliegue del
codo, con el fin de aumentar la presién venosa lo que hace que la vena sea
mas visible o palpable.

4 La vena debe palparse para saber la direccion que trae. Puede
ser palpable y visible o palpable y no visible.

v Una vez escogida la vena se retird el torniquete y se procedié a
realizar la asepsia con un algodén con alcohol, se secé con una gasa para

evitar el ardor en el momento de introducir la aguja.
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v Nuevamente se colocé el torniquete haciendo un lazo sin tocar
el sitio elegido y se realizo la puncion de la siguiente forma:

v Con el pulgar de la mano izquierda se hizo tracciones e
inmovilizé la piel por debajo del sitio de la puncién.

v Se realiz6 la puncién penetrando la piel en un angulo de 45°
sobre el plano del antebrazo manteniendo el bisel y la calibracion hacia
arriba, penetrando en la vena aproximadamente 1cm. estando en vena la
sangre fluyé observandose sangre en la punta de la jeringa.

4 Cuando se obtuvo 1mL de sangre se solté el torniquete y se
retir6 lentamente el mismo, aspirando la cantidad necesaria de sangre, sin
hacerlo demasiado rapido para evitar la formacion de espuma y de hemolisis
(Mufioz et al, 2005).

F/ARIE I Realizacii de a dicicic1 le a‘.ans re con l1pire afipo Thome

v Una vez obtenida la sangre con anticoagulante, se succiono
con la pipeta de glébulos blancos hasta la marca 0,5.

4 Se Introdujo la pipeta en un tubo, el cual contenia solucion de
Tiarck y se absorbi6 hasta la marca de 11, evitando hacer burbujas.

v Se tapdé ambos extremos y se mezcld manualmente o0 en un
rotador automatico por 2 minutos.

v Se monto6 la lamina de vidrio en la camara para el recuento, la
cual debe estar limpia y seca.

v Se descarté las cuatro primeras gotas para luego colocar una

gota pequefia de esta solucién en la camara.
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v Se dejo reposar por un espacio de 3 minutos para que las
células se sedimentaran.

v Finalmente se enfocO con el objetivo de 10x, contando los 4
cuadrados grandes angulares y el cuadrado grande central (Mufioz et al,
2005).

PARTE Ill. Realizacion de la dilucion de la sangre con la pipeta automatica

v Con la pipeta automatica, se aspiré 20 uL (0,02 mL) de sangre
total con anticoajulante.

4 Se colc) el L/ ubd, ¢l cuar ecat nia $80 UL de st luciéi d':
Turck'\obwenic nauuna uiucion 1.z2().

v El tubo donde se realiz6 la dilucion, se agit6 manualmente
durante 3 minutos.

4 Se monto la lamina de vidrio en la camara para el recuento, la
cual debe estar limpia y seca.

v Se dejé reposar por un espacio de 3 minutos para que las
células se sedimentaran.

4 Por ultimo se enfoco con el objetivo de 10x y se conto los 4
cuadrados grandes angulares y el cuadrado grande central (Mufioz et al,
2005).
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Las muestras fueron analizadas por triplicado, manteniendo estricto
control de calidad, en el laboratorio de la catedra de Hematologia de la
Facultad de Farmacia y Bioanalisis ULA. Ademas, 10 muestras al azar,
fueron ensayadas en el equipo automatizado marca Mindray modelo BC-
5100 ver en la (figura 12); para comparar los resultados obtenidos con las
técnicas manuales ver (anexos 5, 6 y 7). Adicionalmente, garantizando la
correcta emision de resultados, se utiliz6 el control de calidad para
hematologia marca Mindray BC-5D. Dicho instrumental se encuentra ubicado
en el laboratorio clinico SAEC, hospital San Juan de Dios, en la ciudad de
Mérida, Estado Mérida.

V

Figura 12. Equipo Automatizado Mindray
Fuente: Marquez P. Neyla Y. (2016)
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Sistema Estadistico

La evaluacion estadistica de los datos se realizé con un nivel de
confianza del 95%, en el programa estadistico IBM SPSS statistics 23 para

Windows. Se aplicé la prueba T student’s para muestras relacionadas.
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CAPITULO IV
RESULTADOS Y DISCUSION

Para determinar si existian diferencias entre ambas técnicas manuales
para cuantificacion de leucocitos, se utilizd un total de 30 muestras, ambas
fueron tratadas bajo las mismas condiciones experimentales para la
determinacién de células sanguineas. Luego de obtenidos los resultados, los
mismos fueron analizados en el programa estadistico IBM SPSS statistics 23,

aplicandose la prueba T student’s para muestras relacionadas.

Previamen 2 se realir6ra prueba de norma‘dad; poder; os observar en
Il tehla 2, que el 160% d s catrs son.y licos, €5 d:c, no.ay dotes
perdiaus. Ademas, en la estadisuc a uescripuva global (raola 3), 1as inedias
de las cuantificaciones de leucocitos con pipeta tipo Thoma
(6626,80+366,72) y pipeta Automatica (6717,33+362,98) son muy similares,
sin embargo, fue necesario realizar la prueba T para la comparacién de

medias, y asi corroborar si la similitud es 0 no significativa.

Tabla 2. Prueba Normalidad: Resumen de Procesamiento de Casos.

Casos
Técnicas Valido Perdidos Total
N° Porcentaje N° Porcentaje Ne Porcentaje
Thoma 30 100,0% 0 0,0% 30 100,0%
Automatica 30 100,0% 0 0,0% 30 100,0%
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Tabla 3. Estadistica Descriptiva Global Pipeta tipo Thoma-Pipeta

automatica
Descriptivos
Técnicas Media Desviacion Minimo Maximo Curtosis
Estandar
Pipeta Tipo Thoma | 6626,80 366,72 2160 10000 -,108
Pipeta Automatica | 6717.33 362,98 2400 9645 -,443

En la tabla 4, se pueden ver los resultados para la prueba de
normalidad; debido a que la muestra estuvo conformada por 30 (n: 30), se
uso la prueba de normalidad de Shapiro-Wilk (n<30). Los datos de la variable
aleatoria gldbulc s _hlancas se compoortd - ormalme nte (figuras 13.v2 14), tanto
enlas 'nccidas con ‘anipea ipo T'ore cciu £=0,1 8, occol lapigza
automatica con un p= 0,195. 22i ende, se pudo continuar con la prueba

estadistica.

Tabla 4. Pruebas de normalidad Pipeta tipo Thoma-Pipeta automatica

Kolmogorov-Smirnov® Shapiro-Wilk
Técnicas
Estadistic ) o )
gl Sig. Estadistico gl Sig.
o]
Thoma .
111 30 ,200 ,946 30 ,128
Automatica .
121 30 ,200 ,952 30 ,195
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Normal esperado

Normal esperado

3|

Grafico Q-Q normal de Thoma

T T T T T T
o 2.000 4.000 5.000 §.000 10.000 12.000

Valor observado

Figura 13. Grafico de normalidad con la pipeta tipo Thoma

rance QW natmal He Automalcs:

0+

T \J T T T
4.000 6,000 B8.000 10.000 12.000

=5
N
[=]
57
o

Valor observado

Figura 14. Grafico de normalidad con la pipeta Automatica
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Prueba T para muestras relacionadas Pipeta tipo Thoma-Pipeta

Automatica:

Los resultados de la prueba de T students para muestras relacionadas
los observamos en la (Tabla 5), con un valor p=0,278. Dicho resultado
acepta la hipotesis nula, por lo tanto asumimos con un 95% de confianza,
que no existen diferencias significativas entre las técnicas manuales para
cuantificacion de glébulos blancos (Figura 15). Nuestra experiencia coincide
con lo reportado por Navarro en el afio 1999, en la cual valida un método de
cuentas sanguineas a través de imagenes de microscopia, comparando con
el método convencional en camara de Neubauer, sin encontrar diferencias
significativas entre ambos métodos. Es importante destacar, que pese a ser
las tacnicas de ¢ tantificac dn delauceci s, w2 te na de sume imeartancia er

lc orédricyanalitza, vevcirencad:tatkajisd:ivestitac ir a resecto.

Tabla 5. Prueba de muestras emparejadas Pipeta tipo Thoma-Pipeta

Automatica
Diferencias emparejadas
95% de intervalo _
. Media - Sig.
Técnicas Ved Desviacién ) de confianza de t gl (bilateral
edia e error ; ;
estandar , la diferencia
estandar
Inferior | Superior
Par | Thoma - _ _ -
" 448,59 81,90 76,97 29 278
1 JAutomatica | g9 53 258,04 1,11
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Figura 15. Cuenta.de Leucocitos pi r dos técicas.de cu intificacion

Comparaciéon de las técnicas de cuantificacibn manual con el equipo

automatizado:

Luego se realiz6 estudios de normalidad a las muestras seleccionadas
para el estudio al azar con equipo automatizado. En la (tabla 6)
contemplamos los resultados; la muestra estuvo constituida por 10 (n: 10),
por lo tanto se utilizé la prueba de normalidad de Shapiro-Wilk (n<30). Los
datos de la variable aleatoria glébulos blancos se comportdé normalmente
tanto en las medidas con la pipeta tipo Thoma p= 0,079, pipeta automatica

p= 0,237 y con el equipo automatizado con un p= 0,351.
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Tabla 6. Pruebas de normalidad Pipeta Tipo Thoma, Pipeta autométicay

Equipo Automatizado

Kolmogorov-Smirnov® Shapiro-Wilk
Técnicas
Estadistico gl Sig. Estadistico gl Sig.
Thoma ,243 10 ,098 ,861 10 ,079
Automatizado ,205 10 ,200* ,919 10 ,351
Automatica ,222 10 ,178 ,903 10 ,237

Prueba T para Muestras Relacionadas: Pipetas Manuales-Equipo

Automatizado

Al contrastar las medias ¢=.'Js valores de leucocitos con la pipeta tipo
Thoma (9180,00+£1710,08) y equipo automatizado (9760,00£1790,22), se
muestra una minima diferencia de 580 células (Tabla 7); sin embargo, al
comparar medias con la prueba T students (tabla 8), se obtuvo un p=0,000,
lo que quiere decir, que existen diferencias significativas entre ambos
métodos de cuantificacibn de leucocitos. Al comparar el método
automatizado con la pipeta automatica, los resultados mostraron la misma
tendencia (figura 16).

Nuestros resultados corresponden con Brambila y colaboradores en el
2003; Estos investigadores reportaron que al comparar tres métodos
manuales para la cuenta diferencial de leucocitos con respecto a un equipo
automatizado, encontraron diferencias significativas, concluyendo que la
existencia de errores intrinsecos introducidos en la metodologia manual

utilizada influye en los resultados; los cuales se caracterizan por ser errores
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propios e inevitables ocasionados por el analista o propios del instrumental

utilizado.

Tabla 7. Estadistica descriptiva global Pipeta tipo Thoma-Equipo

Automatizado

] ) Desviacion Media de error
Técnicas Media Ne i )
estandar estandar
Thoma 9180,00 10 1710,08 540,773
Par 1
Automatizado 9760,00 10 1790,22 566,117

Jabliud/Prueac2nuestes eripar jasas Pioeta ipc T icna: =quip )

Siomatizado

Diferencias emparejadas
Sig.
95% de intervalo de g
Media de . (bila
confianza de la t gl
Media | Desviacion estandar error . . teral
diferencia
estandar )
Inferior Superior
P
Thoma - -580,00
a
70,49 -739,46 -420,54 -8,23 9 |.,000
r
1 Automatizado | 222,91
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Tabla 9. Estadistica descriptiva global Pipeta automatica-Equipo
Automatizado

Estadisticas de muestras emparejadas
) ] Desviacion ] i
Técnicas Media Ne . Media de error estandar
estandar
par |Automatizado | 9760,00 10 1790,22 566,12
1 Automatica | 9441,00 10 1690,04 534,44

Tabla 10. Prueba de muestras emparejadas Pipeta automética-Equipo

Automatizado

Diferencias emparejadas
| 95% de intervalo Sig.
Toni N2, Joachont anzad la (bile
\ ¥ A L es ia i6n _ _ { g |
M di de ertr lif¢ "encia teral
st nacs f | . . )
astandar ) Superio
Inferior
r
P ] Automatiza
ar do - 319,00 127,93 40,45 227,49 | 410,51 | 7,88 | 9 ] .000
1 | Automatica
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CONCLUSIONES

Con un 95% de confianza podemos concluir que las técnicas manuales
pipeta tipo Thoma y pipeta Automatica, proporcionan resultados para la
cuantificacion de leucocitos semejantes, por lo tanto, podemos inferir que la
sustitucion realizada por los analistas en los ultimos afios de la pipeta tipo
Thoma por las micropipetas es una practica valida, rapida y exacta, que
permite brindar resultados confiables a los pacientes.

Sin embargo, es importante asentar, que al relacionar ambas técnicas
manuales con el equipo automatizado, se encontré diferencias significativas,
asumiendo que puedan ser el resultado de errores intrinsecos propios de los
métodos manuales, aunado al bajo nimero de muestras utilizadas para dicha

comparacién.
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RECOMENDACIONES

Es importante destacar que aun resultando el método de cuantificacion
manual por micropipetas para leucocitos, una técnica con resultados sin
diferencias significativas con respecto a las pipetas tipo Thoma, es necesario
realizar estudios de precision y exactitud, para dar su recomendacién como

técnica analitica.

Ademas, es oportuno aumentar el niumero de muestras (n>30) para

realizar una comparacion confiable con respecto al método automatizado y
poder apreciar la inherencia de los errores intrinsecos introducidos por el

método y el analista.
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Anexo 1. Pipetas Autométicas

Fuente: Marquez P. Neyla Y. (2016)

Anexo 2. Liquido de Turck

Fuente: Marquez P. Neyla Y. (2016)
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Anexo 3. Camara de Neubauer

Fuente: Marquez P. Neyla Y. (2016)

Anexo 4. Microscopio

Fuente: Marquez P. Neyla Y. (2016)
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Anexo 5. Resultados Obtenidos con el Equipo Automatizado
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Fuente: Marquez P. Neyla Y. (2016)
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Anexo 6. Resultados Obtenidos con el Equipo Automatizado
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Fuente: Marquez P. Neyla Y. (2016)
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Anexo 7. Resultados Obtenidos con el Equipo Automatizado

Fuente: Marquez P. Neyla Y. (2016)
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