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Resumen: |a fase preanalitica es un componente importante de los procesos ope-
racionales realizados en los laboratorios clinicos, en la que se desarrollan diversos
procedimientos que pueden afectar el resultado de un examen de sangre, tejidos
o fluidos corporales de un paciente. Esta fase va desde la orden médica hasta el
inicio del procesamiento de la muestra (fase analitica). Especificamente, en el
diagndstico hematolégico los examenes de laboratorio son la principal fuente de
informacidn para la toma de decisiones médicas relacionadas con el tratamiento
y el seguimiento de los pacientes,; por tal razén, el control de todos los aspectos
involucrados en la fase preanalitica debe ser una prioridad en todos los laborato-
rios clinicos. En esta revisidon se presentan los principales aspectos preanaliticos
de las pruebas mas comunes en el diagndstico hematoldgico, correspondientes a
las areas de coagulacién basica y especializada, hematologia general y especiali-
zada, citometria de flujo, citogenética, biologia molecular, entre otras de interés.

Palabras clave: servicios de laboratorio clinico, hematologia, fase preanalitica,
mejoramiento de la calidad.

Abstract: The preanalytic phase is an important component of operational process-
es performed in clinical laboratories, which includes various processes that can af-
fect the outcome of a patient’s blood, tissue and fluid examination, ranging from the
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medical order until the beginning of the processing of the sample (analytical phase).
Specifically, laboratory tests are the main source of information in haematological
diagnosis for medical decisions related to the treatment and follow-up of patients.
For this reason, control of all aspects involved in the preanalytic phase should be a
priority in all clinical laboratories. In this review, we present the main preanalytical
aspects of the most common tests in the hematological diagnosis, corresponding to
the areas of basic and specialized coagulation, general and specialized hematology,
flow cytometry, cytogenetics, and molecular biology, among others of interest.

Key words: Clinical laboratory service, hematology, preanalytical phase, quality
improvement.
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Las pruebas de laboratorio proveen hasta el 80% de la informacion que se tie-
ne en cuenta para el abordaje clinico y terapéutico de los pacientes [1], por lo
cual el laboratorio clinico, como una rama del area de la salud especializada en el
diagnostico [2], es un componente esencial en la practica médica. En este senti-
do, los laboratorios clinicos ofrecen informacién valiosa para aclarar una sospecha
diagndstica, realizar el seguimiento de los pacientes, detectar complicaciones en
multiples enfermedades e identificar eventos de interés en salud publica [2,3].
Es por ello que los profesionales de laboratorio clinico deben desarrollar todos los
procesos con altos estandares de calidad, de modo que se disminuyan los errores
que puedan afectar la determinacién o cuantificacion de analitos y que, a su vez,
influyan en el manejo clinico de los pacientes [4].

En el area de hematologia el diagndstico, el seguimiento y la respuesta de los pa-
cientes es determinado a partir de la integracién de los exdmenes de laboratorio.
Este articulo de revisidn tiene como propodsito revisar los aspectos preanaliticos
de las principales pruebas de interés en el diagnostico hematoldgico. Para ello, se
presentaran las consideraciones generales, el impacto de los errores y las condi-
ciones especificas de la fase preanalitica para los examenes hematoldgicos, entre
los que se incluyen los de coagulacion basica y especializada, hematologia general
y especializada, citometria de flujo, citogenética, biologia molecular y otras prue-
bas de interés hematoldgico.

Fase preanalitica: generalidades

En términos generales, la ejecucién de los exdmenes de laboratorio se realiza en
tres fases: preanalitica, analitica y posanalitica. La fase preanalitica corresponde
a los procesos que comienzan a partir de la orden médica de los examenes, la
preparacién y la identificaciéon del paciente, la toma de las muestras, el almace-
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namiento y el transporte hasta el laboratorio; y termina cuando comienza la fase
analitica, en la cual se detecta el analito de interés, y que continda con la fase
posanalitica, correspondiente a los procesos que siguen al analisis, en donde se
incluye la revision de los resultados, el almacenamiento de material, el descarte
y tratamiento de residuos, la generacién de resultados, la autorizacién para su
entrega, el informe de resultados y la retencidon de los mismos [5,6]. Algunos
autores hacen referencia también a la fase pre-preanalitica y pos-posanalitica
estrechamente relacionadas con el quehacer del médico.

En la actualidad, la mayor frecuencia de errores en los laboratorios clinicos ocurre
durante la fase preanalitica [7], ya que es la fase menos automatizada, con parti-
cipacion de personal de la salud de diversas areas que, si no es consciente de los
requisitos minimos que deben tener las muestras, puede influir negativamente en
la toma de estas. Ademas, en la fase analitica se han establecido procedimientos
cada vez mas automatizados que facilitan la disminucién de errores [1,8] y se
cuenta con controles de calidad tanto internos como externos [9], entre otros
mecanismos de control y de mejora continua; finalmente, la fase posanalitica de-
pende del éxito de las dos anteriores. Si bien la calidad de los métodos analiticos
que se emplean es decisiva, no se debe negar el gran impacto que representa
la correcta preparacion del paciente, los cuidados para la toma de la muestra, el
analisis y la validacidon de los resultados [2].

Entre los procesos que conforman la fase preanalitica se destacan la solicitud del
analisis (orden médica), la preparacion del paciente, la toma de la muestra, el trans-
porte, la conservacion y el preprocesamiento de la muestra previa a su analisis [10]
(véase figura 1); de alli que esta fase se considere un punto critico para la correcta
ejecucion de los demas procesos en el laboratorio clinico [8]. De esta manera, resul-
ta esencial el control de multiples factores, la identificacion de errores y el estable-
cimiento de acciones correctivas que lleven a disminuir las fuentes de error a través
de la ejecucion de procedimientos estandarizados durante todas las fases [3].

Caracterizacion de los errores
durante la fase preanalitica

En la fase preanalitica es donde se cometen la mayoria de errores en los laboratorios
clinicos [7,9,11,12], principalmente durante la ejecucidon de los procedimientos ma-
nuales [7]. En esta fase se han reportado frecuencias de error que incluso superan
el 60% respecto al total de errores alcanzados en los laboratorios clinicos [4,10,12].

Dichos errores son de naturaleza heterogénea y se pueden originar por una de-
ficiente formacion del personal, la falta de conocimiento sobre las condiciones
adecuadas para tomar una muestra y la ejecucién de los demas procesos de la
fase preanalitica [7], asi como a un inadecuado cumplimiento de las condiciones
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Figura 1. Principales procesos de la fase preanalitica. SIL: Sistema de Informacion del Laboratorio.

preanaliticas por parte del paciente, lo cual puede darse porque no fue informa-
do correctamente o porque, por desconocimiento del efecto que puede tener el
incumplimiento de dichos requerimientos sobre los resultados obtenidos, hace
caso omiso y no lo informa al personal del laboratorio. En un estudio mexicano
se encontr6 que el 77,2% de los pacientes no recibieron la orientacion adecuada
previa a la toma de muestra, por lo que no se prepararon adecuadamente para
dicha actividad [3]. Esto refleja que el informe claro y oportuno de las condiciones
que debe cumplir el paciente para la toma de las muestras es un procedimiento
esencial durante la fase preanalitica y que su correcto control contribuira positiva-
mente a la calidad de la muestra obtenida.

Una de las condiciones preanaliticas exigidas en la mayoria de las pruebas de
laboratorio y que resulta clave para la obtencidon de un resultado correcto es el
tiempo de ayuno previo a la toma de la muestra. Con frecuencia se recomienda un
ayuno entre las 8 y 12 horas; sin embargo, el tiempo de ayuno ideal debe ser de
12 horas, ya que el incremento de los triglicéridos en la sangre después del consu-
mo de los alimentos puede persistir incluso durante nueve horas [3]. Esto resulta
esencial no solo para la determinacion de los triglicéridos y el perfil lipidico, sino
para la determinacion de analitos en los cuales la turbidez de la muestra generada
por los triglicéridos puede alterar las determinaciones foto-dpticas en los instru-
mentos de medida; por ejemplo, esto puede generar un falso incremento de los
niveles de hemoglobina [13]. En un estudio realizado en una poblacién espafiola
se encontrd que solo un 21,5% de los pacientes cumplié con el ayuno de 12 horas
debido en gran parte al desconocimiento de este requerimiento o, como se indicd
previamente, no lo consideraron importante [14].
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Otros errores que se presentan con frecuencia durante la fase preanalitica en los
laboratorios clinicos es la incorrecta identificacion de los pacientes o de las mues-
tras, la inadecuada toma de las muestras y la insuficiente calidad/cantidad de
estas (véase tabla 1) [3,4,7,10,12,15,16].

Relacionadas Relacionadas Relacionadas
con la solicitud del examen con la toma de la muestra con la preparacion de las muestras

= Solicitud médica de exdmenes
con letra ilegible

= Errores en el ingreso de datos
del paciente o de examenes
solicitados al sistema

= Fallas en el informe a los pa-
cientes de las condiciones pre-
analiticas que deben cumplir

= E|l paciente no cumple con
las condiciones preanaliticas
requeridas

= Toma de muestra al paciente
equivocado

= Doble puncién, puncion trau-
matica

= Estasis venosa

Asepsia defectuosa

Seleccion de tubos inadecuada

= No se marcan los tubos/reci-
pientes o la identificacion es
errénea

= Muestra insuficiente

= No conservacion de la cadena de

frio cuando se requiere

= Centrifugacion bajo protocolos

inadecuados

= Pérdida de la trazabilidad de la

identificacién de la muestra

= Demora en la preparacion de

la muestra previa a su analisis

= Muestra hemolisada, conta-
minada

= No se cumple con la relacion

anticoagulante:muestra

Mezcla insuficiente de los tubos

con anticoagulantes

También se debe considerar que la presencia de interferencias en la muestra y
algunas condiciones de los pacientes, susceptibles o no de modificacién, pueden
afectar la exactitud de los resultados y, por lo tanto, su interpretacién y aplica-
cion clinica. Los factores que no se pueden modificar, como el sexo, la edad y la
raza, se deben tener en cuenta cuando se establecen los intervalos bioldgicos de
referencia y para el analisis de los resultados, mientras que otros factores mo-
dificables, como el tabaquismo, el alcoholismo, el ejercicio, el estrés, la ingesta
de medicamentos y otras actividades, se deben tener presentes cuando se le
explican al paciente las condiciones que debe cumplir para la toma de la muestra
para garantizar la confiabilidad de los resultados del laboratorio [2,17,18]. Asi
mismo, se pueden presentar errores en la solicitud de los exdmenes cuando el
meédico ordena un examen de poca utilidad para el diagndstico o el seguimiento
de la enfermedad de interés [16,19]; no obstante, esta fuente de error no es
objeto de la presente revision.

Por otra parte, se presenta un mayor control sobre la fase preanalitica cuando
la toma de las muestras estd a cargo de los bacteriélogos y microbidlogos (o
sus homologos internacionales), tal como lo demuestran los resultados de una
encuesta aplicada a trabajadores de hospitales y laboratorios, en los cuales se

MepiciNA & LABORATORIO / Volumen 22, Nimeros 9-10, 2016, 415



Guevara-Arismendy NM, Tangarife-Castafio VJ

evidencia que el personal de laboratorio posee mejores practicas para la toma
de muestras que los demds trabajadores de los hospitales que participan en
dicho proceso, lo cual puede influir en el nUmero de muestras que se rechazan
por fallas en la identificacion del paciente o de las muestras y la calidad de estas
[20]. Otros estudios reflejan que el principal error en la fase preanalitica es la
toma de la muestra con un anticoagulante erréneo o una cantidad insuficiente
de la muestra (50,9% de los errores técnicos detectados), debido al desconoci-
miento del personal que participa en dicho proceso [21]. Lo anterior evidencia
la necesidad de establecer una comunicacién continua y apropiada entre los
profesionales del laboratorio y los demas profesionales del area de la salud que
participan en el proceso [10,20,21].

Consecuencias derivadas
de errores cometidos durante la fase preanalitica

Las consecuencias de los errores durante la fase preanalitica son diversas y
pueden afectar el manejo clinico de los pacientes, o pasar inadvertidas. Cuando
los errores que se cometen durante la fase preanalitica se identifican inmedia-
tamente o durante la ejecucidén de los procesos posteriores y se llevan a cabo
las acciones correctivas respectivas, se disminuye la posibilidad de generar un
evento adverso para el paciente. Otros errores no tienen un impacto significativo
en el manejo médico de los pacientes [9,22]; sin embargo, cuando se emiten
resultados errdoneos podria llevar a intervenciones diagndsticas y terapéuticas
inadecuadas, con repercusiones sobre el estado de salud del paciente y su pro-
nostico [7].

Estudios reflejan que el 24,4% de los errores de laboratorio tienen un impacto
negativo sobre el cuidado de los pacientes, con consecuencias tan graves como
la admisién inadecuada a la unidad de cuidados intensivos y transfusiones in-
necesarias [4]; situaciones que habrian sido prevenibles en caso de detectar el
error a tiempo. Ademas, las fallas en la toma de la muestra pueden conducir a
situaciones menos drasticas como la repeticién de la toma de muestra, que en
ocasiones requiere que el paciente acuda de nuevo al laboratorio clinico.

Otras fallas presentadas durante los procesos de venopuncion se relacionan con
la formacion de equimosis, hematomas y otros eventos adversos que se pueden
prevenir al realizar una adecuada identificacion del sitio de puncién y la seleccién
del calibre de aguja segun el didmetro de la vena. Si bien estos inconvenientes
no representan un riesgo para el estado de salud del paciente se deben evitar
al maximo, lo cual se logra a partir del entrenamiento de todo el personal del
area de la salud que participe en la toma de la muestra y de la colaboracion del
paciente para llevar a cabo dicho procedimiento sin percances [23,24].
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Recomendaciones generales para la
ejecucion de procesos durante la fase preanalitica

Relacionadas con la solicitud del examen

Es importante que los médicos emitan la solicitud de exdmenes con letra legible vy,
si es posible, incluyan el diagndstico presuntivo o los datos de interés que puedan
ser Utiles para el bacteridélogo o microbidlogo que los va a realizar y para la inter-
pretacién de los resultados [2]. Por su parte, es recomendable que las secretarias
o el personal encargado del ingreso de la informacién del paciente al Sistema de
Informacion del Laboratorio (SIL) verifiquen la identidad y los exdmenes ingresa-
dos al sistema con la orden médica.

Asi mismo, se recomienda informar verbalmente y por escrito a los pacientes
acerca de las condiciones preanaliticas que deben cumplir, tanto las condiciones
generales como el ayuno de 12 horas previas a la toma de la muestra, abstenerse
de actividad fisica intensa, ingesta de alcohol y medicamentos 24 horas antes de
la flebotomia, como las especiales que puedan requerir los examenes [18,25].

Relacionadas con la toma de muestra

Dentro de los procesos basicos que se deben incluir en la toma de muestra para
evitar errores se encuentran:

s Comparar el nombre, el nimero de identificacion y demas identificadores
positivos del paciente con la hoja de solicitud de examenes y las etiquetas que
se emplearan para marcar los tubos y demas recipientes. Se recomienda el
empleo de minimo dos identificadores positivos del paciente [26].

m Siempre firmar la hoja de solicitud de examenes [20].

m Si existen dudas acerca de las condiciones para la toma de muestra se re-
comienda que el bacteridlogo, microbidlogo o personal encargado del proce-
dimiento se remita al manual de toma de muestra [20], el cual debe estar
disponible en dicha area y debe estar actualizado y revisado por los lideres de
los procesos.

m Marcar los tubos y recipientes antes de realizar la toma de la muestra y no
permitir que alguien mas lo haga [20].

= Para la toma de muestra por venopuncidon se deben tener en cuenta las si-
guientes consideraciones:

= Preparar el material necesario para el procedimiento (véase figura 2).
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Figura 2. Material para la venopuncion: al-
cohol, torniquete, camisa para aguja, aguja,
algoddn, tubos al vacio para recoleccion de
sangre. Cortesia del Laboratorio Clinico He-
matoldgico S.A. Medellin, Colombia.

= Realizar previa asepsia con algoddn o gasa impregnada de alcohol, apli-
cando movimientos circulares desde el centro hacia afuera [27].

m Colocar el torniquete entre 7,5 cm y 10 cm por encima del punto de veno-
puncién y no dejarlo mas de un minuto [27,28], pues cuando se deja apli-
cado por mas tiempo se produce hemoconcentracién y se altera el equilibrio
sanguineo entre el componente liquido y el componente celular [17].

m El orden recomendado para la toma de la muestra en los casos en que se
requieran diferentes tubos para las diversas pruebas solicitadas al paciente es:
botella de hemocultivo, tubo citratado (tapa azul cielo), sin aditivo (tapa roja),
con activadores de la coagulacién (tapa amarilla o gris-roja), con heparina de
sodio (tapa verde oscuro), con heparina de litio (tapa verde claro), con acido
etilendiaminotetraacético (EDTA; tapa lila), con dextrosa citrato (tapa amarillo
palido) y con oxalato/fluoruro (tapa gris clara) [28] (véase figura 3).

Figura 3. Tubos mas utilizados para la toma
de muestras por venopuncion. Obsérvense, de
izquierda a derecha, en su orden de llenado:
tubo citratado (tapa azul cielo), tubo con gel
separador con activadores de la coagulacion
(tapa amarilla), tubo con heparina de sodio
(tapa verde oscuro), tubo con EDTA (tapa lila)
y tubo con oxalato (tapa gris clara). Cortesia
del Laboratorio Clinico Hematoldgico S.A. Me-
dellin, Colombia.

= Seleccionar el tipo de aguja mas adecuado segun los examenes solicitados
(véase figura 4) vy los tipos de tubos que se deben tomar.

= El paciente debe evitar el estrés antes y durante la toma de muestra, debe
permanecer quieto e informar a los bacteridélogos si estd consumiendo algun
medicamento para determinar su posible influencia en los resultados de los
examenes solicitados.
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Figura 4. Sistemas de agujas empleadas para
las tomas de muestra. Obsérvense las agujas
verdes (calibre 21G), tanto en su presenta-
cién normal como en las conocidas como “ma-
riposa”, y las agujas azules (calibre 23G), que
son mas delgadas. Cortesia del Laboratorio
Clinico Hematoldgico S.A. Medellin, Colombia.
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= Se recomienda que el personal del laboratorio y demas profesionales del
area de la salud que estén involucrados en la toma de muestras participen en
procesos de educacion continua, ya que la falta de conciencia y la adopcién
de procedimientos inadecuados durante la fase preanalitica puede generar
multiples eventos adversos para la organizacién, el paciente y su respectivo
manejo clinico [7].

Relacionadas con el transporte,
la conservacion, la preparacién y distribucion de la muestra

m Se debe tener presente cuales muestras se pueden transportar de la sede
de toma de muestra a la de procesamiento y cuales se deben tomar solo en la
sede en la que se procesan los exdmenes.

= Segln el tipo de muestra y la estabilidad del analito se deben estable-
cer los tiempos maximos y las temperaturas 6ptimas de almacenamiento y
transporte.

m Para las pruebas y muestras que aplique se debe conservar la cadena de
frio durante el transporte y centrifugacion de las muestras.

m Para las muestras que requieren centrifugacion, en caso de que la muestra
se extraiga en sitios diferentes al laboratorio clinico y se disponga de centrifu-
gas en estos, se recomienda centrifugar los tubos de venopuncion alli mismo
para los exdmenes de hemostasia [17].

m Los tubos secos se deben transportar en posicidon vertical con el tapon hacia
arriba para que se forme por completo el coagulo y se evite posible hemalisis
por la agitaciéon de las muestras [27]. Si los tubos ya estan centrifugados se
deben conservar en posicidon vertical para evitar posibles interferencias [17].

m Se debe estandarizar el tiempo y las revoluciones por minuto a las cuales se
centrifugan las muestras, dependiendo de los analisis a realizar.
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s En caso de que se transfiera la muestra a un tubo secundario este se debe
marcar con todos los identificadores positivos del paciente.

= Las hojas de trabajo disponibles en el SIL permiten una correcta distribucion
de las muestras a todas las secciones del laboratorio para asegurar que todas
las muestras se procesan para todas las pruebas solicitadas [17].

Recomendaciones para la toma de muestras segun
el area de interés para el diagnostico hematologico

Hemostasia

Las pruebas de hemostasia son quiza el grupo de ensayos mas sensibles a las
condiciones en las que se toma la muestra, destacandose el tipo de aguja em-
pleado, la concentracion del anticoagulante, la relacién anticoagulante:muestra,
la aplicacion del torniquete, las punciones traumaticas y la temperatura de alma-
cenamiento y de transporte, entre otros factores. En esta ocasion se daran las
recomendaciones generales para las pruebas basicas y especializadas de coagu-
lacidn, en donde se incluyen la determinacion de los factores y las proteinas de
la coagulacién, la prueba de mezclas y el estudio de inhibidores. Las pruebas de
funcién plaquetaria como el PFA-100, el PFA-P2Y y la agregacién plaquetaria con
diferentes agonistas seran analizadas posteriormente en esta revision.

Preparacion del paciente

Las condiciones del paciente corresponden, en general, a las que aplican a todas
las pruebas de coagulacion, es decir, evitar dietas ricas en grasa entre 8 y 12 ho-
ras previas a la toma de muestra, evitar ejercicio fisico intenso 24 horas antes,
evitar el estrés, evitar el cigarrillo minimo dos horas antes de la toma de la mues-
tra y permanecer en reposo minimo 15 minutos antes de la venopuncidn. Desde
que sea posible se recomienda la toma de la muestra entre las 7:00 am y las 9:00
am para evitar variaciones relacionadas con los ciclos circadianos [28-30].

En el caso de que el paciente esté tomando anticoagulantes, el médico, de acuer-
do al propdsito del examen (descubrir la etiologia de la trombosis o hacer segui-
miento del efecto terapéutico de un medicamento), debe definir si se suspende o
no el medicamento. En la tabla 2 se resume el efecto del consumo de anticoagu-
lantes, antiagregantes o la presencia de un episodio trombotico, previo a la toma
de la muestra, sobre las pruebas de coagulacién [31].

Toma de la muestra

Debido a que el citrato de sodio afecta la concentracion del calcio disponible para
promover la formacidn del coagulo, se debe estandarizar la concentracion de ci-
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Evento preanalitico

Toma de la muestra
durante la terapia
con heparina [31]

Toma de la muestra
durante la terapia
con antagonistas de
la vitamina K [31,32]

Toma de la muestra
durante la terapia
con inhibidores di-
rectos de la trombina
[33-35]

Toma de la muestra
justo después de un
evento trombético

Efecto sobre pruebas
rutinarias

Principalmente prolonga-
cion del tiempo de trom-
boplastina parcial activado

Principalmente prolonga-
cion del tiempo de pro-
trombina

Posible prolongacién del
tiempo de tromboplastina
parcial activado
Prolongacién del tiempo de
protrombina segun la sen-
sibilidad del reactivo

Acortamiento del tiempo
de tromboplastina parcial
activado

Efecto sobre pruebas especializadas

Falsa disminucion de antitrombina
Falsa presencia de anticoagulante IUpico

Falsa disminucion de la proteina C, la proteina S
0 ambas

Falsa resistencia a la proteina C activada

Falsa presencia de anticoagulante Itpico

Falsa presencia de resistencia a la proteina C
Disminucion de niveles del factor II, factor VII,
factor IX y factor X

Alteracion en la identificacion de inhibidores de la
coagulacion

Falsa presencia de resistencia a la proteina C
Alteracion del tiempo de trombina segun el anticoa-
gulante que consume el paciente

Alteracion de la actividad del factor Xa

Falsa disminucion de antitrombina
Falsa disminucion de la proteina C y la proteina S
Riesgo de falsa ausencia de anticoagulante IUpico

[31]

trato que se va a emplear en el laboratorio y, con base en esta, establecer los
intervalos bioldgicos de referencia. La concentracion recomendada de citrato tri-
sddico es de 3,2% con tampdn, y la relacion recomendada es de una parte de
anticoagulante por nueve partes de sangre. Cuando el hematocrito del paciente
es inferior al 30% o superior al 55% se sugiere calcular la concentracion de an-
ticoagulante especifica para no alterar los niveles de calcio [29,36]. Ademas, se
requiere una correcta mezcla por inversion del tubo inmediatamente después del
llenado del tubo para que no se coagule parcialmente la muestra [25].

También se recomienda el empleo de agujas que tengan un calibre intermedio,
idealmente de 21G (agujas verdes), ya que las agujas con diametros mayores fa-
vorecen las punciones traumaticas y la consecuente liberacién de fragmentos vas-
culares que alteren la hemostasia. Por su parte, las agujas de diametros iguales
o menores que 23G (agujas azules), al ser mas delgadas, prolongan el tiempo de
recoleccion de la muestra y el gradiente de presidn que se genera puede provocar
hemodlisis o inducir la activacion de leucocitos y plaquetas. Aunque no es lo ideal,
suponiendo que las muestras se tomen con jeringa, se recomienda que se usen
de polipropileno con capacidad de 3 mL a 5 mL, ya que las jeringas mas grandes
producen una presidn negativa excesiva que genera gran riesgo de hemdlisis y de
activacion celular [28].

MepiciNA & LABORATORIO / Volumen 22, Nimeros 9-10, 2016, 41



- Guevara-Arismendy NM, Tangarife-Castafio VJ

Respecto al uso de las agujas conocidas como «mariposas», su uso para prue-
bas de hemostasia esta avalado siempre que se usen de 21G (agujas verdes) y
que el primer tubo que se tome sea descartado, ya que por el efecto del vacio se
recolecta menos sangre (aproximadamente 500 uL), y que se tome un segun-
do tubo con llenado apto para su procesamiento y sin alteracion de la relacién
anticoagulante:muestra [28,36,37].

Otras recomendaciones esenciales para la toma de la muestra en hemostasia es
evitar al maximo tomarla de catéter, ya que se pueden alterar el tiempo de trom-
boplastina parcial activado (APTT) y el tiempo de trombina (TT) [36]. Respecto al
uso del torniquete se ha observado que cuando se aplica durante mas de un minu-
to, con mayor efecto cuando supera los tres minutos, se incrementan los niveles
del factor VIII, el factor von Willebrand y el fibrinbgeno, mientras que se acortan
los tiempos de protrombina (PT) y tromboplastina parcial activado, e incluso se
puede activar la fibrindlisis [28,29,36].

En un estudio se reportd que uno de los principales problemas que se presentan
durante la fase preanalitica es el llenado incompleto de los tubos para las pruebas
de coagulacién (véase figura 5), lo que altera la relacion anticoagulante:muestra
[4]. Por tal razdén, en todos los casos se debe garantizar el llenado completo del
tubo, es decir, hasta agotar el vacio. La conservacion de esta relacién resulta
critica, ya que el exceso de anticoagulante prolonga los tiempos de coagulacién
[25,29], especialmente el tiempo de tromboplastina parcial activado [36]; de he-
cho, si se llena solo el 89% del tubo se observa un aumento estadisticamente sig-
nificativo del tiempo de tromboplastina parcial activado, y cuando solo se llena el
78% de la capacidad del tubo se afectan significativamente los valores del factor
VIII y el fibrindgeno [28].

Figura 5. Tubos citratados para pruebas de
coagulacion. Obsérvese a la izquierda un tubo
mal llenado y a la derecha bien llenado. Corte-
sia del Laboratorio Clinico Hematoldgico S.A.
Medellin, Colombia.

Centrifugacion, transporte y almacenamiento de las muestras

Después de la toma de las muestras estas se deben conservar a temperatura
ambiente (entre 15 °C y 25 °C) y centrifugar a 1.500 g por 15 minutos (para ob-
tener el plasma pobre en plaquetas, PPP), a temperatura ambiente, antes de que
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transcurra una hora desde que fue tomada, ya que si pasa mas tiempo sin cen-
trifugarse se afecta el tiempo de tromboplastina parcial activado y los ensayos
contra el factor Xa. Para las demas pruebas de coagulacion las muestras pueden
permanecer sin centrifugar hasta por cuatro horas [28,29,38].

Ademas, las muestras siempre deben estar tapadas, ya que al permanecer des-
tapadas por mas de 30 minutos el didéxido de carbono se difunde y cambia el pH
de la muestra, lo cual afecta el tiempo de protrombina, el tiempo de trombo-
plastina parcial activado y la actividad de los factores de coagulacién [29,38].
Esto cobra especial interés cuando se estan buscando inhibidores; de hecho, se
ha observado que un cambio en el pH tan pequefio como 0,8 unidades induce la
prolongacion del tiempo de tromboplastina parcial activado [38,39].

En caso de que se requiera el transporte desde una sede periférica se recomienda
enviar el plasma separado en un tubo secundario y adecuadamente marcado si no
se puede garantizar el transporte y la separacion de la muestra en menos de cuatro
horas contadas a partir de la venopuncion. Si se transporta la sangre total se re-
comienda centrifugar la muestra en la sede de la toma de la muestra, conservar el
tubo en posicién vertical durante el desplazamiento y a temperatura ambiente (en-
tre 15 °C y 25 °C) y recentrifugar antes del procesamiento [29,38]. Para el dimero
D la temperatura de almacenamiento y transporte no debe superar los 20 °C [40].

El plasma, luego de ser centrifugado y separado en un tubo secundario, es es-
table para la mayoria de los estudios durante cuatro horas cuando se conserva
a temperatura ambiente. Si el almacenamiento a temperatura ambiente supera
este tiempo se observa una pérdida de la actividad del factor VIII, la proteina S
y el dimero D, entre otros [38,40], aunque algunos autores sefialan estabilidad
de ocho horas o mas para la mayoria de pruebas de coagulacién [41].

Las muestras para las pruebas de coagulacién, en especial cuando el plasma no
se ha separado ni transferido a un tubo secundario, no se deben refrigerar, ya
gue a temperaturas de refrigeracion se activan las plaquetas y el factor VII, lo
que puede inducir la pérdida de factor VIII y el factor von Willebrand [29,38,42].

Para el almacenamiento de las muestras por periodos mayores a cuatro horas
el plasma separado se debe congelar en ultracongeladores que garanticen como
minimo una temperatura de -20 °C, en los cuales es estable por un mes. Ideal-
mente, el plasma se debe conservar a -80 °C, en cuyo caso la estabilidad aumen-
ta a seis meses para la mayoria de estudios. La muestra antes de ser procesada
se debe descongelar mediante choque térmico, es decir, en bafo maria a 37 °C
por cinco minutos, y procesar en menos de dos horas [38].

Respecto a la presencia de interferentes, en el evento de que se produzca hemdli-
sis durante la toma o el transporte de la muestra se debe evitar el procesamiento
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de este espécimen, ya que la liberacién de fosfolipidos, enzimas intracelulares,
ADP, entre otros componentes celulares, pueden afectar positiva o negativamen-
te el proceso de la hemostasia in vitro por la posible activacién de los factores
de coagulacion [28]. Ademas, la hemoglobina puede afectar las determinaciones
foto-oOpticas de los autoanalizadores de coagulacion, aunque algunos de ellos, ta-
les como el Sysmex CS-2100i, disminuyen esta interferencia gracias a un chequeo
inicial de la muestra a una longitud de onda de 575 nm en busqueda de hemoé-
lisis; si esta es observada el ensayo se mide a una longitud de onda alternativa
para evitar dicha interferencia. De forma similar, algunos autoanalizadores estan
equipados con el chequeo adicional de ictericia y lipemia para disminuir su inter-
ferencia en los resultados [43]. En la figura 6 se presenta un plasma hemolisado
y lipémico en comparacion de un plasma de aspecto normal.

Figura 6. Tubos citratados con muestras de
plasma hemolisado y lipémico (izquierda) y de
aspecto normal (derecha). No se recomienda
que se realicen las pruebas de coagulacion
cuando se tiene una muestra con al menos
una de las caracteristicas del primer tubo.
Cortesia del Laboratorio Clinico Hematoldgico
S.A. Medellin, Colombia.

Pruebas de funcion plaquetaria

Las pruebas de funcién plaquetaria como el PFA y la agregacidn tienen consideracio-
nes preanaliticas especificas, en especial aquellas relacionadas con la preparacion
del paciente, el transporte, la centrifugacion y la conservacion de las muestras. No
obstante, los aspectos relacionados con la toma de la muestra son practicamente
iguales a los mencionados anteriormente y no se realizara énfasis en ellos.

Prueba de funcion plaquetaria PFA

m Idealmente, la muestra se debe tomar en las horas de la mafiana, debido a
las variaciones circadianas [28,44,45].

m Si el PFA-100 con cartuchos COL/EPI y COL/ADP se realiza como prueba
tamiz o como prequirdrgico se debe suspender el consumo de aspirina minimo
siete dias antes.

m En caso de que el PFA-100 con cartuchos COL/EPI y COL/ADP se realice para
el seguimiento de la terapia antiagregante el paciente debe tomar la aspirina
entre 30 minutos y una hora antes de la toma de la muestra [46].
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Medicamentos Efecto sobre las plaquetas Duracién
Ibuprofeno Reversible 24 horas
Naproxeno Reversible Mas de 4 dias
Tionopiridinas Irreversible 7 dias

L . Minimo (usualmente no acarrea problemas

Dipiridamol Reversible o

con los procedimientos)

Dipiridamol/aspirina de larga . : . ,

p‘ ., /asp 9 Reversible/irreversible 5 dias
accion

Minimo (usualmente no acarrea problemas

Cilostazol Reversible L
con los procedimientos)

Tomado de "PFA-100: una nueva prueba de funcién plaquetaria sustituta del tiempo de sangria” por G. Campuzano-
Maya, 2013, Medicina & Laboratorio, 19, p. 536 [50].

s Cuando se realice el PFA con cartucho PFA-P2Y2 para el seguimiento de inhi-
bidores del P2Y12, como el clopidogrel, el paciente debe tomar el medicamento
siguiendo las recomendaciones médicas y tener completa adherencia al tra-
tamiento por lo menos una semana antes de la toma de la muestra; ademas,
se debe tomar el medicamento entre una a 24 horas antes de la toma de la
muestra [47,48].

= Independiente del propdsito del estudio, los pacientes deben evitar, como
minimo 10 dias, el consumo de otros medicamentos que afectan la funcion
plaquetaria (véase tabla 3), asi como medicamentos naturistas que interfieran
con el estudio.

= En cuanto a la toma de la muestra, ademas de las condiciones aplicables a
todas las pruebas de coagulacion, si se analiza el primer tubo obtenido en la
venopuncion en vez del segundo se observan tiempos de cierre acortados [49].

= Uno de los aspectos preanaliticos mas importantes para la realizacion del PFA
es que las muestras no se deben centrifugar, pues esto activa las plaquetas.
En caso que se centrifugue por error se debe realizar una nueva venopuncion
[28,45,50].

s La muestra debe permanecer en reposo y a temperatura ambiente (15 °C a
25 °C) durante minimo 10 minutos y maximo tres horas [45,50].

= No se deben procesar las muestras hemolisadas [28].

m La presencia de microcodgulos pueden afectar la prueba por obstruccion del
flujo, por lo que se requiere la toma de una nueva muestra [45,50].
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m Los niveles anormalmente bajos del hematocrito (menor al 35%) y del re-
cuento plaquetario (menor que 150.000/uL) pueden producir alargamiento en
el «tiempo de cierre» [45,50].

m Suponiendo que la muestra deba ser transportada se debe conservar a tem-
peratura ambiente y dejar en reposo por 30 minutos antes de realizar el ana-
lisis. Aunque no se han observado alteraciones significativas, se recomienda
evitar el uso de tubo neumatico [28,45,50].

Agregometria plagquetaria

Para las pruebas de agregacién plaquetaria es de suma importancia garantizar
una buena toma de la muestra, donde se eviten punciones traumaticas y hemdli-
sis de las muestras. Ademas, se requiere estricto ayuno, pues la lipemia afecta la
turbidez de la muestra y las mediciones realizadas.

Se debe evitar el ejercicio moderado por lo menos una hora antes de la toma de
la muestra para evitar un falso aumento en la respuesta a los agonistas ADP y
epinefrina [30]. Debido al ciclo circadiano la venopuncién se debe realizar antes
de las 10:00 am. En cuanto al consumo de medicamentos, a excepcion de la agre-
gometria plaquetaria con acido araquidoénico, se debe suspender el consumo de
antinflamatorios no esteroideos, aspirina, antibidticos, medicamentos naturistas,
entre otros interferentes de la funcion plaquetaria, por lo menos 10 dias antes de
la toma de la muestra [51-53].

El transporte, conservacién y centrifugacion de las muestras se debe realizar en
todo momento a temperatura ambiente para evitar la activacion espontanea de
las plaquetas, mantener en posicidn vertical y evitar movimientos bruscos antes
de su procesamiento. Idealmente, las muestras se deben tomar en las sedes de
procesamiento y no se recomienda el transporte en tubo neumatico [28].

El plasma rico en plaquetas (PRP) se obtiene mediante la centrifugacion a 170-
200 g durante 10 minutos, mientras que el plasma pobre en plaquetas se obtiene
al centrifugar a 1.500 g durante 15 minutos. Luego de la centrifugacién, las mues-
tras se deben procesar entre 30 minutos y cuatro horas [28,51,53]. En la tabla 4
se resumen las principales condiciones preanaliticas dependiendo del estudio de
agregometria plaquetaria que se vaya a realizar.

Hematologia general
Hemograma

En hematologia, especificamente para el hemograma y el extendido de sangre peri-
férica, la toma de la muestra es la parte mas critica de la fase preanalitica. Upreti y
colaboradores describen que alrededor del 1,3% de las muestras de hematologia son
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Tipo de
agregacion

Agregacidén
plaquetaria,
perfil hemo-
rragico

Agregacion
plaquetaria
inducida por
ristocetina
(RIPA)

Agregacidn
plaquetaria,
cofactor de
ristocetina

Agregacion
plaquetaria,
perfil trom-
bético

Agregacion
plaquetaria,
acido araqui-
ddnico

Preparacion del paciente

Suspender antinflamato-
rios, antiagregantes, an-
tibidticos, medicamentos
naturistas

Suspender antinflamato-
rios, antiagregantes, an-
tibiéticos, medicamentos
naturistas

Suspender antinflamato-
rios, antiagregantes, an-
tibidticos, medicamentos
naturistas

Suspender antinflamato-
rios, antiagregantes, an-
tibiéticos, medicamentos
naturistas

Suspender aspirina si la
prueba se esta realizan-
do para diagnodstico de
sindrome de plaquetas
pegajosas

Tomar antiagregante en
caso de que la prueba
sea para control del tra-
tamiento

Tomar aspirina el dia de
la prueba, 30 minutos a
1 hora antes de la toma
de la muestra

Cantidad Protocolo de
de tubos centrifugacion

4 1 tubo para plas-
ma pobre en pla-
quetas
3 tubos para
plasma rico en
plaquetas

3 1 tubo para plas-
ma pobre en pla-
quetas
2 tubos para
plasma rico en
plaquetas

1 1 tubo para plas-
ma pobre en pla-
quetas

4 1 tubo para plas-
ma pobre en pla-
quetas
3 tubos para
plasma rico en
plaquetas

2 1 tubo para plas-
ma pobre en pla-
quetas
1 tubo para plas-
ma rico en pla-
quetas

Conservacion de las muestras

Conservar a temperatura am-
biente

Analizar entre 30 minutos y 4
horas después de la toma de
la muestra

Conservar a temperatura am-
biente

Analizar entre 30 minutos y 4
horas después de la toma de
la muestra

Conservar a temperatura am-
biente si se va a procesar antes
de 4 horas

Si se va a procesar otro dia, la
muestra se puede almacenar
congelada a -20 °C durante
1 mes

Para el procesamiento des-
congelar a 37 °C durante 5-10
minutos y procesar en menos
de 2 horas

Conservar a temperatura am-
biente

Analizar entre 30 minutos y 4
horas después de la toma de
la muestra

Conservar a temperatura am-
biente

Analizar entre 30 minutos y 4
horas después de la toma de
la muestra

rechazadas por errores durante la fase preanalitica, especificamente en actividades
relacionadas con la toma de la muestra, tales como la mala identificacion de los pa-
cientes, toma de la muestra en un tubo inadecuado, muestra coagulada, hemolisada
o hemodiluida [56,57].

Es esencial que el paciente conserve la calma antes y durante la venopuncion, ya que
el estrés, la ansiedad y la hiperventilacion pueden elevar el recuento de leucocitos
[25]; ademas, la ansiedad y el trauma fisico o psicoldgico induce la inversion de la
proporcién neutrofilos-linfocitos [58,59]. También se debe evitar tomar la muestra
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después de una inyeccion de epinefrina, pues aumenta el recuento total de leucoci-
tos y afecta el recuento diferencial [58]. Por su parte, si el paciente realizd ejercicio
antes de asistir al laboratorio debe permanecer por lo menos 30 minutos en reposo,
ya que durante el ejercicio extenuante se incrementa el recuento de leucocitos has-
ta 30x103/uL no solo debido al desprendimiento del compartimiento circulante que
permanece adherido al endotelio vascular, sino por el efecto del cortisol [58,60].

El paciente debe evitar el cigarrillo antes de la toma de la muestra, ya que este
aumenta la hemoglobina, el hematocrito y el volumen medio corpuscular (VCM) de-
bido a la presencia de carboxihemoglobina circulante, aumento que dependera de
la cantidad y la frecuencia del consumo de cigarrillo; ademas, aumenta el recuento
de neutrdfilos (con posibles alteraciones en su funcionamiento) y el recuento de
linfocitos (principalmente CD4+) [58].

Al igual que para las pruebas de hemostasia, el torniquete se debe aplicar duran-
te el menor tiempo posible, pues se puede presentar hemoconcentracion. Si el
torniquete se aplica por mas de 60 segundos los parametros del hemograma que
mas se afectan son los recuentos de plaquetas, leucocitos, monocitos y neutrofilos.
Asimismo, la muestra se debe mezclar inmediatamente para que no se formen mi-
crocoagulos que alteren el recuento de plaquetas y la determinacion de los indices
plaquetarios como el volumen plaquetario medio (VPM) [23].

De forma similar, se debe tener cuidado con producir hemolisis durante la toma de
la muestra, como puede suceder cuando se usan agujas muy delgadas, las mues-
tras se toman de una linea intravenosa, la venopuncién se realiza en venas con
mayor riesgo de generar hemolisis (p. ej. la vena basilica) o se mezclan los tubos
con mucha fuerza, entre otras situaciones [56,61]. En caso de que se produzca he-
molisis se altera el recuento de glébulos rojos y el hematocrito sin que se afecte la
concentracion de la hemoglobina y el volumen corpuscular medio.

El anticoagulante de eleccién para la recoleccién de muestras para hematologia es
el EDTA dipotasico (K,EDTA), el cual actia como quelante de calcio y evita la agre-
gacion plaquetaria. A diferencia del EDTA tripotasico (K,EDTA), el K,EDTA altera en
menor proporcidn la morfologia celular en las dos primeras horas posteriores a la
recoleccidon de la muestra; ademas, no tiene efecto dilucional, pero si un menor
efecto sobre el volumen plaquetario medio. Lo anterior depende de la conservacion
de una correcta relacién anticoagulante:muestra, lo cual se favorece con el empleo
de tubos al vacio [62-64].

En el evento de que se produzca un llenado insuficiente de los tubos la concentra-
cién de EDTA aumenta, lo que eleva el riesgo de inducir alteraciones artefactuales
en los recuentos y en las constantes corpusculares (véase figura 7). Por ejemplo,
ante el contacto con el K,EDTA, en especial cuando no se conserva la relacion
anticoagulante: muestra, se induce un aumento en el volumen medio corpuscular, al
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Figura 7. Tubos con EDTA utilizados para el
hemograma el extendido de sangre periférica.
Obsérvese a la izquierda un tubo mal llenado
y a la derecha bien llenado. Cortesia del la-
boratorio Clinico Hematoldgico S.A. Medellin,
Colombia.

igual que un incremento en el volumen medio plaquetario a causa de una «hincha-
z6n» de las plaquetas que, en el peor de los casos, se podrian reventar y producir
fragmentos plaquetarios que pueden ser contados falsamente como plaquetas y
alterar su recuento [65].

En relacién con la estabilidad de las muestras y el tiempo y la temperatura de
almacenamiento a la que se pueden obtener resultados confiables, esto depende
del autoanalizador de hematologia empleado, ya que la estabilidad de la muestra
para la determinacidn de los parametros del hemograma obedece directamente a
los principios de medida que incluya el autoanalizador. En general, las muestras se
deben procesar antes de dos horas para evitar alteraciones relacionadas con el anti-
coagulante [64]. Para la serie XN de Sysmex la estabilidad maxima de las muestras
es de 24 horas si se conservan a temperaturas entre 20 °C y 25 °C, mientras que la
estabilidad es de 48 horas si se almacenan entre 2 °Cy 8 °C [66,67].

Por otra parte, cuando el paciente informa, o es un paciente conocido en el servicio,
sobre la presencia de interferentes como pseudotrombocitopenia o hemaglutina-
cion, el personal de toma de muestra debe tener el entrenamiento y conocimiento
para la toma de los tubos adicionales o las condiciones especiales de transporte y
almacenamiento que se requieran.

Extendido de sangre periférica

El extendido de sangre periférica se realiza en sangre anticoagulada con EDTA. Para
su procesamiento, idealmente, no deben transcurrir mas de dos horas desde la toma
de la muestra, ya que este anticoagulante altera la morfologia de los leucocitos, los
eritrocitos y las plaquetas, y el efecto se acentta con el tiempo de contacto [64,68].
Por ejemplo, la alteracion de la cromatina de los neutrofilos causada por el EDTA se
acentUa después de tres horas de la toma de la muestra y puede volver irrecono-
cible a la célula e incluso inducir su desintegracion, en especial, cuando no se llena
por completo el tubo y aumenta la concentracion de EDTA. Con referencia a las pla-
quetas, a medida que transcurre el tiempo pierden su forma discoide, adoptan una
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presencia esférica y aumentan falsamente de tamafio, lo que lleva a la observacion
de falsas macroplaquetas en el extendido de sangre periférica [65].

En cuanto a la técnica se requiere un entrenamiento previo del personal para obtener
extendidos con campos y coloracién éptima (véase figura 8) [69,70]. Idealmente,
se deberia disponer de sistemas automatizados para la realizacion y la coloracion de
los extendidos, como el Sysmex SP-10, en el cual, con una estandarizacion previa,
se logra el control de la calidad del extendido y su coloracién al considerar, incluso,
el hematocrito para el angulo de extensidn que emplea el equipo. Independiente de
que se realice de una forma manual o automatizada, la obtencidn de un extendido
de buena calidad influenciara en el estudio morfoldgico y el recuento diferencial de
leucocitos que se realice a partir de la observacion microscopica [70].

Figura 8. Extendido de sangre periférica con
distribucién y coloracion dptima (izquierda)
y de mala calidad (derecha). Cortesia del La-
boratorio Clinico Hematoldégico S.A. Medellin,
Colombia.

En el caso de la realizacién de extendidos de sangre periférica manuales el labora-
torio debe definir una forma homogénea, con adherencia de todo el personal, para
marcar las placas y garantizar su trazabilidad, asi como usar lapices de vidrio u otro
utensilio que no se borre durante la tincion con Wright. De forma similar, en los
autoanalizadores que realicen extendidos, se debe configurar previamente la impre-
sién de identificadores positivos del paciente en cada placa [70].

En cuanto a la coloracidn de los extendidos, ya sea manual o automatizada, las can-
tidades y tiempos deben estar adecuadamente estandarizadas en cada laboratorio,
asi como la preparacion de las soluciones de coloracion y la necesidad de filtracidon
periodica [70]. En general, la estandarizacién de la coloraciéon debe disminuir o bien
impedir la obtencion de coloraciones acidas, basicas, hidratadas, con precipitados,
palidas, entre otras.

Hematopatologia
Aspirado de médula dsea

En la actualidad, el aspirado de médula ésea, obtenido principalmente de la cresta
iliaca, es de gran importancia para el diagndstico de las enfermedades hematolo-
gicas e incluso de algunas enfermedades no hematoldgicas. El analisis medular,
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adicional a la evaluacion morfoldgica (aspirado, impronta o biopsia) y al estudio
inmunohisquimico tradicional, estd acompafiado del estudio por citometria de flujo,
citogenética y biologia molecular, segiin el caso [71]. En secciones posteriores se
hara énfasis sobre las condiciones preanaliticas de cada una de estas técnicas.

De acuerdo a la sospecha diagnostica se selecciona el procedimiento a realizar para
la obtencion de la médula dsea, bien sea biopsia, aspirado, o ambas, de lo cual van
a depender las agujas a emplear (véase figura 9). Mediante aspiracidon es posible
obtener particulas dseas que pueden ser extendidas en una lamina o laminilla para
estudios morfoldgicos (aspirado); entretanto, con la biopsia se adquiere un pe-
queiio fragmento de hueso para estudios morfoldgicos (impronta, corte histoldgico
coloreado con hematoxilina-eosina) y para estudios de inmunohistoquimica (con
marcadores especificos segun la sospecha diagndstica) [72]. Dado el alcance de
este articulo, solo se hara énfasis en las condiciones de coloraciéon de la impronta
y el aspirado medular y no del preprocesamiento de las biopsias de médula dsea.

Figura 9. Material para aspirado o biopsia de
médula 6sea. Obsérvense agujas para biopsia
(izquierda), agujas para aspirado (derecha),
tubos con EDTA (tapa lila) y heparina de sodio
(tapa verde) para la recoleccion de la muestra
segun el procedimiento a realizar, laminillas
para la realizacion de extendidos, bisturi para
el corte previo de la piel y micropipeta para
capturar particulas de médula ésea. Cortesia
del Laboratorio Clinico Hematoldgico S.A. Me-
dellin, Colombia.

Antes de la toma de la muestra se le debe explicar al paciente o a su acudiente el
procedimiento y los riesgos inherentes al mismo. Para la realizacién de este ana-
lisis se requiere obtener el consentimiento informado del paciente o de los padres
si este es un menor de edad [72,73]. Tanto el aspirado como la biopsia de médula
osea son procedimientos especializados a cargo de los médicos hematdlogos y
médicos oncdlogos [74], por lo que no se enfatizara en esta revision en el proce-
dimiento de la toma de la muestra.

Durante la toma de la muestra, bien sea el médico hematdlogo, médico oncdlo-
go o el bacteridlogo/microbidlogo que lo acomparie, se realizan los extendidos
a partir de la primera fraccién de sangre obtenida durante el aspirado medular
[72,75]. Para esto existen varias técnicas, todas ellas con el propdsito de «captu-
rar» las particulas éseas y reducir la cantidad de sangre, eritrocitos y componente
hemodiluido. La captura y la extension de la muestra se debe hacer tan pronto
como sea posible para evitar que la muestra se coagule y queden las particulas
atrapadas [72,76]. De manera simultanea, el médico aprovecha y utiliza la misma
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puncion medular para tomar las muestras de citometria, citogenética o biologia
molecular, segun el caso [76,77].

La impronta no es utilizada de rutina por todos los médicos hematdélogos; no obs-
tante, cobra gran importancia cuando el aspirado esta seco o es de poca calidad
y se pudo obtener un fragmento de biopsia de adecuada calidad. Para realizar la
impronta se desplaza suavemente el fragmento de médula 6sea entre dos laminas
de vidrio [76].

Para el transporte del aspirado y la impronta es importante que las placas se se-
quen por completo antes de envolver o de poner en cualquier tipo de recipiente.
Ademas, se debe tener cuidado en no quebrar las placas, dada la naturaleza de la
muestra y el caracter invasivo del procedimiento. En cuanto a la coloracion, tanto
del aspirado como de la biopsia, se puede realizar con Wright o May-Grinwald
Giemsa [76,77].

Citometria de flujo

Para los estudios de citometria de flujo es importante que las 6rdenes médicas,
o bien, las muestras, estén acompafnadas por los datos del médico tratante (p.
ej. nombre completo, especialidad, informacidén de contacto), asi como los datos
de la muestra (p. ej. tipo de muestra, fecha y hora de recoleccién), indicacién
del estudio (p. ej. historia médica, sospecha diagndstica y tratamientos previos),
informacién clinica relacionada con el momento de la toma de la muestra (p. €j.
seguimiento durante la quimioterapia, recaida) y cualquier otra informacion rele-
vante para el diagnostico [78-80].

Entre las muestras que se pueden analizar por citometria de flujo para el diagndstico
hematoldgico se destacan la sangre periférica, la médula dsea, los ganglios linfaticos,
las biopsias extranodales, el liquido pleural, el liquido cefalorraquideo, entre otros
tejidos [81,82]. Uno de los puntos criticos de la fase preanalitica de la citometria
de flujo es el tiempo que transcurre desde la toma de la muestra hasta su procesa-
miento, ya que segun el tipo de muestra, la clase de células que tenga y las condi-
ciones de almacenamiento, se afectara la viabilidad y la integridad celular, asi como
la expresion antigénica [83]. Dadas las diferencias metodoldgicas entre los sistemas
analiticos no se hara referencia a los protocolos de procesamiento de las muestras (p.
€j. lisis, lavado y tincién con fluorocromos, entre otros), sino que se hara énfasis en la
recoleccién de la muestra y las condiciones de conservacion y transporte.

En el momento de la toma de la muestra, en especial para el aspirado medular,
se debe tener presente el contenedor que se va a emplear; por ejemplo, para las
muestras de sangre periférica y de médula 6sea se recomienda utilizar tubos anti-
coagulados con K,EDTA [78,83]. Para los liquidos corporales se recomienda el uso
de tubos estériles sin anticoagulante y, especificamente, para el liquido cefalorra-
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quideo se recomiendan los tubos estériles con aditivos que mejoren la viabilidad
celular como el Transfix® o el medio de cultivo RPMI suplementado con suero fetal
bovino al 5% [78]. En la tabla 5 se resumen los tipos de muestra mas comunmen-
te empleadas para citometria, los contenedores que se deben usar para cada una
y las condiciones de transporte y almacenamiento.

Tipo de
muestra

Sangre
periférica
[78,83-86]

Médula 6sea
[78,83,85,87]

Liquido cefa-
lorraquideo
[78]

Otros liquidos
corporales
[78]

Aspirados con
aguja fina
[78,88]

Fragmentos
de ganglio
linfatico o de
otros tejidos
[78,87,89]

Contenedores
empleados

Tubo con an-
ticoagulante
K,EDTA

Tubo con an-
ticoagulante
K,EDTA

Tubo estéril, sin
anticoagulan-
tes, con aditi-
VOS que mejo-
ren viabilidad
celular:
Transfix®
Medio RPMI con
suero fetal bovi-
no al 5%

Tubo estéril, sin
anticoagulante

Recipientes con
medio de trans-
porte isotdnico,
como RPMI

Recipientes con
medio de trans-
porte isotdnico,
como RPMI
Recipientes con
PBS como solu-
cién tampon

Sugerencias para la
toma de la muestra

Recolectar 5 mL

Recolectar 2 mL
Evitar la hemodi-
luciéon con sangre
periférica

Idealmente 5 mL,
puede ser menor
en pacientes pedia-
tricos

Idealmente 5 mL

Variable, segun es-
pécimen

Variable, segun es-
pécimen

Se debe enviar sus-
pendido en el medio
de transporte

Temperatura de
transporte y alma-
cenamiento

Envio inmediato al
laboratorio
Conservar a tempe-
ratura ambiente (18
°C-25°QC)
Envio inmediato al
laboratorio
Conservar a tempe-
ratura ambiente (18
AC-25 ©C)

Envio inmediato al
laboratorio

Conservar refrigera-
do entre 2 °Cy 8 °C

Envio inmediato al
laboratorio

Conservar refrigera-
do entre 2 °Cy 8 °C

Envio inmediato al
laboratorio
Conservar refrigera-
do entre 2 °Cy 8 °C

Envio inmediato al
laboratorio
Conservar refrigera-
do entre 2 °Cy 8 °C

Tiempo maximo de al-
macenamiento previo al
procesamiento

Se recomienda analizar
en las primeras 2 a 6
horas

No debe exceder las 24
a 48 horas

Se recomienda analizar
en las primeras 2 a 6
horas

Si se sospecha de
tumores altamente
proliferativos se debe
procesar lo mas rapido
posible

No debe exceder las 24
a 48 horas

Sin aditivos: menos de
4 horas

Con Transfix®: 48-72
horas

Con medio RPMI con
suero fetal bovino al
5%: 18 horas

Se recomienda analizar
en las primeras 2 a 6
horas

No debe exceder las 24
a 48 horas

Se recomienda analizar
inmediatamente o

en las primeras 2 a 6
horas

Se recomienda analizar
en las primeras 2 a 6
horas

Si se sospecha de
tumores altamente
proliferativos se debe
procesar lo mas rapido
posible

No debe exceder las 24
a 48 horas
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Uno de los principales inconvenientes de la pérdida de la viabilidad es que las
células no viables se pueden unir de forma inespecifica a los anticuerpos vy, asi,
interferir en el analisis inmunofenotipico. En caso de que la muestra se haya obte-
nido mediante un procedimiento invasivo y se haya puesto en riesgo la viabilidad
celular se debe hacer todo lo posible por obtener informaciéon diagndstica util, que
evite un diagndstico errado. En el evento de que se trate de una muestra irrem-
plazable y que tenga una viabilidad muy baja se debe reportar cualquier poblacion
anormal que se observe; no obstante, la ausencia de una poblaciéon neoplasica en
una muestra de poca viabilidad no descarta la posibilidad de una neoplasia subya-
cente y el diagndstico se debe fundamentar en otras pruebas de laboratorio [83].

Para preservar la viabilidad de las muestras, en especial aquellas de liquidos, se
pueden agregar preservantes celulares como el Transfix®, el cual, adicional a su
gran utilidad para los liquidos cefalorraquideos, se puede emplear para mejorar la
estabilidad de las muestras de médula 6sea. Adicional a los liquidos corporales, las
muestras de tejidos sélidos y los linfomas agresivos tienen poca viabilidad, por lo
que se deben procesar en la mayor brevedad posible [78,83].

Por otra parte, dado el caracter invasivo de algunos procedimientos, en el caso
de que una muestra se encuentre coagulada, por ejemplo, la de médula ésea,
se debe procesar todo el volumen posible y dejar constancia de la calidad de la
muestra cuando se emita el informe de laboratorio [78,83,90].

Citogenética

Para las pruebas citogenéticas, como para cualquier otra prueba de laboratorio,
antes de ser realizadas se le debe explicar al paciente en qué consiste y cdmo va a
ser tomada la muestra; ademas de brindarle las pautas especificas del laboratorio
para la preparacion para el examen. Para la realizacion de este analisis, idealmen-
te, se requiere obtener el consentimiento informado del paciente o de los padres
si este es un menor de edad [73].

En relacion con la muestra, esta puede ser obtenida de numerosas fuentes, aun-
que el aspirado de médula 6sea, tomada directamente por un médico especialista,
es la mas utilizada para el estudio de las enfermedades hematoldgicas premalig-
nas y malignas. Los leucocitos no estimulados, obtenidos de sangre periférica por
venopuncion, también pueden ser utilizados para el analisis, especialmente si no
se puede obtener un aspirado de médula dsea adecuado, con resultados satisfac-
torios cuando el conteo de blastos circulante es superior al 10%-20% [73,91,92];
no obstante, si en la sangre periférica no hay un nimero significativo de blastos
hay una alta probabilidad de obtener fallas durante el cultivo de la muestra [87].
De igual manera, se pueden utilizar para el estudio diversos fluidos corporales y
otros tejidos sélidos si se considera que ha ocurrido infiltracién de las células he-
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matoldgicas neoplasicas a estos [93]; especificamente, los ganglios linfaticos son
de utilidad cuando la sospecha diagnéstica es un linfoma [87].

El aspirado de médula dsea debe ser realizado por un médico hematdlogo de
acuerdo con las directrices locales para los procedimientos estériles [94], los cua-
les no seran comentados en este manuscrito. La muestra se debe tomar solo con
las agujas disefiadas para este proposito y luego de que se hayan preparado los
frotis de médula, utilizando la misma u otra jeringa estéril de 5 mL o 10 mL para
aspirar la sangre medular y depositarla en tubos que contengan heparina de sodio
libre de conservantes [74,93,94]. Aunque no es lo ideal, el volumen minimo de
recoleccion de sangre medular es de 1,0 mL [87]. Una vez tomada, la muestra se
puede almacenar y transportar a temperatura ambiente por unas cuantas horas;
si se espera un retraso en el envio o el andlisis se debe conservar a 4 °C durante
una noche o por maximo tres dias, en cuyo caso se puede adicionar un medio de
cultivo para preservar al maximo la viabilidad de la muestra [87,92-94].

Los primeros mililitros de médula dsea, subsecuentes a la porcion de sangre que
se destina para el extendido medular, contienen la mayor proporcion de células y
son la mejor muestra para el laboratorio de citogenética; por tal motivo, se debe
evitar la hemodilucion. Ademas, dado que el éxito del cultivo depende del nimero
de células que se dividen activamente, la muestra debe ser procesada y cultivada
inmediatamente luego de recibida en el laboratorio de citogenética para evitar la
muerte celular [87,93].

En cuanto a las muestras de sangre periférica se deben recolectar igualmente
con jeringas o tubos al vacio que contengan heparina sédica como anticoagulante
y ser cultivadas dentro de las primeras 24 horas de su recoleccidn para mejores
resultados [93,95]. La muestra se debe mantener a temperatura ambiente o re-
frigerada por encima de 4 °C hasta que pueda ser procesada. En ocasiones se
recomienda afadir medio de cultivo a las muestras de sangre con poco volumen,
ya que tienen tendencia a secarse, especialmente si se recogen en grandes con-
tenedores. Si la muestra se recibe coagulada, con hielo o de mas de 24 horas de
recoleccion no debe ser procesada y se debe solicitar una nueva muestra. En caso
de que no sea posible, el laboratorio de citogenética debe intentar recuperar el
espécimen original, pues puede contener suficientes células viables para el ana-
lisis citogenético, a pesar de que el nimero y la calidad de estas se puedan ver
comprometidos [93].

Durante la toma de las muestras de sangre periférica o médula dsea se debe tener
presente que el anticoagulante indicado es la heparina de sodio y bajo ninguna
circunstancia se pueden usar tubos de heparina de litio, ya que el litio impide la
divisién celular y, por lo tanto, impide directamente la realizacion del cariotipo
convencional [96].
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Otras muestras aptas para el estudio citogenético son los ganglios linfaticos y
otros tejidos. En el caso de muestras ganglionares, por ejemplo, aquellas obte-
nidas mediante aspiracion, la muestra se debe recolectar con jeringa y enviar en
un recipiente estéril con solucion salina o medio RPMI, a temperatura ambiente o
refrigerada por encima de 4 °C, y se debe procesar antes de que transcurran seis
horas después de tomada la muestra [97].

Independiente del tipo, luego de ser recolectada, la muestra debe ser enviada al
laboratorio de citogenética, acompafiada de la orden del procedimiento a realizar
y, cuando sea posible, del consentimiento informado; ademas, se debe comunicar
al laboratorio de citogenética la sospecha diagndstica, ya que el pretratamiento
de la muestra y las condiciones del cultivo celular pueden variar segun el tipo de
neoplasia hematoldgica a estudiar [87]. Una vez en el laboratorio de citogenética
la muestra debe ser ingresada al SIL y preparada para su analisis. La persona
responsable debe verificar que la muestra esté debidamente etiquetada y acorde
a la orden del servicio; ademas, que se encuentre en los recipientes, anticoagu-
lantes o medios para la recoleccidon y transporte adecuados y que las condiciones
de temperatura y tiempo maximo de almacenamiento, color y volumen de la
muestra, entre otros, sean los ideales [91]. Finalmente, el espécimen debe ser
preparado para el cultivo celular y el posterior analisis citogenético, bien sea por
cariotipo convencional o mediante hibridacion fluorescente in situ (FISH); proce-
sos posteriores a la fase preanalitica, que no seran abordados en esta revision.

Para el FISH, adicional a la sangre fresca anticoagulada o en medio estéril, tam-
bién se pueden aceptar aspirados medulares (sin fijar o coloreados) y tejidos
embebidos en parafina, pues dado que no requiere de metafases se puede obviar
el cultivo celular; ademas, no requiere células vivas. No obstante, se debe tener
cuidado en que las placas y los tejidos enviados para FISH si contengan células
neoplasicas [87].

Estudios moleculares

Para los estudios moleculares, ademas de la informacién requerida para la iden-
tificacion de cualquier otra muestra hematoldgica (p. €j. nombre completo, fecha
de nacimiento, nimero del expediente médico), la solicitud de prueba debe incluir
también la fecha y la hora de la recoleccion de la muestra, el tipo de muestra y la
fuente, el médico encargado y la informacién de contacto, la informacién de fac-
turacion y la informacion clinica y de laboratorio pertinente. Igualmente, si aplica,
se debe incluir una copia del informe de patologia para asegurar una identificacién
exacta de los especimenes y poder correlacionar los resultados de las pruebas
moleculares con el diagnodstico histopatoldgico [98].

Para el analisis molecular de los trastornos hematolinfoides se puede utilizar ADN
gendomico extraido de las células nucleadas obtenidas a partir de muestras de
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sangre total, médula ésea, tejido o fluidos corporales. Las muestras de sangre
total y médula ésea deben ser recolectadas en tubos con EDTA, aunque el acido-
citrato-dextrosa (ACD) es también aceptable. En relacién con la heparina se debe
evitar su uso como anticoagulante pues interfiere con la reaccién en cadena de
la polimerasa [98,99]. Como se describid en la seccion de citometria, los liquidos
corporales se deben tomar en tubos estériles sin anticoagulantes [78].

Antes de la extraccion del ADN, los especimenes pueden ser almacenados a tem-
peratura ambiente temporalmente o refrigerados entre 2 °C y 8 °C durante 24 y
72 horas, respectivamente, sin que se presente degradacion significativa del ADN.
Si se espera un retraso en la realizacidon de las pruebas se deben almacenar a
-20 °C, luego de eliminar los eritrocitos [100], pues la hemoglobina actia como
un inhibidor de la PCR y es liberada facilmente durante la descongelacién de los
aspirados de médula o de sangre total [98].

Para el analisis molecular también se puede usar ARN obtenido de los aspirados
de médula dsea y sangre total, recolectados directamente en tubos que conten-
gan un agente estabilizador del ARN, los cuales son provistos por diversas casas
comerciales. En caso contrario, los especimenes deben ser recolectados en tubos
con EDTA vy, al igual que los fluidos corporales, se deben colocar sobre hielo hi-
medo y ser transportados inmediatamente al laboratorio donde se realizara el
analisis. La extraccion de ARN se debe realizar maximo cuatro horas después de la
recoleccion de la muestra; si no se puede realizar en el tiempo indicado los eritro-
citos se deben eliminar y la muestra debe ser congelada a temperaturas inferiores
a -20 °C. Si no se cumplen estas recomendaciones se pueden obtener resultados
erroneos a causa de la degradacion del ARN o a la regulacion alterada de la ex-
presion génica. Una vez obtenido el material genético se procede inmediatamen-
te con el andlisis, generalmente, mediante reaccién en cadena de la polimerasa
cuantitativa en tiempo real (QRT-PCR) [98].

En caso que la muestra para qRT-PCR se tome durante el seguimiento del paciente
y su propésito sea la definicion de la respuesta a la quimioterapia, es importante
que se evite la transfusion del paciente antes de la toma de la muestra, pues ello
causaria un efecto de hemodilucion [99].

Por otra parte, dependiendo del propdsito del estudio (diagnostico o seguimiento)
y el tipo de neoplasia hematoldgica de interés, se debe tener presente si la mues-
tra ideal es la médula 6sea o la sangre periférica. Por ejemplo, para la deteccidon
del transcripto fusion BCR-ABL mediante la qRT-PCR en pacientes con leucemia
mieloide crdnica, es ideal que para el diagnodstico se utilice la muestra de médula
O0sea, mientras que para los seguimientos se sugiere el uso de sangre periférica,
ya que los criterios de respuesta al tratamiento estadn estandarizados en estas
ultimas muestras [99,101].
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Entre otras pruebas moleculares disponibles para el andlisis de alteraciones gené-
ticas hematoldgicas se encuentran los microarreglos, en los que la muestra para
la extraccién del ADN, bien sea sangre total o médula 6sea, debe ser tomada
preferiblemente en tubos con heparina de sodio, de lo contrario son aceptables
los tubos con EDTA [102].

Otras pruebas de interés en el diagnostico hematoldgico

Adicional a las pruebas hematoldgicas por excelencia existen pruebas auxi-
liares o de otras areas de los laboratorios clinicos que también contribuyen al
diagnostico hematolodgico y tienen sus propias condiciones preanaliticas res-
pecto a la preparacion del paciente, la toma, el transporte, la conservacién
y la centrifugacién de las muestras. En la tabla 6 se resumen algunas de las
pruebas que complementan el diagndstico hematoldgico y las consideraciones
especiales a tener presente.

Conclusiones

En el diagndstico hematoldgico los examenes de laboratorio son la principal fuente
de informacidn para la toma de decisiones médicas relacionadas con el tratamien-
to y el seguimiento de los pacientes. Dada la diversidad del personal involucrado
en la toma de las muestras para el diagndstico hematoldgico, las variaciones en
la preparacion del paciente requeridas para cada tipo de estudio, la heterogenei-
dad de las muestras y las diferentes condiciones para la preparacién e identifica-
cion del paciente, la toma de la muestra, el transporte y la conservacion de las
mismas, los laboratorios clinicos que ofrezcan pruebas hematoldgicas dentro de
su portafolio de servicios deben velar por el adecuado desarrollo de todos estos
procesos de la fase preanalitica, independiente del tipo de muestra y del personal
a cargo de su recoleccidn, ya que como se discutidé previamente es la etapa mas
susceptible de errores [7,9,11,12].

En este sentido, los profesionales del laboratorio clinico deben desarrollar todos
los procesos con altos estandares de calidad e instaurar mecanismos de control
durante la fase preanalitica, de modo que se disminuyan los errores que puedan
afectar la determinacién o cuantificacién de analitos que, a su vez, influyen en
el manejo clinico de los pacientes [4]. De esta manera, resulta clave que todo
el personal tenga informaciéon clara, veraz y actualizada sobre las condiciones
preanaliticas de los diversos examenes ofrecidos por cada laboratorio clinico en
particular [7].

Por ejemplo, el personal que realiza la orientacion del paciente previo a la toma
de la muestra debe contar con la informacidn precisa sobre los requisitos que este
debe cumplir, seguin el examen ordenado por el médico tratante, para brindarla
oportunamente al paciente y evitar posibles interferentes en la fase analitica y
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Prueba

Eritrosedi-
mentacion
[73,103]

Inmu-

nofijacion
en suero
[73,104]

Inmunofi-
jacién en
orina [73]

Electrofo-
resis de
proteinas
en suero
[73]

Electrofo-
resis de
proteinas
en orina
[73]

Cadenas
livianas
libres en
suero
[105]

Electrofo-
resis de

hemoglo-
bina [73]

Eritro-
poyetina
[73]

Preparacion del paciente

Ayuno

Evitar inducir hemdlisis durante el pro-
cesamiento

Evitar, en la medida de lo posible, el
consumo de medicamentos interferentes
como: dextran, metildopa, anticoncepti-
vos orales, penicilamina, procainamida,
teofilina y vitamina A, que pueden au-
mentarla, asi como aspirina, cortisona y
quinina que pueden disminuirla

No se requiere preparacion especial

Descartar la primera miccion antes de la
recoleccion de la muestra

No se requiere preparacion especial
Evitar, en la medida de lo posible, el con-
sumo de esteroides anabdlicos, andrége-
nos, corticosteroides, dextran, hormona
del crecimiento, insulina, fenazopiridina
y progesterona ya que pueden aumen-
tar los niveles, asi como de estrégenos,
hepatotdxicos y anticonceptivos orales
pues pueden disminuir los niveles

No se requiere preparacion especial

Ayuno

No se requiere preparacion especial
Evitar la toma de la muestra si el pacien-
te fue transfundido en las 12 semanas
anteriores

Evitar el tratamiento con ACTH, pastillas
anticonceptivas y esteroides previo a la
prueba pues pueden elevar los niveles

Consideraciones
especiales para
la toma de la
muestra

1 tubo con EDTA
(tapa lila)

Evitar estasis ve-
nosa

1 tubo seco (tapa
roja) o con gel sepa-
rador (tapa amarilla)
Indicar si el pa-
ciente ha recibido
vacunas en los ul-
timos seis meses

Orina de 24 horas
recolectada en un
recipiente de plas-
tico con un preser-
vante

1 tubo seco (tapa
roja) o con gel se-
parador (tapa ama-
rilla)

Evitar la aplicacion
prolongada del
torniquete, ya que
puede aumentar
las proteinas totales

Primera orina de
la mafiana u orina
de 24 h en un reci-
piente de plastico
sin preservante

1 tubo seco (tapa
roja) o con gel
separador (tapa
amarilla)

1 tubo con EDTA
(tapa lila)

1 tubo seco (tapa
roja) o con gel
separador (tapa
amarilla)
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Conservacion, transporte y
centrifugacion

Conservacién a temperatura
ambiente hasta su proce-
samiento

La muestra no se centrifuga
Procesar antes de tres horas
de recolectada la muestra

El suero se debe separar lo
mas rapido posible y
conservar refrigerado (entre
2 °Cy 8 °C) por maximo una
semana o congelado (-20
°C 0 menos) por maximo
un mes

Conservar en hielo durante
la recoleccion

Conservar a temperatura
ambiente hasta su proce-
samiento por maximo 8
horas después de tomada
la muestra,

refrigerada entre 2 °C y 8
°C por una semana o con-
gelada a -20 °C por maximo
un mes

Conservar refrigerada hasta
su procesamiento

Conservar a temperatura
ambiente por maximo 2
horas, refrigerar maximo
por una semana o congelar
maximo por dos semanas
antes de su procesamiento

La muestra se puede con-
servar refrigerada maximo
por 7 dias

Conservar a temperatura
ambiente por maximo 4
horas o refrigerada por
maximo un dia hasta su
procesamiento
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Crioglo-
bulinas
[106,107]

Crioaglu-
tininas
[108]

Coombs
directo
[73]

Fragilidad
osmoética
[58]

Prueba
del ciclaje
[73]

Holotrans-
cobalami-
na [109]

Homocis-
teina [73]
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Ayuno

Evitar el consumo de drogas de abuso
como la cocaina

Evitar la toma de muestra después de
una vacunacion

Ayuno

Evitar, en la medida de lo posible, el con-
sumo de medicamentos como ampicilina,
captopril, cefalosporinas, clorpromazina,
clorpropamida, hidralazina, indometacina,
insulina, isoniazida, levodopa, metildopa,
penicilina, fenitoina, procainamida, quini-
dina, quinina, rifampicina, estreptomicina,
sulfonamidas y tetraciclinas pues pueden
inducir resultados falsos positivos

No se requiere preparacion especial

En la medida de lo posible, evitar la toma
de la muestra durante una crisis hemolitica
aguda o si el paciente fue transfundido en
los Ultimos tres a cuatro meses

Evitar el consumo de dapsona previo a
la prueba

No se requiere preparacion especial

En la medida de lo posible, evitar la toma
de la muestra si el paciente fue transfun-
dido en los Ultimos tres a cuatro meses
pues puede producir falsos negativos
Evitar el consumo de fenotiazinas ya
que inducen resultados falsos negativos

Ayuno

Ayuno

Evitar el consumo de cigarrillo previo a
la prueba

Evitar, en la medida de lo posible, el con-
sumo de medicamentos como azaribina,
carbamazepina, metotrexato, 6xido ni-
troso, teofilina, fenitoina ya que pueden
aumentar los niveles, como también se
debe evitar el acido félico, los anticon-
ceptivos orales y el tamoxifeno debido a
que pueden disminuir los niveles

1 tubo seco (tapa
roja) o con gel
separador (tapa
amarilla) precalen-
tado a 37 El tubo
debe ser exclusivo
para esta prueba

1 tubo seco (tapa
roja) o con gel sepa-
rador (tapa amarilla)
precalentado a 37 °C
El tubo debe ser
exclusivo para esta
prueba

1 tubo con EDTA
(tapa lila)

1 tubo seco (tapa
roja) o con gel
separador (tapa
amarilla)

1 tubo con EDTA
(tapa lila)

1 tubo seco (tapa
roja) o con gel
separador (tapa
amarilla), previa-
mente refrigerado

Idealmente 1 tubo
con EDTA (tapa
lila), previamente
refrigerado

Segun el método,
1 tubo con hepa-
rina (tapa verde)
o citrato de sodio
(tapa azul)

Transportar a 37 °C y dejar
en reposo 1 hora antes de
centrifugar

Conservar a esta tempera-
tura todo el tiempo

Transportar a 37 °C y dejar
en reposo 1 hora antes de
centrifugar

Conservar a esta tempera-
tura todo el tiempo

La muestra se debe conser-
var a temperatura ambiente
por maximo 3 dias, refrige-
rada por una semana.

La muestra no se debe
congelar

Inmediatamente después de
tomar la muestra transferir
a un recipiente sin anticoa-
gulantes ni activadores de la
coagulacion y desfibrinar por
agitacion con perlas de vidrio
La muestra, ya desfibrina-
da, se puede conservar a
temperatura ambiente por
maximo 24 horas antes de
ser procesada

Mantener cerrado hasta que
se vaya a procesar

La muestra es estable por
siete dias refrigerada de 2
°Ca8-°C

Transportar y centrifugar en
condiciones de refrigeracion
Almacenar con o sin el codgu-
lo hasta por tres dias entre 2
°Cy8°C

Si el analisis toma mas tiempo
en realizarse, retirar el suero
y almacenarlo a -20 °C o me-
Nnos por Maximo seis meses

Transportar y centrifugar en
condiciones de refrigeracion
La muestra se debe centri-
fugar antes de 30 minutos
para evitar la liberacion de
la homocisteina intraeri-
trocitaria
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Haptoglo-  Evitar, en la medida de lo posible, el con- 1 tubo seco (tapa Ninguna condicion especial
bina [73] sumo de medicamentos como andrége- roja) o con gel La muestra es estable a
nos y esteroides pues pueden aumentar separador (tapa condiciones de congelacién
los niveles, como también de clorproma- amarilla) hasta por dos semanas
zina, difenhidramina, indometacina, iso- Evitar la hemdlisis
niazida, nitrofurantoina, anticonceptivos inducida
orales, quinidina y estreptomicina que
pueden disminuir los niveles

Otros mar-  Ayuno 1 tubo seco (tapa Transportar inmediatamen-
cadores bio- No consumir bebidas alcohdlicas previo roja) o con gel te al laboratorio

quimicos: a la prueba separador (tapa En el caso de la medicién
bilirubina Evitar el ejercicio extenuante amarilla) de bilirrubina proteger los
total, directa Nota: no se incluyen los medicamentos Evitar la hemélisis tubos de la luz y no agitarlos
eindirecta,  que se deben evitar antes de la toma de inducida Nota: no se especifican las
ferriting, vi-  la muestra pues existe una alta variedad condiciones de almacena-
taminaB12, por cada analito a estudiar miento y transporte pues
acido fdlico, varian segun el analito a
deshidroge- analizar

nasa lactica

[73]

posanalitica. Para esto, la comunicacion oportuna y la educacion continua del per-
sonal encargado, como responsabilidad de los laboratorios clinicos, se convierte
en una estrategia Util para la prestacién de un servicio integral y de maxima cali-
dad desde el primer momento en que el paciente tiene contacto con los servicios
de los laboratorios.

Por otra parte, debido a que en la mayoria de los laboratorios clinicos y entida-
des hospitalarias la toma de la muestra no esta a cargo de los bacteridlogos y
microbidlogos, sino del personal médico y de enfermeria, es importante que los
laboratorios no se desliguen de este proceso y tengan un rol activo, haciéndose
responsables del entrenamiento y la formacion constante de todo el personal que
participa en la toma de las muestras sobre las variables preanaliticas y el impacto
de no cumplirlas [7,56].

En el area de la hematologia, algunas de las muestras mas criticas son obtenidas
mediante procedimientos invasivos como el aspirado y la biopsia de médula ésea
y la puncién lumbar. En este caso, el laboratorio debe instruir al personal de enfer-
meria que acompafa a los médicos hematdlogos y los médicos oncélogos durante
la toma de la muestra sobre las condiciones propias de cada procedimiento a rea-
lizar; ademas de proveer la informacidn y los recursos suficientes para garantizar
la adecuada toma, transporte y conservacién de estas muestras tan valiosas hasta
los sitios propios de procesamiento (laboratorios de hematologia, citometria de
flujo, biologia molecular, citogenética, entre otros).

Por lo anterior, la fase preanalitica se debe constituir en una de las prioridades de
los sistemas de gestidn de la calidad de los laboratorios clinicos, en cuyo caso es
imprescindible la definicién de las politicas de toma de muestras, el establecimien-
to de estrategias para la identificacion de errores, la aplicacion de actividades de
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mejora y el entrenamiento continuo del personal (nuevo y antiguo), en especial,
cuando se trata de muestras invasivas y en las que participa personal distinto al
del laboratorio, tal y como ocurre en la recolecciéon de la mayoria de pruebas de
hematopatologia. El fortalecimiento del sistema de gestidn de la calidad impactara
positivamente en la utilidad clinica de los resultados emitidos, mejorara la con-
fianza del personal médico ante los laboratorios y garantizara que el laboratorio
avance en sus metas de calidad y cada vez busque el logro de estandares mas
estrictos de calidad.
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