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INTRODUCCION:

Los recuentos celulares realizados en forma “ma-
nual” esldn siendo reemplazados por recuentos “au-
tomatizados” o “semiautomalizados”, efectuados por
contadores hematoldgicos que emplean diversas tec-
nologias o la sumatoria de ellas para lograr su come-
tido. Muchos tipos de autoanalizadores han sido uti-
lizados en los laboratorios de hematologia en los ul-
timos treinta afios, éstos han evolucionado de los mo-
delos semiautomaticos (con dilucién previa en forma
externa de la muestra) hasta los actuales que cuentan
con instrumentos totalmente automatizados que brin-
dan una informacién que en algunos casos incluye
recuento de reticulocitos al mismo tiempo que reali-
za los recuentos celulares ,calcula los valores
hematimétricos y la formula leucocitaria relativa. Es
el objeto de este articulo realizar un comentario de las
tecnologias actuales y compararlas con los métodos
tradicionales, a fin de analizar las respectivas venta-
jas y desventajas de cada uno de estos procedimien-
tos.

MATERIALES Y METODOS

El primer punto a considerar es la toma de la "mues-
tra” a analizar, El paciente deberd tener como minimo cua-
tro horas de ayuno para el hemograma ya que de no ser
asf puede interferir en las determinaciones, sobre todo en
la hemoglobina (al producirse turbidez se lalsea el resul-
tado, ya que lo que se mide es absorbancia). Segin la de-
terminaciin a efectuar se deberd seleccionar el anticoagu-
lante a utilizar ya que no todos ejercen su accién de la
misma manera, por ejemplo: si deseamos realizar recuen-
tos celulares, ¢l anticoagulante de eleccitn es el K.EDTA o
Na_EDTA (sal disodica o dipotasica del etilen-diamino-
tetracético) en una proporcion de 1,5-2,2mg/ml que al ac-
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tuar como quelante del Ca* produce una anticoagulacion
completa con efecto minimo sobre las células, incluso so-
bre las plaquetas. Sin embargo hay que considerar la lla-
mada Pseudo-trombocitopenia debida al EDTA, en la cudl
¢l paciente afectado posee un Anticuerpo plaquetario de-
pendiente de EDTA que es activo solo "in vitro”, El Ac (IgG
o IgM) reacciona con Ag ocultos “cripticos” sobre las
GPIIb/111a, las cuales son expuestas cﬁehidn a cambios
conformacionales en el complejo causado como consecuen-
cia de la remocién del Ca® por el anticoagulante. El Ac
causa aglutinacion plaquetaria en Ja muestra anticoagulada
con EDTA, que se asocia con grandes acamulos plague-
tarios en ¢l frotis o satelismo alrededor de los neutréfilos,
que produce un recuento falsamente disminuido por par-
te de los contadores hematolégicos. En estos casos, se re-
comienda: cambiar el anticoagulante a "Citrato” por ¢j., o
directamente evaluar las plaquetas a partir del extendido
de sangre sin anticoagulante. Si se tiene en cuenta estas al-
teraciones se puede considerar al EDTA como el anticoa-
gulante de eleccién. Las muestras deberdn ser analizadas
hasta 6 hs. después de la extraccion a Temperatura Am-
biente (TA) o hasta 24 hs. mantenidas a 4°C las cuales de-
ben ser llevadas a TA antes de su procesamiento en el
aulvanalizador.

Existen dos metodologias automatizadas para los re-
cuentos celulares: Resistencia Electrénica o Impedancia y
¢l principio de Light Scatlering o de contadores Gpticos por
laser .Actualmente existen instrumentos que conjugan en
un mismo contador ambas ¥ se podria agregar una terce-
ra que es la fluorescencia la cual convertiria al contador
hematoldgico en casi literalmente un citémetro de fujo per-
mitiendo realizar incluso estudios de viabilidad celular, re-
cuento directo de eritroblastos v reticulocitos inmaduros.
En el primer caso: “impedanca” las células a contar son
obligadas a pasar por un orificio o ventana de un deter-
minado diametro que ademis posee dos electrodos a los
costados, lo que generan un campo eléctrico constante que
se altera con el pasaje de las células {malas conductoras de
la electricidad) generando impulsos (nimero) y amplitud
(tamafio) de la sefial. En ofras palabras estos contadores
poseen dos canales, uno para recuento de glébulos
blancos(WBC) y determinacién deHb (por el método de



36

Drabkin) y otro para recuento de globulos rojos(RBC) y
plaquetas. A su vez también por tamafo brindan un re-
cuento leucocitario diferencial “tentative” de lres sub-po-
blaciones: Lyn: linfocitos pequefios y medianos, Mid:
monocitos, eosindfilos y basofilos y Gran: granulo-citos
neutrdfilos v ensinafilos también (las diferencias de tama-
fio se logran por cambios en la permeabilidad celular gra-
clas a la accion del liquido diluyente: isotén).

Los contadores que se basan en light scatter para el
recuenta celular hacen pasar las células en fila a través de
un orificio y las impactan con un haz de luz coherente (la-
ser), el cudl segtin el tipo celular, granulacitn, elc, disper-
sa la luz en un determinado dngulo que es utilizado para
su identificacion (por ¢f. se las impacta a 0, 30 y 90°). A su
vez, se las clasifica segin tipo de granulacién: neutréfila,
eosindfila (repolariza la luz polarizada) y basdifila, densi-
dad y complejidad nuclear: linfocitos menos complejos a
neutréfilos mas complejos.

En algunos instrumentos, se usan reacciones citoqui-
micas especificas (Ej. Reaccién de Peroxidasas) para carac-
terizar poblaciones celulares,

RESULTADOS

Analizando cada uno de los componentes del
hemograma podemos obtener los siguientes resulta-
dos: El Hematocrito: realizado en forma manual
“microcapilar”, (8 min a 12.000 g) debido a la cen-
trifugacion produce un “trapping” de plasma el cual
redunda en 1 a 2 puntos mis al obtenido por cdlculo
en los contadores hematoldgicos (a partir del VCM y
del recuento de GR). Ll valor de Hemoglobina es obte-
nida en ambos casos por el método de Drabkin o de
la cianometahemoglobina que es el recomendado por
el International Committee for Standardization in
Haematology, por lo tanto ambas metodologias son
comparables. Recuento de leucocitos: en forma manual:
el error esta relacionado con el nimero de células
contado en cimara de Neubauer. 5i se considera que
cuanto mas células se cuentan menor error se produ-
ce, el contador hemaltoldgico al contar mayor nime-
ro de células en menor tiempo genera un error me-
nor. No obslante, se puede decir que ambos métodos
son comparables.

Férmula leucocitaria relativa: como se dijo anterior-
mente los autoanalizadores que utilizan “impedancia”
proporcionan un recuento diferencial aproximado que
correlaciona bien con el obtenido en el frotis de san-
gre periférica en los casos “normales”, los que se ba-
san en light scatter aprovechando varias propiedades
como por ej: dngulo de desviacién de la luz,
repolarizacion, densidad de la granulacién citoplas-
mitica y complejidad nuclear que brindan recuentos
diferenciales bastante aceptables. El agregado de alar-
mas permite detectar anomalias (blastos, inmu-
nocitos, clumps plaquetarios, inclusiones eritroci-
tarias, etc) que deberdn ser conflirmadas con la ob-
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servacidn direcla del frotis de sangre periférica. El
problema que se presenta es el nimero de células que
cuentan los analizadores (10.000) en relacién al con-
tado (100) al realizar el estudio del extendido de san-
gre, esto acarrea divergencias porque desplaza los
valores “normales” del inconsciente colectivo hema-
toldgico (basdfilos: 1-2%, Monacitos: 4-8%) hacia va-
lores mayores, en ese caso se deberdn redefinir los
rangos de “normalidad” segtin la melodologia em-
pleada. Recuento de Eritrocitos: el conocerlo es til en
si mismo pero lo es mas aln porque permite conocer
el VCM, el HCM y el Hto que en los autoanalizadores
se obtiene por clculo a partir del RBC debido al error
inherente del método manual en camara. El método
de referencia es el automatizado (nimero de particu-
las que atraviesan un campo eléctrico) mas que la
cantidad de GR contados visualmente en cimara de
Neubauer. De esa manera adquieren relevancia en la
tipificacion inicial de las anemias el VCM, HCM y el
CHCM; sumado a otros nuevos pardmetros que brin-
dan los autoanalizadores, como por ej el RDW (Red
distribution Witdh) o indice de anisocitosis VIN: 13,0-
14,0% establecido para la media poblacional en nues-
tro laboralorio tal que a mayor RDW mayor
anisocitosis. El mismo también puede ser utilizado
por ej en la diferenciacién tentativa “a priori” entre
anemia ferropénica y talasemia minor. El HDW o in-
dice de anisocromia de utilidad en por ej: target cells
y las curvas de distribucién celular “histogramas” que
en el caso de la serie roja nos informa por ej. si el pa-
ciente responde o no a una lerapia de reemplazo o
agente hemadtico presentando las tipicas curvas
bimodales en las que se observan dos poblaciones
celulares conviviendo en un mismo individuo. Hay
que mencionar la significacién actual entre HCM y
CHCM ya que histdricamente se establecié que de los
dos fndices, era mds representativo el CHCM ya que
expresa el contenido de hemoglobina en relacién al
paquete eritrocitario. Actualmente, se considera que
ya que la CHCM se calcula matemdticamente a par-
tir de la Hb (dato medido) v el Hio (dato calculado)
mientras que la HCM se obtiene a partir de la Hb
(dato medido) y del RBC (date medido también) por
lo tanto el error cometido es menor. Asi, de los valo-
res obtenidos con autoanalizadores es mas confiable
la HCM.

El caso de los recuentos plaquetarios merece un
parrafo aparte, aqui dispondriamos de tres alternati-
vas: a) estimacidn de plaquetas en el frotis que requie-
re un buen entrenamiento y préctica especial pero fa-
lla en brindar un niimero preciso a valores altos o
bajos, b) recuento en cdmara hiimeda (con sangre
anticoagulada en tubo de plastico) demora mas tiem-
po v generalmente se observan valores inferiores a los
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obtenidos por extendido y c) recuento de plaquetas
con el autoanalizador en el método de impedancia
establece una ventana entre particulas de 2-20fl con-
sideradas “plaquetas” y particulas mayores de 36fl
consideradas “Glébulos Rojos” con los consecuentes
problemas de solapamientos que se producen en pre-
sencia de microcitos, esquistocitos (aumentan falsa-
mente el nimero de plaquetas) y macroplaquetas o
megaplaquetas que no son distinguidas como tales.
Por otra parte, las plaquetas al ser hemicélulas se agre-
gan y se adhieren a las superficies dificultando por lo
tanto el recuento por parte del autoanalizador. 5i se
usa light scatter en lugar de impedancia mejora un
poco los resultados. Hay que mencionar lambién va-
lores hematimétricos para plaquetas suministrados
por los autoanalizadores como el MPV (volumen
plaquetario medio), PDW (similar al RDW en GR) y
el plaquetocrito; éstos nuevos pardmetros plaquetarios
hacen necesario estudios mds profundos para revelar
su verdadera significacion clinica. Se ha documenta-
do que el PDW es de cierta utilidad en diferenciar
trombocitemia esencial (cursa con PDW elevado) de
trombocitosis reactiva (cursa con PDW normal).

Con respecto al recuento automatizado de
reticulocitos en relacién al método tradicional del
azul brillante de cresilo, aqui también en el método
automatizado se cuentan mayor niumero de células
por lo que el resultado puede variar, algunos conta-
dores requieren un tratamiento previo de la mues-
tra antes de realizar el recuento (es mds cosloso)
otros de ultima generacién lo realizan en un solo
paso utilizando fluorescencia (tifie el RNA, posibili-
tando diferenciar reticulocitlos maduros e
inmaduros). Por el momento, el método manual se
considera mds prdclico si se cuenta con un nimero
bajo de muestras.

Merecen mencionarse algunos de los errores mas
comunes que se producen en los autoanalizadores en
relacién a las caracterfsticas de las muestras a estu-
diar:

Presencia de: a) microcilos y esquistocitos que pue-
den disminuir el recuento de GR y aumentar el
plaquetario; b) Crioaglutininas: disminuye el recuen-
to de GR y el Hto no asi la hemoglobina, se debe ca-
lentar la muestra a 37°C y repetir el recuento; c)
Eritroblastos: en “impedancia” aumentan falsamente
el niimero de leucocitos Los contadores que emplean
light scatter e impedancia al mismo tiempo senalan
su presencia con alarmas ya que detectan las diferen-
cias en el recuento entre el WOC (recuento éptico) y
el WIC (recuento por impedamcia) mas alld de los li-
mites de tolerancia; d)Aglutininas plaqueta-rias que
disminuyen el recuento plaquetario e incrementan
falsamente el recuento leucocitario, lo mismo sucede
con las crioglobulinas, etc.

CONCLUSIONES:

En lineas generales, las técnicas manuales son mas
laboriosas, menos precisas pero mas econdmicas que
las automatizadas ya que éstas brindan mds informa-
cién (hasta 26 pardmetros) rdpidamente. Es induda-
ble que con el advenimiento de los contadores
hemaltolGgicos totalmente automatizados se mejord
notablemente el diagndstico inicial en la hemato-logia
clinica proveyendo datos mds confiables, precisos y en
menor tiempo. Sin embargo, estos instrumentos debe-
rin ser cuidadosamente calibrados, sometidos a rigu-
rosos controles de calidad y de dispersion de datos;
ser operados por personal idéneo en su manejo y en-
trenado en la interpretacién de los datos informados.
La abservacién del extendido sanguineo debe ser rea-
lizado por profesionales capacitados que confirmardn
o no lo sefialado por los autoanalizadores, esta ope-
racion se debe considerar imprescindible para asig-
nar verdadera validez a los resultados obtenidos del
hemograma.
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