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Presentacion de la Biblioteca de Pruebas de los Laboratorios de Hematologia
del Hospital Universiatrio Central de Asturias

Los laboratorios de Hematologia han sufrido una gran modernizacién y ampliacion de su
cartera de Servicios desde la llegada a las instalaciones del actual Hospital Universitario Central
de Asturias en 2014. Situados en la planta N-1 e integrados en el Area de Gestion Clinica del
Laboratorio de Medicina.

La actual biblioteca esta divida por las areas de conocimiento y desarrollo que componen
actualmente estos laboratorios, incluyendo todas las determinaciones analiticas que se
realizan. Las mator parte de estas areas son referencia para las determiaciones analiticas
hematoldgicas de toda la Comunidad Auténoma.

La biblioteca de pruebas que se presenta a continuacion incluye informacion util para los
profesionales, tanto en el ambito de la solicitud como de la interpretacidn de resultados. Cada
prueba presentada en esta biblioteca contiene informacidn relativa a los siguientes aspectos:
informacidén y utilidad clinica, descripcion del método, requerimientos de paciente y muestra
intervalo de referencia valores criticos, interpretacién de resultados, tiempos de respuesta y
bibliografia.

Esta biblioteca constituye un paso mas en mejorar la calidad de la asistencia a los pacientes y
usuarios, enmarcandose dentro del Sistema de Gestidon de Calidad implantando en nuestro
Laboratorio. Este sistema se fundamenta en los requisitos de la Norma ISO 15189 Laboratorios
clinicos. Requisitos relativos a la calidad y la competencia estando acreditado por la Entidad
Nacional de Acreditacion (ENAC).

La finalidad principal de este documento es mejorar la accesibilidad a la informacién, y la
transparencia para todos los usuarios de los Laboratorios de Hematologia del HUCA y de la Red
de Laboratorios del Servicio de Salud del Principado de Asturias (SESPA).
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AREA DE HEMATIMETRIA:
Hemograma

INFORMACION CLINICA

El hemograma cuenta y clasifica los diferentes elementos formes de la sangre, y mide la concentracidn
de hemoglobina del plasma una vez lisados los hematies. La molécula de hemoglobina estd compuesta
por cuatro grupos hemos unidos a dos pares de cadenas polipeptidicas. Su sintesis esta estimulada por
la hipoxia tisular. Su funcidn es unirse al oxigeno de los pulmones y liberarlo a los tejidos.

Los diferentes tipos de células son:

-Hematie o eritrocito. El hematie maduro es un disco bicéncavo de 7 a 8 micras de didmetro y 1.5-2.5
micras de grosor. Su funcidn principal es el aporte de oxigeno a todo el organismo y su vida media es de
120 dias.

El volumen corpuscular medio (VCM) es la media estadistica del volumen de los hematies del paciente.
Se expresa en fentolitros (fl) y tiene importancia para clasificar las anemias en microciticas,
normociticas y macrociticas. A partir de la hemoglobina, el VCM y el nimero de hematies, se calculan
otros tres parametros de la serie roja.

Hematocrito. Es el porcentaje de volumen que ocupan los hematies en relacién a la sangre total. Se
calcula multiplicando los hematies por el VCM.

Hemoglobina corpuscular media (HCM). Es la hemoglobina que contiene un hematie. Se expresa en
picogramos, y se calcula dividiendo la hemoglobina por el nimero de hematies.

Concentracion de hemoglobina corpuscular media (CHCM). Es la concentracién de hemoglobina dentro
del hematie. Su valor clasifica los hematies como hipocrémicos, normocrémicos o hipercromicos.

Ancho de distribucion de los hematies (ADE o RDW). Es el coeficiente de variacion del volumen de los
hematies. Es la expresién numérica del grado de anisocitosis.

-Leucocitos. Hay cinco tipos de leucocitos en sangre periférica: Neutréfilo segmentado (puede haber
hasta un 6% de neutréfilos en banda o cayados), linfocito, monocito, eosindfilo y baséfilo. La funcién
principal de los leucocitos consiste en combatir la infeccion y reaccionar frente a sustancias o tejidos
extrafios.

-Plaquetas. También llamadas trombocitos, son fragmentos citoplasmaticos provenientes de una célula
llamada megacariocito. Los megacariocitos con células de gran tamario (de 80-150 micras de diametro)
que se encuentran fundamentalmente en la médula ésea, y en menor medida en el bazo y en los
pulmones. Intervienen en el proceso de la coagulacién de la sangre.
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UTILIDAD CLINICA

Es una peticidn muy comun en cualquier andlisis de sangre. Se usa fundamentalmente para estudiar
anemias, procesos infecciosos, trombopenias y enfermedades hematoldgicas.

DESCRIPCION DEL METODO

La hemoglobina se mide con un método espectrofotométrico a punto final. Asi, una parte de la sangre
aspirada es diluida con el surfactantearil-sulfato que provocard la lisis de eritrocitos y leucocitos,
transformacion de la hemoglobina en metahemoglobina sédica de lauril sulfato, compuesto que tiene
un pico de maxima absorcidn a 555 nm (en base a la ley de Lambert-Beer, existe una correlacidn lineal
entre la concentracion de hemoglobina y la absorbancia del complejo formado).

Determinacion de hematies, plagquetas y hematocrito mediante un enfoque hidrodinamico el flujo de
muestra es inyectada dentro de otro flujo de liquido que actia como embudo, obligando a las células a
entrar en la unidad de deteccién de manera individual, después se produce un analisis por impedancia
(resistencia de las células al paso de la corriente eléctrica)

Las células blancasse cuentan por el método de citometria de flujo con fluorescencia mediante un
sistema de flujoqueintroduce y restringe a las células para su analisis individual, las obliga a pasar
alineadas (flujo laminar), por el sistema dpticoresponsablede la excitacion/dispersiéon de la muestra y
que colecta las sefiales de luz provenientes de la misma, y que mediante sistema

electrénicoseconvierten las sefiales dptica en una sefial electrdnica y la digitaliza ddndonos informacion
sobre eltamafio/volumen de la célula y sobre la complejidad celular (n® de granulos,organelas...).

REQUERIMIENTOS DEL PACIENTE

No precisa.

REQUISITOS DE LA MUESTRA

Sangre con anticoagulante (EDTA K3). (Contenedor): Tubo de plastico tapdn malva)
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VALORES DE REFERENCIA

Hemograma Bdasico

Prueba

Valores de Normalidad

FA Basofilos (Valor absoluto x 103/uL)

De 0 a 150 Afios (0,02 - 0,10)

FA Eosinofilos (Valor absoluto x 103 /uL)

De 0 Dias a 2 Dias (0,10-1,00)

De 2 Dias a 6 Dias (0,10 -2,00)

De 6 Dias a 13 Dias (0,10-0,80)
De 13 Dias a 30 Dias (0,10-0,90)
De 30 Dias a 60 Dias (0,10 -1,00)
De 3 meses a 11 Afios (0,10 - 1,00)
De 12 a 150 Afos (0,02 - 0,50)

SR Hematocrito (%)

De 0 dias a 2 Dias (45,0 -75,0)

De 2 dias a 6 Dias (45,0 -67,0)

De 6 dias a 13 Dias (42,0-66,0)

De 13 dias a 30 Dias (49,0 -53,0)

De 30 dias a 60 Dias ( 33,0-53,0)

De 60 dias a 90 Dias ( 28,0-42,0)

De 3 meses a 6 Meses (30,0-40,0)

De 6 meses a 24 Meses (30,0-38,0)

De 2 a 6 Afios (34,0-40,0)

De 7 a 11 Aros ( 350 - 45,0
Hombre : De 12 a 17,9 afios (37,0-49,0)
Mujer : De 12 a 150 Afios ( 36,0 - 48,0)
Hombre : De 18 a 150 Afios ( 40,0 - 52,0)

)

SR Hematies (Valor absoluto x 106 /uL)

De 0 dias a 2 Dias (5,00 - 7,00 )

De 2 dias a 6 Dias (4,00 - 6,60 )

De 6 dias a 13 Dias ( 3,90-6,30)

De 13 dias a 30 Dias ( 3,60 - 6,20 )

De 30 dias a 60 Dias ( 3,00 - 5,40)

De 60 dias a 90 Dias ( 3,10-4,30)

De 3 meses a 6 Meses ( 4,10 -5,30)

De 6 meses a 24 Meses (3,90 -5,10)
De 2 afos a 11 Afios (4,00 - 5,20)
Mujer: De 12 a 150 Afos (3,70-5,50 )
Hombre: De 18 a 150 Afios ( 4,50 - 6,00)
Hombre: De 12 afios a 17,9 afos( 4,30 - 5,50)
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SR Hemoglobina (g/Dl)

De 0 dias a 2 Dias (14,0-22,0)

De 3 dias a 6 Dias ( 15,0-21,0)

De 6 dias a 13 Dias (17,1-17,9)

De 14 dias a 30 Dias (16,1 -16,9)

De 30 dias a 60 Dias (11,5-16,5)

De 60 dias a 90 Dias (9,4 - 13,0)

De 3 meses a 6 Afios (11,1-14,1)

De 7 afios a 11 Afios (11,5 - 15,5)

De 12 afios a 215 meses ( 13,0-16,5)
Mujer: De 12 a 150 Anos ( 12,0-16,0)
Hombre: De 18 a 150 Afios ( 13,0 - 18,0)

SB Leucocitos (Valor absoluto x 103 /uL)

De 0 dias a 2 Dias (10,00 - 26,00 )
De 3 dias a 6 Dias ( 7,00 - 23,00 )

De 6 dias a 30 Dias ( 6,00 - 22,00 )
De 31 dias a 60 Dias ( 5,00 - 19,00)
De 61 dias a 90 Dias ( 5,00 - 15,00)
De 91 dias a 6 Meses ( 6,00 - 18,00)
De 182 dias a 2 Afios ( 6,00 - 16,00 )
De 3 afos a 6 Afios ( 5,00 - 10,00 )
De 7 a 12 Aios (5,00 - 13,00 )

De 13 a 150 Afios ( 4,00 - 10,00 )

FA Linfocitos (Valor absoluto x 103/puL)

De 0 dias a 2 Dias ( 3,00 - 8,00 )

De 2 dias a 6 Dias (2,00 - 8,00 )

De 6 dias a 30 Dias ( 3,00 - 9,00)

De 30 dias a 60 Dias ( 3,00 - 16,00)

De 60 dias a 90 Dias ( 4,00 - 10,00)

De 3 meses a 6 Meses (4,00 -12,00)
De 6 meses a 24 Meses ( 3,50 -11,00)
De 2 afos a 6 Afios (1,80 - 8,40)

De 7 a 11 Afios (1,00 - 5,00)

De 12 a 150 Afos ( 1,00 - 5,00)

SR Hemoglobina Corpuscular Media (pg)

De 0 diasa 30 Dias (31-37)

De 30 dias a 60 Dias (30-36)

De 60 dias a 90 Dias ( 27 - 33)

De 3 meses a 6 Meses (24 - 30)
De 6 meses a 24 Meses (25 -29)
De 24 meses a 6 Afios (24 -30)
De 7 a 11 Afios (25-33)

De 12 a 120 Afos (26 - 34)
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Concentracion de Hemoglobina
Corpuscular Media(g/dL)

De 0 dias a 2 Dias (30,0-36,0)

De 2 dias a 6 Dias ( 29,0-37,0)

De 6 dias a 30 Dias ( 28,0 -38,0)

De 30 dias a 60 Dias ( 29,0-37,0)

De 60 dias a 90 Dias ( 28,5 -35,5)

De 3 meses a 6 Meses ( 30,0 -36,0)
De 6 meses a 24 Meses (32,0-36,0)
De 25 meses a 11 Meses (31,0-37,0)
De 12 a 150 Afos (31,5-34,5)

FA Monocitos ( Valor absoluto x 103 /uL)

De 0 dias a 2 Dias (0,50 -2,00)

De 2 dias a 6 Dias (0,50 -1,00)

De 6 dias a 30 Dias (0,10-1,70)

De 30 dias a 60 Dias ( 0,30-1,00)

De 60 dias a 90 Dias (0,40 - 1,20)

De 3 meses a 12 Meses (0,20 - 1,20)
De 1 a 150 Afios (0,20-1,00)

FA Neutrofilos (Valor absoluto x 103
/uL)

De 0 dias a 2 Dias ( 4,00 - 14,00 )

De 2 dias a 6 Dias ( 3,00 - 5,00 )

De 6 dias a 13 Dias ( 3,00 - 6,00 )

De 13 dias a 30 Dias ( 3,00 -9,00)

De 30 dias a 90 Dias ( 1,00 - 5,00 )

De 3 meses a 6 Meses (1,00 - 6,00 )
De 6 meses a 24 Meses (1,00 - 7,00)
De 2 a 6 Afios (1,50 - 8,00)

De 7 a 11 Afios (2,00 - 8,00)

De 12 a 150 Afos ( 2,00 - 7,00)

SP Plaquetas( (Valor absoluto x 103 /uL)

De 0 a 150 Afios ( 130 - 400 )

SR Volumen Corpuscular Medio(fL)

De 0 dias a 2 Dias (100 -120)
De 2 dias a 6 Dias (93 -118)
De 6 dias a 13 Dias (88 -126)
De 13 dias a 30 Dias ( 86 - 124)
De 30 dias a 60 Dias (92 - 116)
De 60 dias a 90 Dias ( 87 - 103)
De 3 meses a 6 Meses ( 68 - 84)
De 6 meses a 24 Meses (72 - 84 )
De 2 a 6 Afios (75 -87)

De 7 a 11 Afios (77 -95)

De 12 a 215 Meses ( 78 -98 )
De 18 a 150 Arios ( 80 - 100)

SP Volumen Plaquetar Medio (fL)

De 0 a 150 Afios (7,6 -16)

10
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SR R.D.W. Coeficiente de Variacion(%)

De 0 a 150 Afios (11,6 - 15)

Granulocitos Inmaduros (Valor absoluto
x 103 /uL)

De 0 a 150 Afios (0-0,40)

Granulocitos Inmaduros %

De 0 a 150 Afios (0-5)

FA Neutrofilos %

De 0 a 150 Afios (40 -85% )

FA Linfocitos %

De 0 a 150 Afios (18 - 45% )

FA Monocitos %

De 0 a 150 Afios (2 - 12% )

FA Eosinofilos %

De 0 a 150 Afios ( 0,3- 6% )

FA Basofilos %

De 0 a 150 Anos (0,1-3%)

FA Eritroblastos (Valor absoluto x 103
/ul)

De 0 a 150 Afios (0,0 - 0,5% )

Esquistocitos

<2/1000 hematies

Fraccion inmadura de Plaquetas (%)

0-7

VALORES CRITICOS

Hematocrito < 19% o > 65%

Hemoglobina < 6,0 g/dL o > 21,0 g/dL
Plaguetas <30 x 103 /uL 0 = 1000 x 103 /uL

Recuento de eritroblastos > 5 x 103 /ulL

Recuento de leucocitos < 1 x 103 0 2 60 x 103 /uL

Recuento de neutréfilos < 0.5 x 103 /ulL o = 50 x103 /uL

Recuento de linfocitos < 0.2 x 103 pL 0 215 x 10 3/ pL

Recuento de monocitos > 8 x 103 / L

Alarma de presencia de Blastos

TIEMPO DE RESPUESTA

Area de Hematimetria Laboratorio de Respuesta Rapida: 45 min

Area de Hematimetria Laboratorio Core: Un dia laborable.

INTERPRETACION DE RESULTADOS
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ANEMIA

Se define por la concentracién de hemoglobina, que debe ser menor a la establecida como normal para
la edad y sexo del paciente. El hematocrito es un pardmetro calculado por los equipos automatizados
por lo que no se utiliza en la definicion de anemia. El recuento eritrocitario no se correlaciona con la
cantidad de hemoglobina, pues depende del tamafio eritrocitario.

Anemia Microcitica

Hallazgo de anemia con presencia de eritrocitos de tamano inferior a lo normal (VCM disminuido),
generalmente asociada a hipocromia (HCM, CHCM disminuidas). La causa mas frecuente en nuestro
medio de anemia microcitica hipocrémica es la ferropenia, cuya confirmacion la entregard la historia
clinica del paciente y el estudio de Fe (cinética de Fe y ferritina).

La presencia de un rasgo talasémico (Talasemia menor) también se presenta habitualmente en el
hemograma como anemia microcitica hipocrémica, en este caso el VCM es habitualmente cercano a
60fl y los hallazgos morfolégicos en la observacion del frotis sanguineo al microscopio orientan al
diagndstico: se pueden apreciar diferentes formas de eritrocitos con células en diana o targets cells y
presencia de punteado basdfilo grueso. Los reticulocitos estan elevados por hemdlisis, visualizandose al
frotis como policromatofilia. El diagndstico de certeza de esta condicién se realiza por electroforesis de
hemoglobina.

La razén %microcitosis %hipocromia, donde un ratio > 0.9% sugiere Talasemia.

La presencia de anemia microcitica (con frecuencia hipocroma), puede verse también en las etapas mas
avanzadas de las denominadas enfermedades inflamatorias crénicas, en las cuales el fierro se distribuye
en forma andémala por citocinas propias de estos procesos (TNF alfa, interleucinas), siendo desplazado al
sistema mononuclear fagocitico en lugar de ser utilizado en la hematopoyesis.

Anemia Macrocitica

Hallazgo de hemoglobina bajo el rango normal con presencia de eritrocitos de tamafio mayor a lo
normal (VCM elevado). Con mayor frecuencia es provocada por déficits en vitamina B12 o acido félico
gue son esenciales para la sintesis de DNA y reproduccidn celular, afectando a los eritrocitos, pero
también a las otras poblaciones celulares. Los sindromes mielodispldsicos suelen presentarse con
anemia macrocitica porque generan eritropoyesis ineficaz, anemia que esta acompafiada generalmente
de citopenias y alteraciones morfolégicas en las otras series.

Otras causas de anemia macrocitica son las anemias secundarias a hepatopatias crénicas, pacientes
gastrectomizados, tratamientos con farmacos que afectan el metabolismo del acido félico y anemias
regenerativas como es el caso de anemias hemoliticas que presentan aumento de gldbulos rojos
jévenes (reticulocitos) que tienen un volumen mas alto que los eritrocitos maduros.

Anemia Normocitica Normocromica

Se observa disminucion de la hemoglobina y hematocrito, sin alteracién de los indices eritrocitarios.
Puede originarse por diversas causas, algunas hematoldgicas como hipoplasia y aplasia medular, o
etapas iniciales de anemia por sangrado (previo a la produccién de ferropenia) y también causas no
hematolégicas como la anemia de insuficiencia renal cronica por déficit de eritropoyetina. La anemia
secundaria a cuadros inflamatorios créonicos en sus etapas iniciales también puede presentarse con
normocitosis y normocromia.
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Neutrofilia

Aumento en el recuento absoluto de neutrdfilos (neutréfilos >8.000/ml), se observa con mayor
frecuencia en procesos infecciosos bacterianos, puede acompanarse de aumento en la sangre periférica
de formas menos maduras de leucocitos, como baciliformes y mielocitos, hallazgo mas conocido como
desviacidn a izquierda, si la cifra de leucocitos es mas elevada y se observan células inmaduras en el
frotis se denomina reaccién leucemoide.

Se puede observar neutrofilia en cuadros inflamatorios no infecciosos como colagenopatias, en
condiciones de estrés, ejercicio intenso, hipoxia y asociada al uso de algunos medicamentos como
corticoides, adrenalina, entre otros.

La neutrofilia propia de patologias hematoldgicas como Sindromes Mieloproliferativos crénicos se
acompana de alteracién en los recuentos de las otras series celulares y caracteristicas morfoldgicas
especiales.

Neutropenia: Disminucidon en el recuento absoluto de neutréfilos (RAN <1.500/ml), la causa mas
frecuente es la inducida por farmacos, de una lista muy extensa cabe destacar quimioterapicos,
antiinflamatorios no esteroidales, antiepilépticos, psicofarmacos. En algunas infecciones virales como
hepatitis, influenza, HIV y también en sepsis graves se pueden observar neutropenias severas. El
parametro RAN (recuento absoluto de neutrofilos), ha sido incorporado de rutina en el hemograma,
permitiendo visualizar de inmediato la condicidon de neutropenia. Se considera neutropenia severa un
RAN < 500 x mm3.

Otras alteraciones en la férmula diferencial de los leucocitos

Eosinofilia: Aumento en el recuento absoluto de eosindfilos, (eosinéfilos >800/ml). Alergias, parasitosis
y algunos farmacos son sus causas mas frecuentes.

Linfocitosis: Aumento en el recuento absoluto de linfocitos, (linfocitos >4000/ml). Con mayor frecuencia
es producida por infecciones virales.

Monocitosis: Aumento en el recuento absoluto de monocitos, (monocitos>1200/ml). Es caracteristica
en el periodo de recuperacidn de neutropenias y en convalecencia de cuadros infecciosos.

Tambiénestd indicado el estudio por CMF en el manejo de las monocitosis y linfocitosis persistentes
segun procedimiento de trabajo normalizado en nuestros Laboratorios

Plaquetas

Trombocitopenia: Es la disminucion del recuento plaquetario bajo el rango de referencia establecido
por el laboratorio (recuento plaquetario <100 x109/I).

Puede ser originada por diversos mecanismos:

Inmunolégico: por presencia de anticuerpos, como es el caso del Purpura Trombocitopénico Inmune,
lupus eritematoso sistémico, sindrome de Evans, sindrome antifosfolipido y trombopenia isoinmune
neonatal, entre otras patologias.

Trombopoyesis ineficaz: se observa en la anemia perniciosa, mieloptisis, mielodisplasias,
hemoglobinuria paroxistica nocturna, radiacidn, drogas antineoplasicas, entre otros.
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Destruccidon no inmune, sobreconsumo: se observa en sepsis, CID, hemangioma cavernoso, infeccidn
por HIV.

Distribucion anormal o secuestro: en hiperesplenismos de cualquier origen.
Pseudotrombocitopenia

El hallazgo de un recuento bajo de plaquetas, no sospechado e inesperado para el cuadro clinico del
paciente, puede corresponder a una pseudotrombocitopenia. Algunos ejemplos de esta condicién son:
las punciones venosas dificiles (en nifios pequefios, ancianos) que pueden originar activacion
plaquetaria con formacién de microcodgulos, la agitacién insuficiente del tubo para mezclar la muestra
de sangre con el anticoagulante es otra causa de micro coagulos.También produce un recuento
falsamente disminuido el efecto de agregacion plagquetaria «in vitro» provocado por el anticoagulante
EDTA, mediante activacién de anticuerpos antifosfolipidos. Este efecto se reconoce facilmente por Ila
observacién de las plaquetas agregadas al frotis y el laboratorio sugiere en estos casos analisis de una
nueva muestra obtenida con otro anticoagulante como citrato.

Trombocitosis

Corresponde a recuento de plaguetas mayor al rango de referencia establecido por el laboratorio
(recuento plaquetario >400 x 109/l), se puede observar en diferentes patologias como: cuadros
inflamatorios crdnicos, recuperacion de procesos infecciosos, hemorragia aguda, déficit de fierro, post
esplenectomia, entre otros.

Trombocitosis con aumento de cifras de forma progresiva y sostenida en el recuento plaquetario se
asocia a sindromes mieloproliferativos crénicos: leucemia mieloide crénica, policitemia vera,
mielofibrosis y especialmente a trombocitosis esencial.

BIBLIOGRAFIA
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and supravital dyes): Approved Guideline. 2. 2 ed. Document H44-A2. Vol. 24(8). Wayne PA: CLSI; 2004.

International Council for Standardization in Haematology. Proposed reference method for reticulocyte
counting based on the determination of the reticulocyte to red cell ratio. Clin Lab Haematol 1998;
20:77-9

ICSH Expert Panel on Cytometry. Reference method for the enumeration of erythrocytes and
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Reticulocitos

INFORMACION CLINICA

Los reticulocitos son eritrocitos no nucleados inmaduros que contienen acido ribonucleico (RNA) y que
contindan sintetizando hemoglobina después de la pérdida del nicleo. Se forman a partir del
eritroblasto ortocromdtico cuando éste pierde el nucleo. El reticulocito va perdiendo reticulo granulo-
filamentoso hasta convertirse en hematie maduro desprovisto del mismo. El reticulocito permanece
uno o dos dias en la médula ésea y pasa posteriormente a sangre periférica donde persiste unas 24
horas hasta que finaliza su maduracion.

UTILIDAD CLINICA

El recuento del nimero de reticulocitos en sangre periférica es un dato muy util para establecer la

efectividad global de la eritropoyesis y para determinar el origen central o periférico de una anemia, asi
como para valorar el caracter regenerativo o arregenerativo de una anemia.

DESCRIPCION DEL METODO
Una porcién de la sangre del paciente se mezcla con un reactivo que tifie el RNA y se valora la
dispersion de un rayo de luz laser previa eliminacidon de la hemoglobina para que no interfiera en los

resultados.

Diferenciaciéon de diferentes fracciones de reticulocitos (IRF, LFR, MFR, HFR) que reflejan distintos
estados de madurez.

Informacién sobre calidad de eritrocitos recién formados (grado de hemoglobinizacién, RET-He).
Estado ferrocinética de los reticulocitos respecto a los hematies maduros Delta He(pg).

Informacién sobre el tamafio de los reticulocitos en formacién; Hematies Microciticos (%) vy
Macrociticos (%)

REQUERIMIENTOS DEL PACIENTE

No precisa

REQUISITOS DE LA MUESTRA.

Sangre con anticoagulante (EDTA). (Contenedor): tubo de plastico tapdn malva.

VALORES DE REFERENCIA
15
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Prueba

Valores de Normalidad

RE Reticulocitos #(C)

De 0a 150 Anos (30-80)

RE Reticulocitos %

De 0a 150 Afos (0,5-2)

RE Reticulocitos
Hemoglobina (pg)

equivalentes

en

De 0 a 150 Afios (28 -35)

Delta He(pg)

De o a 150 afios (1,7-4,4)

RE Fraccién inmadura de Reticulocitos (%)

De 0 a 150 afos:

Hombres: 2,10 - 13,80 Mujeres : 2,40 -
17,50
De 0 a 150 aios:
HematiesHipocromos (%)
Hombres: 0,1-0,5 Mujeres: 0,1-1,1

Hematies Hipercromicos(%)

Hombre de 0-40 aiios (0,41 - 0,80)
Hombre de 40 a 60 Afios (0,50-0,80)
Hombre de 61 a 150 Aios (0,43 -0,87)
Mujer de 0-40 afios (0,07 - 0,70)

Mujer de 40 a 60 Afios (0,20-0,70)
Mujer de 61 a 150 Afios ( 0,40 - 0,70 )

Hematies Microciticos(%)

De 0-40 afios (0,14 — 5.79)
De 41 a 60 Afos (0,10 -6.81)
De 61 a 150 Anos (0.20 - 1,87)

Hematies Macrociticos (%)

Hombre de 0-40 anos (3,30 - 5,56)
Hombre de 41 a 60 Afos (3,63-7,83)
Hombre de 61 a 150 Afios (0,43 -0,87)
Mujer de 0-40 aios (1,31 - 8,48)

Mujer de 41 a 60 Afios (3,20 - 8,02)
Mujer de 61 a 150 Afios ( 3,20-6,67)

VALORES CRITICOS

No aplica.

INTERPRETACION DE LOS RESULTADOS
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Niveles aumentados: anemias hemoliticas, buena respuesta al tratamiento de una anemia carencial.

Niveles disminuidos: déficit de hierro, déficit de vitamina B12 o folato, anemia aplasica

TIEMPO DE RESPUESTA
Area de Hematimetria Laboratorio de Respuesta Rapida: 45 minutos.

Area de Hematimetria Core: Un dia laborable.
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Velocidad de Sedimentacion Globular -V.S.G.
INFORMACION CLINICA

Al dejar reposar verticalmente la sangre con anticoagulante en un tubo o en una pipeta especial, se
observa cémo los eritrocitos sedimentan espontdneamente, de manera que por encima de ellos se
forma una columna de plasma. Este proceso se denomina eritrosedimentacién (ES) y la rapidez con que
se realiza, velocidad de sedimentacidn globular (VSG). La ES es un fendmeno empirico que se altera en
muchas situaciones sin que pueda ser atribuido a una causa concreta, por lo que es considerada una
alteracion inespecifica, pero que alerta sobre la posible existencia de un trastorno orgdnico o
enfermedad subyacente. De hecho, el fendmeno de la eritrosedimentacién constituye un indicador de
la presencia de reactantes de fase aguda vy, por ello, su aumento se correlaciona con el de ciertas
citocinas (p. €j., las interleucinas 1y 6 [IL-1 e IL-6]) y la proteina C reactiva.

El fendmeno de la ES obedece a varios factores, entre los que destacan las interacciones electrostaticas
gue existen entre los eritrocitos debido a su carga de superficie. En estas ultimas intervienen de forma
determinante las proteinas del plasma, de manera que mientras algunas las favorecen (fibrindgeno y
globulinas), otras las disminuyen (albumina). El mecanismo que rige este fendmeno depende, a su vez,
de cuatro factores relacionados entre si mediante la ley de Stokes.

e Tamano y rigidez de los eritrocitos (VCM).

¢ Diferencia de densidad entre los eritrocitos y el plasma.

¢ Viscosidad del plasma.

e Temperatura.

UTILIDAD CLINICA

El aumento de VSG en la préctica clinica puede obedecer a alteraciones del VCM con o sin aumento de
la rigidez eritrocitaria, disminuciones de la concentracién de hemoglobina (anemia) o a alteraciones de
las proteinas del plasma (fibrindgeno, albimina y globulinas).

Los procesos inflamatorios crénicos (artritis reumatoide, polimialgia reumatica y tuberculosis) y ciertas
neoplasias (linfomas y gammapatias monoclonales), al alterar la relacion albumina/globulinas,
constituyen la causa mas frecuente de aumento de VSG.

DESCRIPCION DEL METODO

Es un método de Fotometria Cinética. Se mide la cadencia en la formacién de las pilas de
monedas de hematies y su tamafio en la fase de agregacion. Durante 20 segundos se realizan
1.000 mediciones (50 medidas por segundo) de la densidad dptica de la muestra en un sistema
capilar.
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REQUISITOS DEL PACIENTE

No precisa.

REQUISITOS DE LA MUESTRA

Sangre con anticoagulante (EDTA K3). (Contenedor): Tubo de plastico tapdn malva)

VALORES DE REFERENCIA

De 0a 15 mm/h en varones adultos.

De 0 a 20 mm/h en mujeres adultas

De 0 a 10 mm/h en nifios desde los 2 dias hasta los 14 afios

De 0 a 2 mm/h en nifios desde el nacimiento hasta los 2 dias (no incluidos)

VALORES CRITICOS

No aplica

TIEMPO DE RESPUESTA

Area de Hematimetria Core: 1 dia Laborable.

INTERPRETACION DE RESULTADOS:
Causan aumento

Fisiologicas: Embarazo (a partir del tercer mes), Envejecimiento (ocasional), Crecimiento
(ocasional)

Patoldgicas: Anemia intensa, fiebre reumatica, Artritis reumatoide, Lupus eritematoso
diseminado, enfermedad renal, enfermedad tiroidea, Infarto de miocardio, neoplasias,
tuberculosis, sifilis, arteritis de la temporal (células gigantes), poli mialgia reumatica
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(enfermedad de Hartdén), vasculitis necrosante hiperfibrinogenemia,Macroglobulinemia de
Waldenstrom, Mieloma multiple y enfermedad de las crioaglutininas.

Causan disminucion

Policitemia vera, insuficiencia cardiaca congestiva, sindrome de hiperviscosidad
hipofibrinogenemia, hipoproteinemia y anemia de células Falciforme.
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Frotis de Sangre Periférica
INFORMACION CLINICA
La practica de una extensién sanguinea es fundamental en Hematologia, ya que muchas patologias de la
sangre y sistémicas se pueden diagnosticar y controlar su evolucidn con solo la observacién de la
morfologia de los elementos formes de la sangre. Asi mismo puede ser de utilidad en la observacién de
procesos infecciosos por parasitos sobre todos aquellos intraeritrocitarios como en el caso de la
Malaria, leihmaniasis y la Filariasis.
UTILIDAD CLINICA
Estudio de mielopatias proliferativas tanto linfoides como mieloides, incluyendo, pero no limitado a:
Leucemias agudas
Neoplasias mielodisplasicas
Linfoma No Hodgkin/Hodgking y sindromes linfoproliferativos
Mieloma multiple y discrasias de células plasmaticas.
Aplasia medular y HPN
Estudio de patologia de serie eritroide:
Anemias por déficit carenciales (Ferropenia, megaloblastica...)
Hemoglobinopatias y talasemias.
Membranopatias eritrocitarias y eritroenzimopatias.
Poliglobulias primarias (Mieloprliferativas)
Poliglobulias secundarias (EPOC, altura, Tabaquismo...)
Estudio de patologia de la serie plaquetar:
Trombopenias y trombopatias
Trombocitosis

DESCRIPCION DEL METODO

Tras la realizacidon de la extraccion sanguinea en un tubo con EDTA, se puede realizar por método
manual o automatizado, los pasos de realizacidn de un frotis son los que se describen a continuacion:

1. Con la lanceta estéril realizar una puncién en un pulgar o utilizar una gota de sangre del tubo de
hemograma. (Idealmente sin mezcla de anticoagulante)
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2. Depositar una gota de sangre en la parte central de un portaobjetos muy limpio (libre de pelusas y
grasa).

3. Con un cubreobjetos (tomarlo lateralmente entre las yemas de los dedos) deslizarlo sobre toda la
superficie del porta de manera que se pueda obtener una fina pelicula de sangre. El inicio del frotis se
denomina cabezay la parte final del frotis se denomina cola

4. Esperar a que se seque la lamina, dejarla sobre una rejilla o toalla de papel, con la zona donde estd la
muestra mirando hacia arriba.

wota Jde

REQUERIMIENTOS DEL PACIENTE

No precisa

REQUISITOS DE LA MUESTRA

Extensiones de sangre periférica sobre portaobjetos esmerilado.

Nota: La muestra debe ser enviada inmediatamente al laboratorio una vez extraida.
VALORES DE REFERENCIA

Informe de resultados interpretativo.

VALORES CRITICOS

No aplica
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AREA DE MORFOLOGIAHEMATOLOGICA Y ERITROPATOLOGIA

Mielograma

INFORMACION CLINICA

El estudio citolégico medular es una técnica sencilla y eficaz que permite una gran informacién en el
diagndstico y seguimiento de diversas enfermedades hematoldgicas.

UTILIDAD CLINICA

Estudio de mielopatias proliferativas tanto linfoides como mieloides, incluyendo, pero no limitado a:
Leucemias agudas

Neoplasias mielodisplasicas

Linfoma No Hodgkin y sindromes linfoproliferativos

Mieloma multiple y discrasias de células plasmaticas

Estudio de la repercusién de enfermedades extrahemopoyéticas sobre la hematopoyesis

Estudio de la toxicidad hemopoyética de diversos medicamentos, toxicos industriales o radiaciones
Estudio del patrén de hierro medular

Busqueda de parasitos, gérmenes, células neoplasicas o tesaurismoticas

Estudio de la fiebre de origen desconocido.

Estudio de presencia de metastasis 6seas en médula 6sea de tumores extrahematoldgicos.

La puncién medular tiene escasas contraindicaciones, siendo una coagulopatia grave y no controlada la
Unica contraindicacion absoluta.

DESCRIPCION DEL METODO

Se realiza una puncién en el esternén a la altura de la linea media en el segundo espacio intercostal o en
la cresta iliaca anterior o posterior. En lactantes se aconseja la cresta tibial anterior o la cresta iliaca
posterior. En funcidn de los hallazgos citoldgicos o la sospecha diagndstica se debe de acompafiar el
estudio de técnicas citoquimicas como la tincidon de hierro, mieloperoxidasa, esterasas u otras.

REQUERIMIENTOS DEL PACIENTE
No precisa

REQUISITOS DE LA MUESTRA
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Extensiones de médula désea
Nota: La muestra debe ser enviada inmediatamente al laboratorio una vez extraida.
VALORES DE REFERENCIA

Informe de resultados interpretativo, describiendo los hallazgos morfopatoldgicos encontrados.

VALORES CRITICOS

No aplica

INTERPRETACION DE LOS RESULTADOS

La interpretacion del resultado corre a cargo de los médicos del laboratorio de Morfologia del Servicio
de Hematologia. Se realizard un informe de las células observadas en un recuento, expresandolo como
porcentaje y se realizara un informe interpretativo de la exploracion.

TIEMPO DE RESPUESTA

Area de Morfologia Hematoldgica: tres dias laborable desde la recepcién de la muestra en el
laboratorio. Puede ser necesario aumentar este periodo en casos especialmente complicados o que
requieran técnicas adicionales.

BIBLIOGRAFIA

International Committee for Standardization in Haematology. Guidelines for blood cell analyzers
evaluation including those used for differential leucocyte and reticulocyte counting and cell marker
applications. ICSH Expert Panel on Cytometry. Clin Lab Haematol1994; 16:157-74.

International Council for Standardization in Haematology (ICSH). ICSH reference method for staining of
blood and bone marrow by azure B and eosin Y (Romanowsky stain). Br J Haematol1984; 57:707-10.

International Council for Standardization in Hematology (ICSH). Recommendations of the ICSH for EDTA
anticoagulation of blood for blood cell counting and sizing. Amer J Clin Pathol1993; 100:371.

National Committee for Clinical Laboratory Standards. Reference leucocyte differential count

(proportional) and evaluation of instrument method; Approved Standard. NCCLS Document H20-A,
1992.
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NCCLS. Reference leukocyte differential count (proportional) and evaluation of instrumental methods.
Villanova PA: NCCLS; 1992. Approved standard document H20-A.

Roussel M, et al. Toward a reference method for leukocyte differential counts in blood: Comparison of
three flow cytometric candidate methods on behalf of the International Council for Standardization in
Hematology (ICSH). Cytometry 2012; DOI 10.1002/Cyt.a.22092.

Vives Corrons JL, Albarede S, Flandrin G, Héller S, Horvath K, Houwen B, et al. Guidelines for blood
smear preparation and staining procedure for setting up an external quality assessment scheme for

blood smear interpretation. Part |: Control material. Clin ChemLabMed2004; 42:922

Vives Corrons J.L., Aguilar Bascompte J.P, Colomer D, Foncubertal, Muniz E, Nonmededéu Josep, Solé F,
Villamor N. Manual de Técnicas de Laboratorio en Hematologia 4 2 Ediciéon.2015

CITOQUIMICA: Tinciones Especificas para el diagndstico de Hemopatias

INFORMACION CLINICA:

La citoquimica estudia la composicion quimica de la célula y permite detectar la localizacion topografica
de algunos principios inmediatos, enzimas, metales pesados y otras sustancias. Se considera como un
nexo de unién entre la morfologia y la bioquimica.

Las técnicas citoquimicas son un complemento de las tinciones hematolégicas, y por medio de ellas se
localizan enzimas y sustancias inorganicas., mejorando asi la diferenciacién celular y en algunos casos
también sirven para el diagnéstico de ciertas leucemias.

Los componentes celulares que son posibles revelar con el estudio citoquimico son:

Enzimas (oxidantes e hidroliticas)

Glucdégeno

Lipidos

Entre las enzimas oxidantes se encuentra la peroxidasa leucocitaria. Entre la enzimas hidroliticas

(hidrolasas) se encuentran entre otras las fosfatasas acidas, fosfatasas alcalinas, esterasas especificas y
no especificas
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TIPOS DE TINCION Y UTILIDAD DE LAS MISMAS:

PAS

La reaccién de PAS o del acido peryddico de Schiff se basa en la rotura de los enlaces -C-C- presentes en
los carbohidratos por la accién del acido peryddico, potente agente oxidante, liberandose grupos
aldehido que al combinarse con el reactivo de Schiff dan un compuesto de color rojo purpura intenso.
Identifica al glucégeno en el citoplasma celular.

La reaccidon del PAS ha perdido utilidad en el diagndstico hematoldgico después de la aparicién de
mejores marcadores. Sigue teniendo interés en la diferenciacidn de diferentes tipos de leucemias
linfoblasticas, en la eritroleucemiay en diversas mielodisplasias.

PEROXIDASA

La demostracién citoquimica de esta enzima se basa en la accion oxidante de la peroxidasa sobre el
substrato, bencidina, en presencia de perdxido de hidrégeno, apareciendo un precipitado amarillo ocre
en el lugar del citoplasma en donde se ha producido la reaccion.

La mieloperoxidasa se sintetiza en el reticulo endoplasmatico rugoso, de donde pasa a las cisternas del
aparato de Golgi quedando localizada fundamentalmente en la granulacién 12 o azurdfila. Se localiza,
sobre todo, en los granulos primarios de los neutrdfilos y precursores, asi como en los granulos de los
eosindfilos y monocitos.

Dicha enzima se combina in vivo con perdxido de hidrégeno transformdndose en un potente agente
bactericida, viricida y fungicida.

La aplicacion fundamental de la mieloperoxidasa se refiere a la capacidad discriminatoria entre
celularidad blastica mieloide y linfoide, ya que los mieloblastos muy precoces sin estigmas de
diferenciacidn mieloide ya pueden ser mieloperoxidasa positivos.

Un déficit de mieloperoxidasa en los PMN maduros, excepto en el caso de que se trate de una
deficiencia congénita, debe interpretarse como un signo disgranulopoyético.

FOSFATASA ALCALINA

La fosfatasa alcalina es una hidrolasa perteneciente al grupo de las fosfomonoesterasas; hidroliza
monoésteres del acido fosfdrico, actuando a un pH de 9,1 a 9,6; ligeros ~ de pH determinan una rdpida
inactivacion de la enzima. La demostracion citoquimica se basa en la hidrdlisis de ciertos substratos, de
los cuales se liberan unos productos intermedios que combinados con una sal diazoica dan un
precipitado coloreado.

La actividad de la FA granulocitica se manifiesta en forma de un precipitado pardo negruzco localizado

en el citoplasma. Se encuentra actividad FA en algunas células maduras y semimaduras de la
granulopoyesisneutrdfila (bandas y segmentados).
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No todos los granulocitos presentan el mismo grado de positividad; en funcidn de este dato se
establece un indice de actividad de FA. Se pueden distinguir tres tipos de reaccion:

- grado 0O: sin actividad enzimatica.

- grado I: con cierta actividad enzimatica en forma granular Unica o actividad débil difusa en una parte
del citoplasma, especialmente en la zona perinuclear.

- grado II: intensa actividad granular o actividad difusa distribuida por todo el citoplasma granulocitico.

Se realiza un recuento sobre 100 granulocitos asignando a cada uno un grado; y a cada grado se la
asocia un valor: grado 0=0, grado I=1, grado lI=2. Se suman los valores y el nimero obtenido es el indice
de FAG, que tiene un valor minimo de 0 y mdximo de 200. El indice normal oscila entre 20 y 40.

Su maximo interés se centra en el estudio de los sindromes mieloproliferativos, sobre todo para
corroborar el diagndstico de LMC para la que se designan valores muy bajos o nulos. Su determinacién
es muy util para establecer el diagndstico diferencial entre LMC y reacciones neutrofilicas secundarias
gue cursan con valores elevadisimos.

ESTERASAS

Son un grupo de enzimas lisosomales presentes en cantidades variables en muchas células sanguineas.
Ellas hidrolizan ésteres organicos vy liberan el alcohol (naftol), el cual de acopla a una sal diazoica para
formar un azocolorante que se deposita sobre el sitio de actividad enzimatica. Existen diferentes
variedades segun el substrato empleado.

Se utilizan 4 substratos: naftol-AS-C-cloroacetato, naftol-AS-D-acetato, alfa-naftil-acetato, alfa-naftil-
butirato, los cuales al ser hidrolizados en presencia de una sal diazoica dan un precipitado insoluble en
el lugar de la reaccion.

Las esterasas especificas (cloroacetatoesterasa o CAE) usan el sustrato naftol-AS-D cloroacetato y su
actividad se atribuye a las isoenzimas 1, 2,7 y 8. Las esterasas inespecificas representan las isoenzimas
3, 4,5 y 6 y pueden usar varios sustratos: naftol AS-D acetato, alfa naftil acetato y alfa naftil butirato. El
fluoruro de sodio es un potente inhibidor de las esterasas monociticas.

Utilizando como substrato el naftol-AS-C-cloroacetato (CAE) se detecta una esterasa que es especifica
de la granulopoyesisneutroéfila en la que es + a partir del mieloblasto y se expresa en forma de un
precipitado rojo anaranjado muy brillante. Su utilidad diagndstica se centra basicamente en el
reconocimiento de células blasticas mieloides, si bien su aparicion es mas tardia que la de la
mieloperoxidasa, aunque iguala a ésta en especificidad.

Utilizando como substrato el naftol-AS-D-acetato, se obtiene una intensa positividad en la serie
monocitica que, a diferencia de las restante células hematopoyéticas, es fluoruro sensible. Dada su +
mas restrictiva es preferente usar el substrato a -naftil-acetato o a -naftil-butirato para marcar la serie
monocitica y sus precursores, cuya positividad es intensa y se manifiesta en forma de un precipitado
difuso por todo el citoplasma.
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AZUL DE TOLUIDINA (METACROMASIA)

La caracteristica principal de los granulos de los polimorfonucleares baséfilos es su metacormasia con
los colorantes azules, la cual consiste en que estos granulos adquieran un color rojizo en presencia de
estos colorantes. La metacromasia se debe a la gran riqueza en mucopolisacaridos acidos sulfatados
qgue poseen granulos baséfilos.

Con esta tincion se pueden detectar los componentes basoéfilos de los elementos hematopoyéticos y de
células cebadas o mastocitos.

UTILIDAD CLINICA
Las reacciones de esterasas sirven para diferenciar la leucemia monocitica aguda de la mielomonocitica.

La reaccion de PAS resulta uatil para diferenciar las enfermedades linfoproliferativas benignas vy
malignas; para identificar las células eritroides anormales de la eritroleucemia; para identificar la célula
de Sézary(Leucemia prolinfocitica T, células con nucleo cerebriforme).

El indice de fosfatasa alcalina sirve para discernir las reacciones leucemoides granulociticas de la
leucemia mieloide crénica.

Diferencian los bastones de Auer de otras inclusiones cristalinas (son esterasa positivos, LMA).

DESCRIPCION DEL METODO

1. Fijacidn de la extensidn: Evita el deterioro celular al preservar las estructuras y reactividad funcional
celulares evitando fendmenos nocivos para las mismas e impidiendo también la difusion de
componentes bioquimicos entre los diferentes compartimentos celulares, asi como al medio
extracelular.

Se puede realizar con un gran ndmero de sustancias fijadoras como: metanol, etanol, acetona, que
actian coagulando las proteinas celulares, asi como el formaldehido y glutaraldehido, que actuan
formando puentes intra e inter-proteicos, de manera que se altera menos la estructura celular. Es
importante eliminar bien todos los restos de fijador para evitar interacciones con el compuesto que se
desea analizar.

2. Incubacién en el medio de reaccidn: Al poner en contacto las células con el medio de reaccidn se
liberan unos productos que, bien por si mismos o bien combinados con otros, dan lugar a un
precipitado apreciable al microscopio dptico. En al caso de identificacion de enzimas se debe controlar
bien el pH y la temperatura para optimizar la reaccion.

3. Tincidn de contraste: Se realiza para facilitar la identificacion morfoldgica de la célula en la que ha se

ha producido la reaccién ya que permite resaltar en lo posible el producto de reaccién y permite una
Optima visualizacién del nucleo y del citoplasma.
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Las reacciones deben tener 3 caracteristicas: sensibilidad, especificidad y reproductibilidad.

REQUERIMIENTOS DEL PACIENTE

No precisa

REQUISITOS DE LA MUESTRA

Extensiones de médula dsea. Nota: La muestra debe ser enviada inmediatamente al laboratorio una vez

extraida.

VALORES DE REFERENCIA

Citoquimica M, M, N, ML, NI N, hY
Peroxidasa Positive Positivo Positivo Positivo Débil Positivo Negativo
positivo
Negro Sudan Positivo Positivo Positivo Positivo Débil Positivo Negativo
positivo
Acido perydédico Débil Débil Positivo Positivo Débil Positivo Débil
de Schiff (PAS) positivo positivo positivo positivo
Cloroacetato Deébil positive Positivo Positivo Positivo Negativo Positivo Negativo
esterasa
especifica (CAE)
Naftol-AS-D- Positivo Positivo Positivo Positivo Positivo Positivo Positivo
acetato esterasa
(NASDA)
Alfa naftil acetato Negativo Negativo Negativo Positivo Positivo Positivo Positivo
esterasa (ANAE)
Alfa naftil butirato Negativo Negativo Negativo Positive Positivo Positivo Negativo
esterasa (ANNBE)
Muramidasa Variable Variable Wariable Elevada Elevada “Wariable Negativo
Fosfatasa acida Débil Positivo Positivo Positivo Positivo Positivo Positivo
positivo
Tabla 3.24 Citoquimica de las leucemuas hinfoides agudas
Citoquimica B T
Peroxidasa Negativo Negativo

Negro Sudan

Acido peryvadico de Schiff (PAS)
Fosfatasa acida

Naftol-AS-D-acetato esterasa (NASDA)
NASDA + fluorure

Aldfa naftil butirato esterasa (AWBE)

Aldfa naftil acetato esterasa (ANAE)

Negativo

Positivo

Negativo

Débil positive o débil negativo
No se inhibe

Negativo

Negativo

Negativo
Débil positivo
Positivo (focal)
Positivo

No se inhibe
Positivo

Positivo

Informe de resultados interpretativo
VALORES CRITICOS

No aplica
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INTERPRETACION DE LOS RESULTADOS

La interpretacidon del resultado corre a cargo de los médicos del laboratorio de Morfologia del Servicio
de Hematologia. Se realizara un informe de las células observadas en un recuento, expresandolo como
porcentaje y se realizara un informe interpretativo de la exploracién.Es un resultado de positividad o
negatividad para la técnica citoquimica que sea de aplicacidn.

TIEMPO DE RESPUESTA

Area Morfologia Hematoldgica: tres dias laborable desde la recepcién de la muestra en el laboratorio.
Puede ser necesario aumentar este periodo en casos especialmente complicados o que requieran
técnicas adicionales.
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Hemosiderinuria

INFORMACION CLINICA:

Determina la presencia de hemosiderina en la orina. La hemosiderinuria es un dato importante en el
diagndstico de anemia con causa desconocida. La hemosiderinuria es un signo de hemolisis
intravascular reciente. El sedimento urinario tefiido para hemosiderina es un screen para el aumento en
la excrecion de hierro, el cual puede ser cuantificado y esta aumentado en la hemocromatosis, anemia
hemolitica y sindrome nefrético.

UTILIDAD CLINICA:

Estudio de Presencia de Hierro en orina, puede estar aumentado en casos de Hemocromatosis,anemia
hemolitica o en el sindrome nefrético.

DESCRIPCION DEL METODO:

En orina se elimina el sobrenadante y se tifie con una mezcla de ferrocianuro potasico y CIH. Se afade
un volumen similar de esta mezcla al sedimento que queda en el tubo, luego se seca, se cubre con un
portaobjetos y se ve al microscopio.

REQUISITOS DEL PACIENTE

No precisa

REQUISITOS DE LA MUESTRA

Miccién aislada (Contenedor): Contenedor de 100 mL con toma de muestra al vacio para orina de
miccién aislada

VALORES DE REFERENCIA

Informe de resultados interpretativo cualtitativo. Presencia o ausencia

VALORES CRITICOS

No aplica

INTERPRETACION DE LOS RESULTADOS

La interpretacion del resultado corre a cargo de los hematolégosdel laboratorio de Eritropatologia del
Servicio de Hematologia. Se realizara un informe interpretativo basado en la presencia de excrecion de
hierro por la orina.

TIEMPO DE RESPUESTA

Area de Morfologia Hematoldgica: Tiempo de respuesta: tres dias laborable desde la recepcién de la

muestra en el laboratorio.
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Tincion de Perls

INFORMACION CLINICA

Es utilizada para la semicuantificaciéon de los depdsitos de hierro de la medula; es una prueba sensible
en la evaluacién de la reserva de hierro nos sirve para el diagnéstico de la deficiencia de hierro, asi

mismo es fundamental en el despistaje hemosiderosis/hemocromatosis. Nos ayuda en el diagnéstico de
anemia sideroblastica y de los Sindromes Mielodisplasicos.

UTILIDAD CLINICA

Con esta técnica se pueden encontrar tres patrones tipicos que nos orientaran hacia una patologia u
otra: Ferropenia, hemocromatosis o distribuciones anormales del hierro (Sindromes Mielodisplasicos
entre otros)

DESCRIPCION DEL METODO

La coloracion de Perls pone de manifiesto la presencia de hemosiderina en el citoplasma tipo de célula
pudiendo ser aplicada a las células presentes en un frotis o extensiéon de sangre o médula dsea. La
hemosiderina es un derivado insoluble de la ferritina, que se considera el resultado de la precipitacion
de varias moléculas desnaturalizadas de apoferritina. Normalmente, constituye el hierro no heminico
de los eritroblastos y puede hallarse abundantemente en las células del sistema mononuclear
fagocitico.

REQUISITOS DEL PACIENTE:

No se precisan

REQUISITOS DE LA MUESTRA:

Extensiones de médula 6sea

Nota: La muestra debe ser enviada inmediatamente al laboratorio una vez extraida.

VALORES DE REFERENCIA

Informe de resultados interpretativo cualtitativo. Presencia o ausencia y distribucion de los depésitos de
hierro.

VALORES CRITICOS
No aplica
INTERPRETACION DE LOS RESULTADOS

La interpretacién del resultado corre a cargo de los hematolégos del Area de Eritropatologia. Se
realizard un informe interpretativo de la exploracion.
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TIEMPO DE RESPUESTA

Area de Morfologia Hematoldgica: Tiempo de respuesta: tres dias laborable desde la recepcién de la
muestra en el laboratorio.
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ERITROPATOLOGIA

Dosificacion de hemoglobinas
INFOMACION CLINICA

La hemoglobina es el pigmento rojo de la sangre y constituye el 95% del peso eritrocitario. Su molécula
es una proteina de estructura relativamente compleja cuya misidn es el transporte de todo el oxigeno y
la mayor parte del didxido de carbono. Debido a esto y a través de la hemoglobina el eritrocito realiza
su funcién respiratoria en el organismo. Cada molécula de hemoglobina puede fijar un maximo de 4
moléculas de oxigeno, esta unién es de tipo coordinado y por lo tanto facilmente disociable.En
condiciones patolégicas la hemoglobina puede fijar otros gases téxicos como el acido sulfhidrico o el
mondxido de carbono.

Estructuralmente la molécula de hemoglobina esta formada por cuatro cadenas de globina (Cadenas
alfa,cadenas beta, Cadenas delta y cadenas épsilon) iguales dos a dos y cuatro grupos HEMO unidos a
dichas cadenas globinicas.

El grupo HEMO es e componente no proteico de la hemoglobina y a él se debe el color rojo de la sangre.
Se compone de una protoporfirina IX formada por cuatro pirroles en posicion espacial bidimensional o
plana y un atomo de hierro en estado reducido situado en el centro, a este se unen los cuatro grupos
pirroles mediante valencias de coordinacién. La estructura espacial que adopta el &tomo de hierro en su
unién con la protoforfirina IX hace que posea un total de seis valencias de coordinacién, por lo que
quedan dos libres una para unirse a la cadena de globina (quinta valencia) y otra para unirse
reversiblemente al oxigeno (sexta valencia). Este sdlo se une al Hierro en estado reducido, cuando se
encuentra en estado oxidado el hierro rechaza la uniéon al oxigeno lo que se denomina
Metahemoglobina (<1% en el sujeto adulto sano). La diaforasa (NADH-metahemoglobina reductasa o
citocromo B5 reductasa) mantienen siempre el hierro en estado reducido

En el trascurso del desarrollo humano las distintas cadenas de globina se combinan entre si de distinta
manera dando lugar a distintas formas moleculares de hemoglobina. Durante la vida adulta la
hemoglobina predominante es la HbA,(97%) existiendo una pequefia porcién de hemoglobina A2

(3%).En la vida fetal predomina la denominada HbF que en el adulto es practicamente inexistente.

La estructura terciaria de cada cadena de hemoglobina habilita una cavidad en superficie donde se
inserta el grupo HEMO, asi cada molécula de hemoglobina posee cuatro grupos HEMO.

El metabolismo de excrecion de la hemoglobina se realiza a través del Sistema Mononuclear Fagocitico
(SMF), degradandose la hemoglobina a metahemoglobina y de ahi a Bilirrubina.

UTILIDAD CLINICA:
Método diagndstico de eleccién para el estudio de las Hemoglobinopatias y talasemias
DESCRIPCION DEL METODO:

La Electroforesis Capilar (EC) utiliza el principio de electroforesis en solucidn libre, una técnica de
separacion electrocinética realizada en un tubo de diametro interno inferior a 100 um lleno de un
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tampdn compuesto por electrolitos. Se considera una tecnologia intermedia entre la electroforesis de
zona en soporte y la cromatografia liquida. En este sistema, la inyeccién de las muestras diluidas con
solucidon hemolizante en los capilares se realiza en el dnodo por aspiracidn. La separacién se realiza a
continuacién aplicando una diferencia de potencial de varios miles de voltios en los extremos de cada
capilar. Las hemoglobinas son detectadas directamente en una burbuja existente en el capilar mediante
espectrofotometria de absorbancia a 415 nm, que es la longitud de onda de absorcién especifica de las
hemoglobinas. La deteccién directa proporciona automaticamente una cuantificacidn relativa precisa
de cada fraccidon individual de las hemoglobinas que presenta un interés particular, como la
hemoglobina A2 en el diagndstico de las 8 talasemias.

El resultado, o electroferograma, se compone de 300 lecturas (puntos) consecutivas y se divide en 15
zonas. Para facilitar la interpretacion, los resultados son automaticamente posicionados con respecto a
la HbA. Hemoglobinas normales (y variantes) se muestran como picos y el sistema identifica
automaticamente la zona (Z 1 a Z 15) a la que pertenece una variante. En el caso de muestras sin
presencia de Hb A o Hb A2, la caracterizacidon a partir de las zonas de identificacidn se realiza utilizando

una dilucidn de la muestra con control normal. La cuantificacién en estos casos se obtiene analizando la
muestra inicial (no mezclada con el control).

REQUISITOS DEL PACIENTE:

El paciente no debe haber recibido transfusiones de hemoderivados en los 120 dias previos a realizar
esta prueba.

REQUISITOS DE LA MUESTRA:

Sangre con anticoagulante (EDTA). (Contenedor): Tubo de tapén malva.

VALORES CRITICOS

No aplica

VALORES DE REFRENCIA:

Hemoglobina A 96-98%

Hemoglobina A 2 2.2-3.5%

Hemoglobina F 0.0-1.0%

INTERPRETACION DE LOS RESULTADOS

La interpretacidon del resultado corre a cargo de los médicos del laboratorio de Morfologia de
Hematologia en forma de informe cualitativo y cuantitativo. Mediante este método se pueden detectar

hemoglobinopatias y B talasemias, pudiendo orientarse estudios ulteriores para descartar otras
alteraciones eritrocitarias.

TIEMPO DE RESPUESTA

Area de Morfologia Hematoldgica: 10 dias laborables desde la recepcién de la muestra en el
laboratorio.
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AREA DE TROMBOSIS Y HEMOSTASIA

Tiempo de protrombina
INFORMACION CLINICA

El tiempo de protrombina (TP) o test de Quick es el tiempo que tarda en coagular el plasma de una
paciente al afiadirle un reactivo que contiene tromboplastina y fosfolipidos. Este reactivo se une al
factor VII del plasma y activa a la lamada clasicamente via extrinseca de la coagulacién, que comprende
los factores VII, X, V y II. El factor Il es la protrombina que, una vez activado se convierte en trombina
gue actua sobre el fibrindgeno para formar la fibrina.

Cualquier disminucidn de los factores antes citados, aumenta el TP. También el TP puede aumentar por
accién terapéutica de inhibidores anticoagulantes o por anticoagulantes circulantes.

Aunque el TP se mide en segundos, su resultado se puede expresar de cuatro maneras diferentes que
vamos a explicar a continuacion:

1 — Resultado expresado en SEGUNDOS: Tiene el inconveniente de que depende del reactivo utilizado;
incluso un cambio en el lote de reactivo puede alterar el tiempo de coagulacién.

2 — Resultado expresado como RATIO: Es el cociente entre el TP del paciente y el TP de un individuo
normal. Es el mas util para usar en condiciones normales.

3 — Resultado expresado como TASA: No tiene utilidad, pero se sigue usando como vestigio histdrico. Si
se dice que un paciente tiene una tasa de protrombina de un 50% equivale a decir que el tiempo que
tarda en coagular su plasma es igual al de un paciente normal con el plasma diluido a la mitad.

4 — Resultado expresado como ratio internacional normalizado (INR): Se usa en el tratamiento con
anticoagulantes orales (ver prueba especifica: Control de TAO-INR), y se hizo necesario debido a la
distinta sensibilidad de las tromboplastinas comerciales usadas como reactivo. Cada tromboplastina
comercial tiene un indice de sensibilidad internacional (ISI) que se obtiene al compararla con una
tromboplastina patréon de la OMS. El ISI interviene en el célculo del INR del modo siguiente: INR =
RatiolSlI.

UTILIDAD CLINICA

El TP estd alargado en el déficit de los factores de coagulacién I, V, VIl y X. Como la mayoria de estos
factores son vitamina K dependientes y de sintesis hepatica, su estudio es util para valorar funcion
hepatica y para controlar el tratamiento con anticoagulantes orales de tipo cumarinico; sin embargo, el
TP no es sensible para déficit de factores VIII, IX, Xl y XII.
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Coagulométrico o cronométrico: La adicion de tromboplastina calcica al plasma del paciente, en
presencia de iones calcio inicia la activacion de la via extrinseca de la coagulaciéon. Mide el tiempo que
tarda en formarse el coagulo.

REQUERIMIENTOS DEL PACIENTE

No precisa.

REQUISITOS DE LA MUESTRA

Sangre con anticoagulante (citrato sédico). (Contenedor): Tubo de pldastico tapdn azul.

VALORES DE REFERENCIA

TP(segundos)

TP(%)

TP (ratio)

Edad Limite inferior | Limite superior
segundos Segundos

0 dias —1 mes 9.5 12.6

1-5 meses 9.7 12.8

6-11 meses 9.8 13

1-5 afios 9.9 13.4

6-10 afos 10 14.6

11-17 afios 10 14.1

18-150 afios 9.0 15.0

Edad Limite inferior | Limite superior
(%) (%)

0-150 afios 65 125

Edad Limite inferior | Limite superior
(ratio) (ratio)

0-150 afos 0.80 1.40
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VALORES CRITICOS

Tiempo de protrombina (INR) > 5 y/o Tasa de protrombina (%) <25 %.

INTERPRETACION DE LOS RESULTADOS
El tiempo de protrombina esta alargado en:
Déficit de factor VII.
Déficit de factor X.
Déficit de factor V.
Déficit de factor II.
Déficits combinados de factores por hepatopatia.
Coagulacioén intravascular diseminada (CID.
Déficit de vitamina K, incluido el tratamiento anticoagulante oral.
Tratamiento trombolitico reciente.
El tiempo de protrombina puede estar acortado en:
Tratamiento con estrégenos.
Gestacion.
Mutacién de protrombina.

Alteraciones preanaliticas (Hemolisis, ictericia, hiperbilirrubinemia, muestra coagulada...)

TIEMPO DE RESPUESTA
Area de Trombosis y Hemostasia Core: 1 dia laborable.

Area de Trombosis y Hemostasia Urgente: 45 minutos
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Fibrinégeno derivado

INFORMACION CLINICA

El fibrindgeno es una glucoproteina sintetizada en el higado. Es el factor | de la coagulacidn y el sustrato
final a partir del cual se produce el coagulo. Al actuar la trombina activada sobre la molécula del
fibrindgeno, se liberan dos pequefios péptidos (fibrinopéptidos A y B) dando lugar a la formacién de
mondmeros de fibrina. Los mondmeros de fibrina se polimerizan y se estabilizan por accién del factor
Xllla para formar el coagulo. El fibrindgeno estd ausente en la afibrinogenemia congénita que causa
trastornos hemorragicos. Hay numerosas variantes hereditarias del fibrinogeno (disfibrinogenemias)
algunas de las cuales dan lugar a trastornos de la coagulacion y didtesis hemorragica y otras tendencias
a la trombosis.

El fibrinégeno también es un reactante de fase aguda y se eleva en estados de stress o inflamatorios
producidos por infecciones, heridas, cirugia, traumatismos, asi como en el embarazo.

UTILIDAD CLINICA

El fibrindgeno se usa para el diagndstico de trastornos hemorragicos o trombéticos, estudios de TP y
TTPA alargados, sospecha de CID y como marcador de riesgo de enfermedad cardiovascular.

DESCRIPCION DEL METODO

Espectofotométrico. Mide el aumento de absorbancia producido al formarse el codgulo cuando se hace
del test de protrombina.
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REQUERIMIENTOS DEL PACIENTE

No precisa.

REQUISITOS DE LA MUESTRA

Sangre con anticoagulante (citrato sédico). (Contenedor): Tubo de pldstico tapén azul.

VALORES DE REFERENCIA

Edad Limite inferior | Limite superior
(mg/dL) | (mg/dL)
0 dias—1 mes 143 402
1-5 meses 150 376
6-11 meses 157 360
1-5 afios 188 413
6-10 afios 189 475
11-17 aios 177 420
0-150 anos 150 600
VALORES CRITICOS

<100 mg/dI

INTERPRETACION DE RESULTADOS

Se encuentran valores bajos de fibrindgeno en: afibrinogenemia, hipofibronogenemia,
disfibrinogenemias, coagulopatia por consumo, insuficiencia hepatica.

Se encuentran valores altos de fibrindgeno en: infecciones agudas, embarazo, anticoncepcién oral,
cancer, enfermedad coronaria aguda, trastornos inflamatorios, traumatismos.

TIEMPO DE RESPUESTA

Area de Trombosis y Hemostasia Core: 1 dia laborable.

42



Biblioteca de pruebas Laboratorios de Hematologia.AGC Laboratorio de Medicina. Ed 09

Area de Trombosis y Hemostasia Urgente: 45 minutos
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Fibrinogeno Clauss
INFORMACION CLINICA

El fibrindgeno es una glucoproteina sintetizada en el higado. Es el factor | de la coagulaciéon y el sustrato
final a partir del cual se produce el coagulo. Al actuar la trombina activada sobre la molécula del
fibrindgeno, se liberan dos pequenos péptidos (fibrinopéptidos A y B) dando lugar a la formacién de
mondmeros de fibrina. Los mondmeros de fibrina se polimerizan y se estabilizan por accidn del factor
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Xllla para formar el coagulo. El fibrindgeno estd ausente en la afibrinogenemia congénita que causa
trastornos hemorragicos. Hay numerosas variantes hereditarias del fibrinégeno (disfibrinogenemias)
algunas de las cuales dan lugar a trastornos de la coagulacion y didtesis hemorrdgica y otras tendencias
a la trombosis.

El fibrinégeno también es un reactante de fase aguda y se eleva en estados de stress o inflamatorios
producidos por infecciones, heridas, cirugia, traumatismos, asi como en el embarazo.

La determinacidn del Fibrindgeno clauss esta indicada cuando los resultados del Fibrindgeno Derivado
estan fuera de los limites de normalidad, especialmente cuando son inferiores a 100-120 mg/Dl.

UTILIDAD CLINICA

El fibrindgeno se usa para el diagndstico de trastornos hemorragicos o trombéticos, estudios de TP y
TTPA alargados, sospecha de CID y como marcador de riesgo de enfermedad cardiovascular.

DESCRIPCION DEL METODO
El método mds informativo es el coagulativo de Clauss, que valora el fibrinédgeno funcional.

Con una concentracion elevada de trombina (70-100 U/ml) el tiempo de coagulacidon de un plasma es
inversamente proporcional a la concentracidn de fibrindgeno.

REQUERIMIENTOS DEL PACIENTE

No precisa.

REQUISITOS DE LA MUESTRA

Sangre con anticoagulante (citrato sédico). (Contenedor): Tubo de plastico tapdn azul.

VALORES DE REFERENCIA

De 0 dias a 30 dias (143,00 - 402,00)

De 1 meses a 5 meses (150,00 - 376,00)

De 6 meses a 11 meses (157,00 - 360,00)

De 1 afos a 5 anos (188,00 - 413,00)

De 6 afos a 10 anos (189,00 - 475,00)

De 11 afios a 17 aios (177,00 - 420,00)

De 18 aiios a 150 afos (150,00 - 600,00)

VALORES CRITICOS

<100 mg/dL
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INTERPRETACION DE RESULTADOS
Se encuentran valores bajos de fibrindgeno. Es en estos casos donde la determinacién del Fibrinégeno
Clauss tiene sentido para despistaje y orientacién terapéutica en hepatopatias, hemorragias severas,

coagulopatias de consumo, tratamientos fibrinoliticos e hipo- o disfibrinogenemias.

Se encuentran valores altos de fibrindgeno en: infecciones agudas, embarazo, anticoncepcién oral,
cancer, enfermedad coronaria aguda, trastornos inflamatorios, traumatismos.

TIEMPO DE RESPUESTA

Area de Trombosis y Hemostasia Core: Un dia laborable.

Area de Trombosis y Hemostasia de Laboratorio de Respuesta Rapida: 45 Minutos.
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Tiempo de Tromboblastina Parcial Activada (TTPA)

INFORMACION CLINICA

El TTPA o tiempo de cefalina activada, mide el tiempo que tarda en coagular una muestra de plasma del
paciente con un reactivo que contiene fosfolipidos y un activador de silice que proporciona una
superficie que participa en un cambio conformacional del factor Xl plasmatico, lo que produce su
activacion. El factor Xlla forma un complejo con otros dos componentes plasmaticos, el cininégeno de
alto peso molecular (factor Fitzgerald) y la precalicreina (factor Fletcher). Estas tres glucoproteinas
plasmaticas denominadas factores de activacion por contacto, inician la formacién del coagulo in vitro,
pero no participan en la coagulacion in vivo.

Las deficiencias de factores que causan resultados prolongados del TTPA son, por orden de reaccién, el
X1, IX, VIII, X, V, protrombina y fibrinégeno, cuando éste es inferior a 100 mg/dl. El TTPA también esta

prolongado en presencia de anticoagulante lUpico, anticuerpo antifactor VIII y heparina no fraccionada.
Las deficiencias de los factores VIl y Xlll no tienen efecto sobre el TTPA.

UTILIDAD CLINICA

El TTPA se utiliza para el estudio de los factores de la via intrinseca de la coagulacién, monitorizacion del
tratamiento con heparina no fraccionada o presencia de anticoagulante IUpico u otros inhibidores.

DESCRIPCION DEL METODO

Coagulométrico o cronométrico. El plasma del paciente es incubado con una cantidad dptima de
fosfolipidos, tromboplastina activada, una superficie de contacto cargada negativamente y tampdn, lo
gue inicia la activacion de la via intrinseca de la coagulacion. Después de una incubacion a 372C durante
un determinado periodo de tiempo, la adicion de Cl2Ca desencadena el proceso de la coagulacion y se
mide el tiempo requerido para la formacién del codgulo.

REQUERIMIENTOS DEL PACIENTE

No precisa.

REQUISITOS DE LA MUESTRA

Sangre con anticoagulante (citrato sodico). (Contenedor): Tubo de plastico tapon azul.

VALORES DE REFERENCIA
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TTPA (segundos)

Edad Limite inferior | Limite superior
segundos Segundos

0 dias—1 mes 27.6 45.6

1-5 meses 24.8 40.7

6-11 meses 25.1 40.7

1-5 afios 24.0 39.2

6-10 afios 26.9 38.7

11-17 afos 24.6 38.4

18-150 afios 20 40

TTPA(ratio)
T.Tromboplastina | De 0 a 1 meses (0,70 - 1,45)
parcial (R.) De 1 mes a 150 afios (0,70 - 1,45)
VALORES CRITICOS
TTPA>85s

INTERPRETACION DE LOS RESULTADOS

El TTPA esta alargado en:

-Déficit de calicreina.

-Déficit de kinindgeno de alto peso molecular.
-Déficit de factor XII.

-Déficit de factor XI.

-Déficit de factores VIl y IX: Hemofilias Ay B.
-Déficit de factor X.

-Déficit de factor V.

-Anticoagulantes especificos.
-Anticoagulante lupico.

-Tratamiento con heparina no fraccionada.
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-Tratamiento con hirudina.

-Alteraciones preanaliticas: Muestra con volumen insuficiente, hipertrigliceridemia por encima de 1.
000.

El TTPA estd normal en:
-Déficit de factor VII.

-Tratamiento con heparinas de bajo peso molecular.

TIEMPO DE RESPUESTA

Area de Trombosis y Hemostasia Core: 1 dia laborable.

Area de Trombosis y Hemostasia Urgente: 45 minutos
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Tiempo de Trombina
INFORMACION CLINICA

La adicion de bajas concentraciones de trombina al plasma da lugar a la coagulacion del fibrindgeno en
un tiempo que dependera no solo de la concentracién de este, sino también de la funcionalidad de la
molécula y de la presencia de inhibidores de la formacidn de fibrina.
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UTILIDAD CLINICA

Es util como pasa siguiente en el estudio del TTPA alargado ayudando a identificar la causa de
prolongacion del mismo. El tiempo de trombina se encuentra alargado en Hipo/dis-fibrinogenemia:
congénitas o adquiridas (hepatopatia, CID, hiperfibrinolisis, farmacos), presencia de Heparina en la

muestra, cuando existen anticuerpos anti-trombina y cuando se encuentran elevacién de productos de
degradacion del fibrindgeno, paraproteinas, amiloidosis.

DESCRIPCION DEL PROCEDIMIENTO

Esta prueba mide el tiempo de coagulaciéon del plasma citratado en presencia de una cantidad fija
detrombina. Permite la valoracidn de transformacion del fibrindgeno en fibrina.El reactivo para esta
prueba debe ser estable y sensible a la presencia de heparina terapéutica.

REQUISITOS DEL PACIENTE

No precisa.

REQUISITOS DE LA MUESTRA:

Sangre con anticoagulante (citrato sédico). (Contenedor): Tubo de pldstico tapdén azul.

VALORES DE REFERENCIA:
Tiempo de Trombina: 10-18 s

Tiempo de Trombina (Ratio): 0.8-1.3

VALORES CRITICOS:

No aplica

INTERPRETACION RESULTADOS
La prueba se prolonga por reduccidn en la concentracién de fibrindgeno, pero también por marcada

elevacion del mismo (mas de 6 g/l) y por alteraciones funcionales de su molécula (disfibrinogenemia),
frecuentes en las hepatopatias. Es muy sensible a la presencia de heparina y se prolonga también por
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interferencias en la polimerizacién de la fibrina, como la concertacidén elevada de productos de
degradacion de la fibrina (dimero D) o del fibrinégeno (PDF).

TIEMPO DE RESPUESTA
Area de Trombosis y Hemostasia Core: 1 dia laborable.

Area de Trombosis y Hemostasia Urgente: 45 minutos
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Tiempo de reptilase

INFORMACION CLINICA

Es una variante del Tiempo de trombina. El veneno de las viboras del género Bothrops contiene una
enzima la batroxobina que es tipo trombina y que sdlo libera FibrinopétidoA,no se inhibe por Heparina
o Antitrombina lIl.

UTILIDAD CLINICA

Este tiempo se alarga en los mismos supuestos que se han descrito para el tiempo de trombina, pero no
se altera cuando existe Heparina o farmacos anti —lla como el Dabigatran.

Nos sirve por lo tanto para descartar alteraciones del TTPA por presencia de estos farmacos.

DESCRIPCION DEL PROCEDIMIENTO:

Esta prueba mide el tiempo de coagulacién del plasma citratado en presencia de una cantidad fija de
trombina y afiadiendo veneno de la vibora BothropsAtrox.Permite la valoracion de transformacion del
fibrindgeno en fibrina de manera independiente a los farmacos tipo Heparina o anti-lla (Dabigatran)
REQUISITOS DEL PACIENTE

No precisa.

REQUISITOS DE LA MUESTRA

Sangre con anticoagulante (citrato sédico). (Contenedor): Tubo de plastico tapon azul.

Valores de Referencia:

Tiempo de Reptilase: 10-18 s

Tiempo de Reptilase (Ratio): 0.8-1.3

VALORES CRITICOS

No aplica

REQUISITOS DEL PACIENTE

No precisa.

REQUISITOS DE LA MUESTRA
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Sangre con anticoagulante (citrato sédico). (Contenedor): Tubo de pldstico tapdén azul.

TIEMPO DE RESPUESTA

Area de Trombosis y Hemostasia Core: 1 dia laborable.
Area de Trombosis y Hemostasia Urgente: 45 minutos.
INTERPRETACION RESULTADOS

Se trata de una prueba complementaria del tiempo de trombina, ya que se prolonga por las mismas
causas que este excepto por la presencia de heparina o de inhibidores directos de la trombina. Su
normalidad en presencia de un tiempo de trombina prolongado sefiala la presencia de heparina (por
administracién terapéutica o por contaminacion durante su extraccidn) o de inhibidores de la trombina
(dabigatradn, etc.). Por otra parte, permite detectar otras causas de prolongacion del tiempo de
polimerizacién de la fibrina en pacientes tratados con heparina.
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Productos de Degradacion del Fibrindgeno (PDF)

INFORMACION CLINICA

La plasmina circulante actta sobre la fibrina y el fibrindgeno generando una serie de productos de
degradacion conocidos como FDP, siendo éstos uno de los marcadores mas importantes para el
seguimiento de los desérdenes fibrinoliticos que ocurren en el organismo, especialmente para el
diagndstico y observacién del progreso de la coagulacién intravascular diseminada (CID). Su

determinacién es también util para diagnosticar trombosis y monitorizar la eficiencia de los
tratamientos tromboliticos.

UTILIDAD CLINICA

Diagndstico y seguimiento de la coagulacidn Intravascular diseminada (CID).

Diagnéstico de fendmenos trombéticos y monitorizacién de los tratamientos Tromboliticos.
DESCRIPCION DEL METODO

El Reactivo Latex es una suspensidon de particulas de Iatex de poliestireno de tamafio uniforme, a las que
se les ha unido un anticuerpo monoclonal altamente especifico contra el fragmento D incluido en los
productos solubles derivados de la fibrina/fibrindgeno. Cuando un plasma que contiene PDF se mezcla
con el Reactivo Latex y el Tampdn de Reaccidn, las particulas de latex aglutinan. El grado de aglutinacién
es directamente proporcional a la concentracién de FDP en la muestra y se determina midiendo el
descenso de la luz transmitida causado por los agregados (inmunoensayo turbidimétrico).

VALORES DE REFERENCIA

Concentraciones superiores a 2.01 ug/mL indican presencia elevada de PDF, concentraciones inferiores
a 2.01 ug/mL indican negatividad.

VALORES CRITICOS

No aplica

REQUISITOS DEL PACIENTE
No precisa.
REQUISITOS DE LA MUESTRA

Sangre con anticoagulante (citrato sédico). (Contenedor): Tubo de pldstico tapdn azul.
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TIEMPOS DE RESPUESTA
Area de Trombosis y Hemostasia Rutina: 1 Dia Laborable.

Area de Trombosis y Hemostasia Laboratorio de Respuesta Répida: 45 minutos

INTERPRETACION DE LOS RESULTADOS

La deteccidon de concentraciones elevadas de PDF ayuda para establecer diagndstico de coagulacion
intravascular diseminada. La presencia de PDF altos indica que el proceso fibrinolitico tiene una alta
probabilidad de ser asociado con CID.

Los PDF también estdn elevados en la fibrinolisis primaria. Este método puede ser utilizado en la
monitorizacion de la terapia fibrinolitica que se usa en el tratamiento del embolismo pulmonar, infarto

de miocardio o accidente cerebrovascular trombdtico.

Los PDF también se elevan en los estados inflamatorios y algunas enfermedades hepaticas
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D-Dimero

INFORMACION CLINICA
El D-dimero se origina por accién de la plasmina sobre la fibrina estabilizada por el factor XllI liberando

un fragmento de la fibrina que contiene una unidn intermolecular entre las cadenas gamma de dos
mondmeros de fibrina. Su presencia confirma que ha ocurrido la formacién de trombina y plasmina.

UTILIDAD CLINICA

Diagnéstico de Exclusion de ETEV

Riesgo de retrombosis en ETEV

Diagndstico y seguimiento de CID
Monitorizacion de tratamientos fibrinoliticos

Marcador de estados protrombdticos

DESCRIPCION DEL METODO

El reactivo para la determinacidon de D-Dimero es una suspensién de particulas de latex de poliestireno
de tamafio uniforme, a las que se les ha unido el fragmento F(ab’)2 de un anticuerpo monoclonal
altamente especifico contra el dominio Dimero-D contenido en los derivados solubles de la fibrina. El
uso del fragmento F (ab’)2 permite una deteccidn mas especifica del Dimero-D evitando la interferencia
de algunos factores endégenos como el Factor Reumatoide. Cuando se mezcla un plasma que contiene
Dimero-D con el Reactivo Latex y el Tampon de Reaccidn, las particulas aglutinan. El grado de
aglutinacidn es directamente proporcional a la concentracion de Dimero-D contenida en el plasma. Los
agregados causan un descenso de la luz transmitida (inmunoensayo turbidimétrico)

REQUERIMIENTOS DEL PACIENTE

No precisa.

REQUISITOS DE LA MUESTRA

Sangre con anticoagulante (citrato sédico). (Contenedor): Tubo de plastico tapon azul.
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VALORES DE REFERENCIA

De 215-500 ng/mL FEUen adultos a partir de 18 afios, para resto de resultados por rango de
edad véase la siguiente tabla:

Ddimero Unidades Edad Edad superior
inferior

445,00 - 1200,00 ng/mL FEU Odias 30dias

215,00 - 878,00 ng/mL FEU 1 mes 5 meses

215,00 - 844,00 ng/mL FEU 6 meses 11 meses

215,00 - 780,00 ng/mL FEU 1 afio 5 afios

215,00 - 567,00 ng/mL FEU 6 anos 10 afios

215,00 - 580,00 ng/mL FEU 11 anos 17 afios

VALORES CRITICOS

No aplica

INTERPRETACION DE RESULTADOS

Se encuentran valores elevados en procesos fibrinoliticos secundarios:
Coagulacion intravascular diseminada (CID)

Embolismo pulmonar / Trombosis venosa profunda

Neoplasias, incluso en ausencia de una CID "abierta"

Cirrosis hepatica

Insuficiencia respiratoria crdnica

Infarto de miocardio

Enfermedades obstétricas como la preeclampsia

Traumatismos

Glomerulonefritis membranoproliferativa

Estan ausentes en las hiperfibrinolisis primarias

TIEMPO DE RESPUESTA

Area de Trombosis y Hemostasia del Laboratorio de Respuesta Répida: 45 min.

Area de Trombosis y Hemostasia Core: Un dia laborable.
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Control de Tratamiento anticoagulante oral por AVK (INR)

INFORMACION CLINICA:

El objetivo del tratamiento anticoagulante oral con cumarinas es producir una anticoagulacion
controlada con el fin de mantener un mdaximo de proteccidn antitrombética. Estos farmacos
anticoagulantes antagonizan el efecto de la vitamina K lo que conduce a la formacién de precursores de
factores vitamina K dependientes, proteina Cy S que son bioldgicamente inactivos en higado y plasma.

Un principio basico en el manejo de estos farmacos anticoagulantes es encontrar la dosis necesaria para

obtener su efecto dentro de unos intervalos seguros y que varia en funcién de cada individuo, asi como
de la patologia por la que se indica este tratamiento antitrombdtico.

UTILIDAD CLINICA:

Monitorizacidon del efecto anticoagulante de los farmacos AVK. La seguridad de este tratamiento
(disminucion de complicaciones hemorrégicas) y la eficacia del mismo (disminucidon de complicaciones
trombdticas), dependen en buena medida de una determinacion analitica correcta.

En cualquiera de las situaciones en que esté indicado el tratamiento, entre ellas:

Prevencidén primaria

» Fibrilacion

Auricular

> Protesis valvulares
mecanicas
Protesis valvulares
bioldgicas
Valvulopatia mitral
IAM
Prevencion secundaria
IAM (prevencién
secundaria)
Trombosis venosa
con o sin
Trombofilia
asociada.
» ACV en ACxFA

\4

Y |VI|V V¥V

\4

DESCRIPCION DEL METODO
El efecto de las antivitaminas K es variable entre pacientes, por lo que las dosis eficaces deben indicarse

tras la realizacién de un control analitico. Tradicionalmente, la prueba utilizada para el control del TAO
es el tiempo de protrombina. El test se realiza afiadiendo tromboplastina (extracto de tejidos con factor
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tisular y fosfolipidos) a una muestra de plasma citratado recalcificado (método en un paso, one-stage),

registrandose el tiempo de coagulacion.

La sensibilidad de la tromboplastina a la reduccién de los factores vitamina K dependientes inducida por
AVK es una variable critica en el test y depende de la naturaleza del reactivo. Algunas tromboplastinas
son muy sensibles (detectan pequefias reducciones de factores) mientras que otras son insensibles.
Como consecuencia, los pacientes pueden recibir diferentes dosis de anticoagulante oral dependiendo

de la tromboplastina utilizada.

Con el fin de evitar este efecto, actualmente la expresidn del resultado del TP se realiza en forma de
Ratio Internacional Normalizado (INR), que permite la correccién de ratio del tiempo de protrombina
por un factor (ISI, indice de Sensibilidad Internacional) que refleja la sensibilidad de la tromboplastina

usada en el test.

ISI
TP paciente

INR =

TP normal medio

Ventajas del sistema INR

Limitaciones del sistema INR

Independencia del reactivo.

Establecimiento de rangos terapéuticos uniformes,
independientes del laboratorio o pais.

Comparacion efectiva de los resultados de ensayos
clinicos.

Sencillo de monitorizar.

Tedricamente, mejor control con menos

complicaciones y fracasos del tratamiento.

Unicamente utilizable para el control del TAO.
Posible utilidad como factor prondstico en
hepatopatias (sistema MELD).

Precision dependiente del ISI
coagulémetro sobre el reactivo.

y efecto del

Parametro calculado, con posibilidad de calculo
incorrecto (ISl y TP normal medio).
determinacion

Interferencias  en la

Antifosfolipido).

(A.

VALORES DE REFERENCIA:

INR: 0.8-1.40

VALORES CRITICOS:

INR superior o igual a 5.0
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TIEMPO DE RESPUESTA:

Area de Trombosis y Hemostasia Core: 1 dia laborable.
Area de Trombosis y Hemostasia Urgente: 45 minutos
INTERPRETACION DE LOS RESULTADOS:

Los valores del INR en pacientes con terapia anticoagulante tienen distintos rangos de efectividad y
seguridad segun la indicacion clinica de la terapia antitrombética; entre 2-3 (En Fibrilacion Auricular, en
protesis metalicas en posicidon adrtica...), 2.5 a 3.5 (en proétesis metalicas en posicidon mitral, en sindrome
antifosfolipido de alto riesgo...) e incluso rangos de 3.0-4.0 (prétesis metdlicas tricuspideas...).Estos
rangos se han establecido en funcién de la correcta prevencion de la enfermedad tromboembdlica con
un riesgo hemorragico espontdneo aceptable.

Valores superiores a un INR de 4.0 aumentan considerablemente el riesgo de hemorragia intracraneal,
asi como cifras inferiores a 2.0 aumentan exponencialmente el riesgo de cuan cuadro trombdtico en

pacientes con indicacion de tratamiento anticoagulante oral.

Por otro lado, el INR puede utilizarse como uno de los criterios para graduar la gravedad de la cirrosis o
disfuncién hepatica y como marcador de riesgo hemorragico en pacientes con hemorragias masivas.
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Niveles anti -Xa HPBM

INFORMACION CLINICA:

La Heparina es el fdrmaco antitrombdtico utilizado con mas frecuencia. La actividad bioldgica de este
glicosaminoglicano sulfatado estd en su capacidad de acelerar (hasta 2000 veces) el efecto inhibidor de
la antitrombina sobre las proteasas de la coagulacién. En los ultimos afios se ha demostrado que la
LMWH, ademas de ser tan eficaz terapéuticamente como la UFH, tiene una vida media mas larga

UTILIDAD CLINICA:

Las HBPM no prolongan el TTPA de forma habitual, por lo que su monitorizacién debe realizarse
mediante la determinacion de la actividad anti-factor X activado (anti-factorXa). La extraccion puede
realizarse a las 4 horas tras la administracion de la dltima dosis (a partir de la primera administracién de
HBPM). Mediante este examen se determina el anti-factorXa en la sangre. La cantidad de factor Xa en la
sangre disminuye en funcion de la cantidad de heparina plasmatica.

En concreto, se recomienda la estrecha monitorizacién de los niveles de anti-factorXa en los siguientes
grupos de pacientes:

Pacientes obesos
Embarazo

Ancianos de >80 afios
Edad pediatrica

Insuficiencia Renal (recomendable monitorizar la actividad anti-Xa cuando se administra HBPM a dosis
terapéuticas en pacientes con un aclaramiento de creatinina < 30 ml/min).

En pacientes bajo tratamiento con HPBM a dosis aparentemente adecuadas y con nuevo episodio de
trombosis o episodios de sangrado moderado-grave.

DESCRIPCION DEL METODO

La heparina de bajo peso molecular (HBPM) se analiza como un complejo con la antitrombina presente
en la muestra de plasma. Se mezcla el plasma que aporta HBPM con una cantidad fija de factor Xa y de
un sustrato sensible al factor Xa. Se producen dos reacciones en competencia. Una es la inhibicién del
FXa por el complejo heparina-antitrombina y la otra es la rotura del sustrato por el FXa que genera
color. La DO final o el incremento de DO/min son inversamente proporcionales a la concentraciéon de
heparina presente en el plasma.
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REQUISITOS DEL PACIENTE

Estar bajo tratamiento o profilaxis antitrombdtica con heparinas de bajo peso molecular,
administrandose la ultima dosis 4 horas antes de la extraccién analitica.

REQUISITOS DE LA MUESTRA

Sangre con anticoagulante (citrato sédico). (Contenedor): Tubo de plastico tapdn azul con arandela
negra.

VALORES DE REFERENCIA

Niveles profilacticos y terapéuticos a las 4 horas de la administracién de HPBM:

Con dosis profilacticas: 0.2-0.5 Ul/ml

Con dosis terapeuticas:

- Bemiparina 0,8-1,2 Ul/mL

- Dalteparina 0,5-1,5 Ul/mL

- Enoxaparina:

- Pauta 1 mg/Kg/12h 0,6-1,0 Ul/mL

- Pauta 1,5 mg/Kg/24h 1,0-2,0 Ul/mL

- Tinzaparina 0,5-1,5 Ul/mL

>2.0 Ul/mL elevado riesgo de sangrado .Valorar ajuste posoldgico.
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Valores Criticos:

No aplica

TIEMPO DE RESPUESTA

Area Trombosis y Hemostasia Especial: Un dia laborable.

INTERPRETACION DE RESULTADOS
La determinacién de anti-factorXa, es el método de eleccion para determinar el rango terapéutico

apropiado de HBPM o profildctico en las situaciones espaciales antes mencionadas, donde las dosis
prefijadas de HPBM no deben usarse sin esta monitorizacién.
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Niveles Anti-XaRivaroxaban, Niveles anti-XaApixaban y Niveles Anti-
XaEdoxaban

INFORMACION CLINICA:

Los inhibidores directos del FXa son anticoagulantes que se unen al FXa sin la mediacién de la
antitrombina. Tras la unién, el FXa ya no puede contribuir al proceso de coagulacién, por lo que se
produce un efecto anticoagulante.

Existen varias indicaciones para las que estos anticoagulantes orales de accion directa estan aprobados

en la actualidad, como son la Fibrilacién auricular no valvular, el tratamiento de la enfermedad
tromboembolica venosa y su profilaxis tanto primaria como secundaria.

UTILIDAD CLINICA:

Existen circunstancias especiales en las cuales la medicidén de los efectos farmacodindmicos después de
la administracién terapéutica del anticoagulante, pueden ser necesarias en las siguientes situaciones:

Conocer si el paciente toma el anticoagulante.

Si se precisa una rapida reversion del efecto por complicaciones hemorrégicas, cirugias urgentes
tratamientos que puedan incrementar el riesgo trombético (por ejemplo, agentes fibrinoliticos).

En complicaciones tromboembdlicas para conocer si se relaciona con incumplimientos del
tratamientos o fallo terapéutico.

Determinar el momento 6ptimo del paso de un anticoagulante a otro. e) Reversidn para cirugias
programadas.

Valorar el riesgo de anticoagulacidon excesiva en casos de deterioro de la funcidn renal o Hepatica.
Valorar la dosificacidn en pacientes con pesos extremos.
Valorar el efecto anticoagulante en intentos de suicidios o intoxicaciones involuntarias.

Identificar posibles interacciones medicamentosas

DESCRIPCION DEL METODO:

El FXa en el plasma escinde a la protrombina para generar trombina, enzima responsable de la
formacidn del coagulo de fibrina. En presencia de Rivaroxaban o Apixabdn, se produce una competencia
entre el mecanismo fisioldgico y la inhibicion directa del FXa por Rivaroxabdn,Apixaban o Edoxaban. El
ensayo cromogeénico se basa en un principio similar: a partir de la adicidon de FXa en exceso a la mezcla
formada por el plasma del paciente y el sustrato cromogénico especifico para FXa, se producen
simultdneamente dos reacciones:
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a) hidrdélisis del sustrato por parte del FXa

b) inhibicién del FXa por Rivaroxaban o Apixaban presente en el plasma. Transcurrido el tiempo
necesario para que se establezca el equilibrio de la reaccion de competicién, se mide a 405 nm la
paranitroanilina liberada del sustrato cromogénico, que es inversamente proporcional a la

concentraciéon de la droga en el plasma. El ensayo puede realizarse en equipos automadticos
(coaguldmetros) o semiautomaticos (lectores de ELISA).

REQUISITOS DEL PACIENTE:
Estar bajo tratamiento o profilaxis antitrombdtica con farmacos anticoagulantes anti-Xa(rivaroxaban o

apixaban), y haber tomado el fdrmaco 3 horas antes (niveles pico) o 12 horas antes (niveles valle) en el
caso de apixaban o 24 horas antes (niveles valle) en el caso de rivaroxaban.

REQUISITOS DE LA MUESTRA:

Sangre con anticoagulante (citrato sédico). (Contenedor): Tubo de plastico tapdn azul con arandela
negra.

VALORES DE REFERENCIA:
Para Apixaban:

Apixaban 2.5 mg cada 12 horas:

Concentracién maxima (2 h tras la toma):69 -221 ng/mlL.
Concentracién valle (12 h tras la toma):34-162 ng/mL.

Apixaban de 5 mg cada 12 h:

Concentracién maxima (2 h tras la toma):91-321 ng/mL.
Concentracién valle (12 h tras la toma):41-230 ng/mL.

Apixaban de 10 mg cada 12 h:

Concentracién maxima (2 h tras la toma): 111-572 ng/mL.

Concentracion valle (12 h tras la toma):41-335 ng/mL.
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Para Rivaroxaban

Rivaroxaban 2.5 mg cada 12 h:

Concentracién maxima (2-4h tras la toma):13-123 ng/mL.
Concentracion valle (12h tras la toma):4.4-18 ng/mL.

Rivaroxaban 10 mg cada 24 h:

Concentracién maxima (2-4h tras la toma):100-250 ng/mL.
Concentracidn valle (24h tras la toma):20-75 ng/mL.

Rivaroxaban 15mg cada 24 h:

Concentracién maxima (2-4h tras la toma):157-321 ng/mL.

Rivaroxaban 20 mg cada 24 h:

Concentraciéon maxima (2-4h tras la toma):110-440ng/mL.
Concentracion valle (24h tras la toma):25-100 ng/mL.

Edoxabdn 10 mg cada 24 horas:

Concentracién maxima (2-4h tras la toma):222-284ng/mlL.
Concentracion valle (24h tras la toma):9-58 ng/mlL.

Edoxaban 30 mg cada 24 horas:

Concentracién maxima (2-4h tras la toma):60-120ng/mL.
Concentracioén valle (24h tras la toma):5-20 ng/mL.

Edoxaban 60 mg cada 24 horas:

Concentracién maxima (2-4h tras la toma):120-250 ng/mL.
Concentracidn valle (24h tras la toma):10-40 ng/mL.
VALORES CRITICOS:

No aplica

TIEMPO DE RESPUESTA:

Area de Trombosis y Hemostasia Especial:15dias
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INTERPRETACION DE RESULTADOS:

La medida puntual del efecto anticoagulante del fdrmaco en situaciones especiales puede: mejorar la
seguridad y eficacia del producto, mejorar el cumplimiento del tratamiento, prevenir
sobredosificaciones, orientarnos sobre la necesidad de tomar o no medidas urgentes en casos de
hemorragias graves, intervenciones prioritarias u otras complicaciones.
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valvular atrial fibrillation: results from ROCKET AF. J Clin Pharmacol. 2014 Aug;54(8):917-27. doi:
10.1002/jcph.288. Epub 2014 Mar 26.

Brian J. Dale, Noel C. Chan and John W. Eikelboom Laboratory measurement of the direct oral
anticoagulants; British Journal of Haematology Volume 172, Issue 3, pages 315-336, February 2016

Hillarp A and cols. Effects of the oral, direct factor Xa inhibitor apixaban on routine coagulation assays
and anti-Xa assays. . Journal of Thrombosis and Haemosthasis 2014

Tripodi A. Laboratory tests and the new oral anticoagulants. Thromb Res 2012; 130 (Suppl 1): S95-S97.

Miyares MA, Davis K. New oral anticoagulants: A review of laboratory monitoring options and reversal
agents in the hemorrhagic patient. Am J Health-SystPharm 2012; 69: 1473-84.

Niveles Anti-llaDabigatran

INFORMACIONCLINICA

Los inhibidores directos de la trombina (DTI) son anticoagulantes que se unen a la trombina sin la
mediacién de la antitrombina. El etexilato de dabigatran es un profarmaco que, una vez absorbido en el
tracto gastrointestinal, se convierte en su forma activa, dabigatran. El dabigatran es un DTI oral cuyo
uso se ha aprobado como alternativa a la warfarina para varias indicaciones terapéuticas, como son la
Fibrilacion auricular no valvular, el tratamiento de la enfermedad tromboembolica venosa y su profilaxis
tanto primaria como secundaria.

UTILIDAD CLINICA
Existen circunstancias especiales en las cuales la medicion de los efectos farmacodinamicos después de
la administracion terapéutica del anticoagulante de accidn directa,como las que se detallan a

continuacion:

Conocer si el paciente toma correctamente el anticoagulante.
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Si se precisa una rapida reversion del efecto por complicaciones hemorragicas, cirugias urgentes o
tratamientos que puedan incrementar el riesgo trombético (por ejemplo, agentes fibrinoliticos).

En complicaciones tromboembdlicas para conocer si se relaciona con incumplimientos del
tratamientos o fallo terapéutico.

Determinar el momento éptimo del paso de un anticoagulante a otro. e)

Reversion para cirugias programadas.

Valorar el riesgo de anticoagulacién excesiva en casos de deterioro de la funcidn renal o hepdtica,
Valorar la dosificacidon en pacientes con pesos extremos.

Valorar el efecto anticoagulante en intentos de suicidios o intoxicaciones involuntarias.

Identificar posibles interacciones medicamentosas

DESCRIPCION DEL METODO

El ensayo usado para determinar los niveles activos de dabigatran en plasma es una prueba de tiempo
de trombina modificada (diluida). El plasma citratado del paciente se diluye con un pool de plasma
normal para reducir las interferencias de variables preanaliticas. A continuacién, se afiade a la muestra
del paciente diluidaauna concentracion fija de trombina bovina reconstituida, lo que activa la cascada
de la coagulacion y convierte el fibrindgeno en fibrina. El tiempo de coagulacidn asociado en segundos
se mide en el autoanalizador. Posteriormente se traza una curva de referencia de dabigatran a partir de
los resultados de tiempo de coagulacién de un patron de plasma de referencia conocido. La
concentracion de dabigatran en lasmuestras de plasma de los pacientes se determina comparando los
valores de tiempo de coagulacién con la curva de referencia.

REQUISITOS DEL PACIENTE

Estar bajo tratamiento o profilaxis antitrombdtica con farmacos anticoagulantes anti-lla(Dabigatran), y
haber tomado el fdrmaco 3 horas antes (niveles pico) o 12 horas antes(niveles valle).

REQUISITOS DE LA MUESTRA

Sangre con anticoagulante (citrato sédico). (Contenedor): Tubo de plastico tapdn azul con arandela
negra.
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VALORES DE REFERENCIA

Dabigatran de 220 mg cada 24 h:

Concentracién maxima (2 h tras la toma): 62-440 ng/mlL.

Concentracion valle (24 h tras la toma): 10-96 ng/mL.

Dabigatrdan de 110 mg cada 12 h:

Concentraciéon maxima (2 h tras la toma): 52-275 ng/mL.

Concentracioén valle (12 h tras la toma): 28-155 ng/mL.

Dabigatran de 150 mg cada 12 h:

Concentracién maxima (2 h tras la toma):64-440 ng/mlL.

Concentracioén valle (12 h tras la toma): 31-225 ng/mL.

VALORES CRITICOS

No aplica.

TIEMPO DE RESPUESTA

Area de Trombosis y Hemostasia Especial: 15dias

INTERPRETACION DE RESULTADOS

La medida puntual del efecto anticoagulante del fdrmaco en situaciones especiales puede: mejorar la
seguridad y eficacia del producto, mejorar el cumplimiento del tratamiento, prevenir

sobredosificaciones, orientarnos sobre la necesidad de tomar o no medidas urgentes en casos de
hemorragias graves, intervenciones prioritarias u otras complicaciones.

BIBLIOGRAFIA
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Trombopenialnducidaporheparina —-TIH IgG
INFORMACION CLINICA

La trombocitopenia inducida por heparina (TIH) es una enfermedad provocada por un inmunocomplejo,
que puede causar elevada morbilidad y mortalidad en pacientes que reciben terapia con heparina. La
TIH es una enfermedad paraddjica ya que la administracion de un anticoagulante para la prevencion de
trombosis, puede provocar un riesgo muy elevado de complicaciones tromboticas venosas y/o
arteriales. Se sospecha la existencia de TIH, cuando los pacientes tratados con heparina no fraccionada
(HNF) o con heparina de bajo peso molecular (HBPM) muestran un descenso del recuento de plaquetas
superior al 50% del nivel basal, habitualmente entre el quinto y el décimo dia del inicio del tratamiento.
También se han descrito casos con un inicio mds temprano o mas tardio. El diagndstico rapido es muy
importante porque de confirmarse un cuadro de TIH, el tratamiento con heparina debe suspenderse y
usarse anticoagulantes alternativos.

La enfermedad de TIH de tipo Il, el tipo inmunoalérgico, esta causada por la aparicion de anticuerpos
activadores de las plaquetas, dirigidos principalmente contra el factor plaquetario 4 (FP4), cuando éste
se encuentra formando un complejo con la heparina (FP4/H) 4. Estos anticuerpos son la causa primaria
de la induccién de la trombosis venosa y arterial. La actual hipétesis de trabajo es que una exposicién
temprana del individuo a los complejos de FP4, quizas inducida por factores enddégenos no relacionados
con la heparina, causaria la agregacién del FP4 y la activacion de las células B mediante las células T. En
otra época, mas tardia, estas células B podrian activarse de nuevo, transitoriamente, en presencia de
agregados de FP4 inducidos por el tratamiento con heparina. La evoluciéon de la patologia estd
principalmente asociada con los anticuerpos dependientes de heparina del tipo IgG. Sin embargo, la
presencia de anticuerpos Unicamente del tipo I1gM y/o IgA se ha observado en algunos pacientes,
incluyendo casos con complicaciones trombdticas

UTILIDAD CLINICA

Para el diagnédstico y seguimiento del Sindrome de Trombopenia inducida por heparina.

70


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/22438031
http://onlinelibrary.wiley.com/doi/10.1111/bjh.2016.172.issue-3/issuetoc

Biblioteca de pruebas Laboratorios de Hematologia.AGC Laboratorio de Medicina. Ed 09

DESCRIPCION DEL METODO

El ensayo HIT-IgG (PF4-H) es un inmunoensayo quimioluminiscente de dos pasos constituido por
particulas magnéticas recubiertas con FP4 en complejo con polivinil sulfonato (PVS) que capturan los
anticuerpos anti-FP4/heparina, si estos estan presentes en la muestra. Tras una incubacion, separacion
magnética y lavado, se afiade un trazador que consiste en un anticuerpo anti-lgG humana marcado con
isoluminol que se puede unir a las I1gG anti-FP4/heparina capturadas en las particulas. Tras una segunda
incubacién, separacion magnética y lavado, se afiaden reactivos que inician la reaccidn luminiscente y la
luz emitida se mide con el sistema dptico del del autoanalizador en unidades relativas de luz (RLU). Las
RLU son directamente proporcionales a la concentracién de anticuerpos IgG anti-FP4/ heparina que
contiene la muestra.

REQUISITOS DEL PACIENTE

Estar bajo tratamiento con Heparinas en el momento del estudio o al menos haberlas recibido 48 horas
antes.

REQUISITOS DE LA MUESTRA

Sangre con anticoagulante (citrato): Tubo con tapdn azul con arandela negra

VALORES DE REFERENCIA
<1.0 U/mL, se interpreta como resultado negativo

>1.0 U/ml, se interpreta como resultado positivo

VALORES CRITICOS

No aplica

TIEMPO DE RESPUESTA

Area de Trombosis y Hemostasia Especial: 30 dias

INTERPRETACION DE LOS RESULTADOS

El anélisis de anticuerpos anti-FP4/H combinado con una apropiada historia clinica constituyen una gran
ayuda en el manejo de los pacientes con sospecha de TIH. Particularmente, un resultado negativo de

anticuerpos anti-FP4/H puede dar soporte a la decisidn clinica de descartar la presencia de TIH y de
continuar con el tratamiento con heparina.
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Un resultado débilmente positivo de anticuerpos antiFP4/H puede indicar que los anticuerpos no
llegaran a activar a las plaguetas, mientras que una fuerte positividad puede indicar un alto riesgo de
TIH. Antes de proceder con la confirmacidn o exclusion del diagnéstico de TIH debe realizarse siempre
una correlacidon con la cinica del paciente, teniendo en cuenta el resultado de las pruebas de estas
pruebas de laboratorio.
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Deteccion de anticuerpos anti-FP4 ELISA

INFORMACION CLINICA

Las trombocitopenias inducidas por la heparina (TIH) se clasifican habitualmente en dos tipos: — las TIH
de tipo |, debidas al efecto trombocitopénico de la heparina, — las TIH de tipo Il, debidas a una reaccién
inmuno-alérgica . Las TIH de tipo Il constituyen una complicacidn rara, pero grave, de los tratamientos
con heparina. Esto ocurre con mayor frecuencia en pacientes que reciben heparinas no fraccionadas
(HNF) que en los que reciben heparinas de bajo peso molecular (HBPM) . Se caracterizan por una caida
brusca del recuento plaquetario entre el quinto y el decimocuarto dia tras iniciar el primer tratamiento
con heparina . En caso de un tratamiento posterior con heparina, este plazo puede ser mas corto . Con
frecuencia, van asociadas a trombosis venosas o arteriales . Al interrumpir el tratamiento y si no se
producen complicaciones, el recuento plaquetario senormaliza en 4 o 7 dias . Se ha demostrado que en
aproximadamente el 85 % de los casos de TIH aparecen anticuerpos dirigidos contra los complejos de
heparina y de PF4 . Se trata en la mayoria de los casos de inmunoglobulinas IgG pero pueden ser
igualmente de clase IgA o IgM. Si bien su presencia no da lugar obligatoriamente a la aparicion de
trombocitopenia (2, 9), constituyen una sefial de alerta. Aproximadamente el 15 % de los pacientes no
presentan anticuerpos antiheparina-PF4. La trombopenia inducida se asocia con la presencia de
anticuerpos dirigidos contra otros compuestos, entre los cuales se encuentran, en especial, la
interleucina 8 y el neutrophil-activating peptide2 (NAP-2).

En casos muy poco frecuentes se han descrito en relacidn con las vacunas de vectores no replicantes de
adenovirus (Vaxzevria® de AstraZeneca y vacuna COVID-19 de Janssen) casos de trombocitopenia
asociada a trombosis, habitualmente en lugares inusuales. El periodo de aparicidn de los sintomas
sueloscilar entre los 3-21 dias tras la vacunacion, aunque se han descrito casos hasta 28 dias después.

Los eventos trombdticos descritos habitualmente son de localizacién inusual (trombosis venosa
cerebral, trombosis de localizacidon esplacnica,) aunque también se han dado casos de ETEV mas

habitual como TVP o TEPA. En estos casos el diagnostico se apoya en la deteccidon de anticuerpos FP4
por este métodos

UTILIDAD CLINICA
Para el diagndstico y seguimiento del Sindrome de Trombopenia inducida por heparina.

Para el diagndstico de la Trombocitopenia inmune protrombdtica asociada a la vacunacién (VITT)

DESCRIPCION DEL METODO

Es un método ELISA parcialmeteautomatizadocon el siguiente fundamento:

Un soporte plastico recubierto de complejos de heparina-PF4 fija los anticuerpos anti-heparina-PF4
eventualmente presentes en la muestra a probar. Estos anticuerpos fijados son puestos en evidencia

con la ayuda de un inmunoconjugado constituido de anticuerpos anti-lgG humanas acoplados a la
peroxidasa, que se fija a los anticuerpos del paciente. La peroxidasa ligada se mide por su actividad
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sobre el sustrato TMB. La intensidad de la coloracién producida tras detener la reacciéon con un acido
fuerte, esta en relacién con la concentracién inicial de autoanticuerpos presente en la muestra.

REQUISITOS DEL PACIENTE

Estar bajo tratamiento con Heparinas en el momento del estudio o al menos haberlas recibido 48 horas
antes.

Haber recibido vacunasde vectores no replicantes de adenovirus contra la COVID -19 (Vaxzevria® de
AstraZeneca y vacuna COVID-19 de Janssen) y presentar trombopenia o trombosis segln el caso.

REQUISITOS DE LA MUESTRA

Sangre con anticoagulante (citrato): Tubo con tapdn azul con arandela negra

VALORES DE REFERENCIA
Los resultados se informaran cualitativamente como negativo o positivo.
VALORES CRITICOS

No aplica

TIEMPO DE RESPUESTA

Area de Trombosis y Hemostasia Especial: 30 dias

INTERPRETACION DE LOS RESULTADOS

Se consideran positivas las pruebas realizadas segun lo indicado, cuyo valor de absorbancia sea
superior a x % del obtenido por el usuario para el Reactivo de referencia Se consideran
normales, las muestras cuyo valor de absorbancia sea inferior o igual a x % del obtenido por el
usuario para el Reactivo de referencia. No obstante, ya que el aumento de la concentracién de
anticuerpos antiheparina-PF4 puede ser rdpido, en caso de dudas, se recomienda repetir el
analisis con muestras ulteriores.
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Antitrombina lll
INFORMACION CLINICA

La antitrombina es una alfa2glicoproteina de sintesis hepatica que pertenece a una familia de proteinas
llamadas serpinas (inhiben a las serinproteasas) que no sdlo neutraliza a la trombina activada, sino
también a otras serinproteasas como los factores IXa, Xa, Xla y Xlla.

La heparina no fraccionada mejora la capacidad de la antitrombina para neutralizar la trombina activada
unas mil veces su capacidad normal. Las heparinas fraccionadas de bajo peso molecular, retrasan el
proceso de coagulacién produciendo cambios alostéricos en la molécula de antitrombina que facilitan la
neutralizacién del factor Xa.
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El déficit de antitrombina puede ser congénito o adquirido. Los déficits congénitos pueden ser
cuantitativos o cualitativos (variantes disfuncionales, pero en cantidad normal). Suponen el 1% de todos
los casos de TEV diagnosticados a cualquier edad y el 4-5% de los TEV ocurridos a menores de 40 afios.

Los déficits adquiridos pueden ser por defectos de sintesis: Hepatopatia, tratamiento con estrégenos;

por aumento de pérdidas: Sindrome nefrdético, enteropatia pierde proteinas; o por consumo: CID
(coagulacion intravascular diseminada), heparina, episodio trombdtico agudo.

UTILIDAD CLINICA

Dentro del estudios de trombofilia, CID y en pacientes embarazadas.

DESCRIPCION DEL METODO

Espectrofotométrico. El plasma del paciente se mezcla con un reactivo que contiene heparina y un
sustrato medido (el factor Xa de la coagulacion) para que reaccione. El exceso de Xa reacciona con un
sustrato cromogénico para producir una solucion coloreada. La intensidad de color en inversamente
proporcional a la actividad de la antitrombina de la muestra.

REQUERIMIENTOS DEL PACIENTE

No precisa.

REQUISITOS DE LA MUESTRA

Sangre con anticoagulante (citrato sédico). (Contenedor): Tubo de pldstico tapdén azul.

VALORES DE REFERENCIA

Antitrombina Ill - Sangre (Test) De 0 a 30 dias (32,80 - 62,80)

De 1 mes a 5 meses (29,00 - 120,00)

De 6 meses a 11 meses (63,00 - 121,80)

De 1 aifo a 5 afios (60,50 - 128,30)

De 6 afios a 10 afos (64,20 - 136,40)

De 11 anos a 17 aios (69,10 - 135,90)

De 18 a 150 afios (70,00 - 120,00)
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VALORES CRITICOS

AT inferior a 50%

INTERPRETACION DE RESULTADOS

Niveles disminuidos de antitrombina se ven en:
-Déficits congénitos.

-Neonatos (los valores se normalizan a los 6 meses).
-Insuficiencia hepatica.

-Tratamiento con estrégenos.

-Sindrome nefrotico.

-Enfermedad inflamatoria intestinal.

-CID.

Niveles elevados de antitrombina no tienen interés clinico.

TIEMPO DE RESPUESTA

Area de Trombosis y Hemostasia Core: 1 dia laborable.
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Proteina C

INFORMACION CLINICA

La proteina C es una glucoproteina sintetizada en el higado, de efecto proteasa y dependiente de la
vitamina K que se activa por un cofactor proteico, la trombomodulina. La trombomodulina se
desprende del endotelio vascular e inhibe los factores V y VII de la coagulacién, actuando como un
anticoagulante fisioldgico.

El déficit de proteina puede ser congénito o adquirido. Los déficits congénitos pueden ser cuantitativos
o cualitativos (variantes disfuncionales, pero en cantidad normal).

Los déficits adquiridos pueden ser por defectos de sintesis: Déficit de vitamina K, Hepatopatia; o por
consumo: CID (coagulacion intravascular diseminada), neoplasias, episodio trombético agudo.

UTILIDAD CLINICA

Estudios de trombofilia de cara a establecer el riesgo trombdtico de ETEV en forma de eventos
primarios como secundarios.

DESCRIPCION DEL METODO

Proteina C Cromogénica (Funcional): Método Cromogénico. El plasma del paciente se mezcla con un
reactivo que contiene heparina y un sustrato medido (el factor Xa de la coagulacidn) para que
reaccione. El exceso de Xa reacciona con un sustrato cromogénico para producir una solucién
coloreada. La intensidad de color en inversamente proporcional a la actividad de la antitrombina de la
muestra.
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Proteina C coagultiva (anticoagulante) Por método coagulativo que mide la actividad funcional de la
proteina C y que se basa en la prolongacién del tiempo de tromboplastina parcial activada (TTPA) en
presencia de proteina C activada.La utilizacion del TTPA para medir el efecto de la proteina C activada se
debe a su sensibilidad a los niveles de Factor V y Factor Vlll.La proteina C de la muestra es activada por
el Protac , el cudl es un rapido activador invitro de esta proteina derivado del veneno de la culebra
americana CopperheadAgkistrodomContortrixContortrix

REQUERIMIENTOS DEL PACIENTE

Los aplicables al estudio de trombofilia.

REQUISITOS DE LA MUESTRA

Sangre con anticoagulante (citrato sédico). (Contenedor): Tubo de pldstico tapdén azul.

VALORES DE REFERENCIA

Proteina C Coagulativa

De 0 a 30 dias (29,70 - 114,60)

De 1 mes a 5 meses (28,10 - 127,80)

De 6 meses a 11 meses (43,70 - 151,30)

De 1 ano a 5 afios (61,00 - 143,50)

De 6 anos a 10 afios (39,30 - 170,30)

De 11 aios a 17 anos (65,80 - 126,60)

De 18 a 150 afos (70,00 - 150,00)

Proteina C Cromogénica

De 0 a 30 dias (61,00 - 108,00)

De 2 mes a 5 meses (48,00 - 126,50)

De 6 meses a 11 meses (63,00 - 138,90)

De 1 afo a 5 afios (53,00 - 134,90)

De 6 afos a 10 afios (45,90 - 153,50)

De 11 aios a 17 anos (72,30 - 155,10)

De 18 a 150 afios (80,00 - 150,00)

VALORES CRITICOS

No aplica
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INTERPRETACION DE RESULTADOS
Niveles disminuidos de proteina C se ven en:
Déficits congénitos.

Insuficiencia hepatica.

Déficit de vitamina K.

CID.

Niveles elevados de proteina C no tienen interés clinico.

TIEMPO DE RESPUESTA

Trombosis y HemostasiaEspecial:30 dias
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Proteina S

INFORMACION CLINICA

También una glicoproteina hepatica vit. K-dependiente, pero a diferencia de PC con funciones de
cofactor y no de enzima (al carecer de centro activo) en la neutralizacion del FVa y FVllla a través de la
proteina C activa (PCa) y el FV. Tampoco requiere activacion; sin embargo, Unicamente sera funcional
como cofactor de la PCa su fraccion libre (PSL) que oscila alrededor del 40% del total. El otro 60% forma
complejos con C4b bindingprotein (transportador del sistema del complemento) que la coloca
temporalmente “fuera de servicio”. Este equilibrio reversible significa que a mayor concentracién del
C4bBP (reactante de fase aguda), menor disponibilidad de PSL.

UTILIDAD CLINICA

Para el diagndstico y seguimiento de los déficits de Proteina S que confieren riesgo trombdtico:

Déficit congénito de proteina S

Desde 1984 se vienen describiendo familias con déficit y tendencia al TEV debidas a multiples
polimorfismos en su gen. Sin embargo, dada la variabilidad de sus niveles que se atribuyen a factores
exdgenos no se puede conocer bien su prevalencia en poblacién sana (libre de TEV); hasta el 1% de la
poblacién sana podria registrar alglin descenso que se comporta como un débil factor de riesgo (x2)
aunque existen también familias con trombosis que sufren una deficiencia clinicamente dominante
(mas infrecuente y grave) (riesgo = x 5-10 muy similar al producido por el déficit de la proteina C). Se

distinguen los siguientes tipos de déficits:

Tipo I: cuantitativo o real (molécula descendida por cualquier método) y el mas frecuente. La PSL
desciende aiin mas que la PS Total (PST)

Tipo Il: déficit cualitativo (variantes disfuncionales de PS) ya que la PS antigénica es normal pero su
molécula exhibe actividad cromogénica y/o coagulométrica mermadas

Tipo Ill: ausencia de PS libre (PSL)

En conjunto, representa también un 2% de casos de tromboembolismo al azar.
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Déficit adquirido de proteina S

Las mismas causas que producen el déficit adquirido de PC con algunas singularidades; a saber:

- se reduce llamativamente en la gestacidn, especialmente su fraccidn libre

- el uso de estrégenos produce una situacién similar

- los procesos inflamatorios conducirdn a una PSL descendida por aumento del C4bBP con PST normal

- dada su mayor vida media, se producen menos casos de necrosis cutanea al inicio del tratamiento con
cumarinicos en caso de déficit.

DESCRIPCION DEL METODO
Proteina S libre:

Destacan como métodos la nefelometria o inmunoturbidimetria. Estos pueden aumentar su
especificidad usando anticuerpos monoclonales anti-proteina S adsorbidos a la superficie plastica.

La presencia de Proteina S libre se determina midiendo el incremento de turbidez debido a la
aglutinacidn de dos reactivos latex. La C4BP adsorbida sobre el primer reactivo de latex reacciona con
una alta afinidad con la proteina S libre del plasma del paciente en presencia de iones de calcio. La
proteina S libre unida a al C4BP del latex provoca la aglutinacion del segundo reactivo de latex, el cual
estd recubierto con un anticuerpo monoclonal dirigido contra la proteina S humana. El grado de
aglutinacidn serd directamente proporcional a la concentracidn de proteina S libre en el plasma
problema.

Proteina S anticoagulante:

Con la proteina S se suele emplear un método coagulométrico automatizado, basado en el TTPA o en el
TP. Como en dosificacion factorial empleamos un plasma deficiente en PS al que se le activa su PC con
Protac® y se le mide el alargamiento generado en sus tiempos de coagulacién por comparacion con el
valor basal, midiendo: TP si se afiade tromboplastinay

TTPA si se afiade cefalina.

La proteina S se calibra a partir de un plasma estandar (actividad conocida). Haremos tantos test (tipo
TP o TTPA) como plasmas a estudiar (calibradores, pacientes y controles).

REQUERIMIENTOS DEL PACIENTE

Los aplicables al estudio de trombofilia.
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REQUISITOS DE LA MUESTRA

Sangre con anticoagulante (citrato sédico). (Contenedor): Tubo de plastico tapén azul.

VALORES DE REFERENCIA

Proteina S anticoagulante - Sangre (Test)

De 0 dias a 30 dias (29,00 - 115,20)

De 1 meses a 5 meses (33,30 - 153,90)

De 6 meses a 11 meses (51,80 - 138,40)

De 1 anos a 5 anos (60,20 - 148,80)

De 6 anos a 10 aiios (66,50 - 161,50)

De 11 afos a 17 anos (52,50 - 147,10)

De 18 aios a 150 anos (60,00 - 150,00)

Proteina S libre - Sangre (Test)

De 0 a 30 dias (61,00 - 108,00)

De 2 mes a 5 meses (48,00 - 126,50)

De 6 meses a 11 meses (63,00 - 138,90)

De 1 ano a 5 afios (53,00 - 134,90)

De 6 anos a 10 aiios (61,50 - 141,70)

De 11 afos a 17 anos (61,40 - 130,70)

De 18 afios a 45 afos (65,00 - 150,00)
varones

De 18 afos a 150 (55,00 - 150,00) mujeres

De 45 aios a 150 (75,00 - 150,00) varones

VALORES CRITICOS

No aplica

TIEMPO DE RESPUESTA

Area de Trombosis y Hemostasia Especial: 30 dias.
INTERPRETACION DE RESULTADOS

Niveles disminuidos de proteina S se ven en:
Déficits congénitos o adquiridos.

-Insuficiencia hepatica.

-Déficit de vitamina K.

-CID.

Niveles elevados de proteina S no tienen interés clinico.
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Anticoagulante lupico

INFORMACION CLINICA

Dentro de la definicion de anticuerpos antifosfolipidos se engloban una familia heterogénea de
anticuerpos que reaccionan frente a epitopos de complejos proteina-fosfolipidos con carga anidnica.
Forman parte de los mismos el anticoagulante llpico y los anticuerpos anticardiolipina.

Los dos anticuerpos representativos del grupo se caracterizan por las alteraciones en los tests de
laboratorio. El anticoagulante IUpico interfiere con una o mas reacciones de la coagulacidn in vitro que
dependen de complejos proteina-fosfolipidos. Los anticuerpos anticardiolipina se identifican con
técnicas de enzimoinmunoensayo o radioinmunoensayo.

El determinante antigénico en los anticuerpos anticardiolipina y en el anticoagulante lUpico se ha
identificado como correspondiente a la f2-glucoproteina I, una proteina plasmatica que fija fosfolipidos
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y con débil actividad anticoagulante. Sin embargo, otras proteinas plasmaticas pueden fijar fosfolipidos
y representar el sitio de unién del anticuerpo, entre ellas, la protrombina, anexina V, proteina C,
proteina S, trombomodulina y quininégenos de alto peso molecular.

UTILIDAD CLINICA

Papel patogénico en la enfermedad tromboembdlica. El sindrome antifosfolipido es un ejemplo de
enfermedad tromboembdlica mediada por autoanticuerpos.

Marcador protrombdtico: Existen multiples estudios y evidencias de su papel en la patogenia del

proceso trombdtico, los anticuerpos antifosfolipido constituyen marcadores de un sindrome
protrombdtico con una patogenia multifactorial, posiblemente autoinmune.

DESCRIPCION DEL METODO

La deteccidn es cualitativa (se detecta o no se detecta).

No existe ningun test aislado que tenga una sensibilidad del 100% para el diagndstico y segun
indicaciones internacionales se recomienda, para aumentar la misma, realizar al menos dos tipos
diferentes de pruebas.

Dentro de un mismo tipo de test diagndstico hay variabilidad en cuanto a la sensibilidad y especificidad
del mismo. En esta variabilidad influye por un lado la composicién de fosfolipidos en cuanto a cantidad
de los mismos y, por otro, en cuanto al tipo de fosfolipido. Segun algunas recomendaciones, dentro de

un mismo test se deberian utilizar mas de un reactivo.

La determinacidn del anticoagulante IUpico esta sujeta a variaciones importantes en la fase preanalitica
gue sobre todo tienen que ver con la cantidad de plaquetas en la muestra a analizar.

Una vez realizado el diagndstico de anticoagulante lUpico, debe confirmarse al menos en las 12 semanas
posteriores con una nueva determinacion.

El fundamento de los test diagndsticos in vitro es la realizacién de pruebas coagulométricas
dependientes de fosfolipidos y las modificaciones que ocurren en estas pruebas al variar la
concentracion de fosfolipidos.

Criterios diagndsticos:

Prolongacion de un test de coagulacion dependiente de fosfolipidos: SilicaClotting Time sensible y
tiempo del veneno de vibora Russel.

Evidencia mediante pruebas de mezclas de la naturaleza inhibitoria del mismo.
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Confirmaciéon de la dependencia de fosfolipidos: neutralizacién con mayor concentracién de
fosfolipidos: Silicaclotting time confirmatorio y tiempo del veneno de vibora Russel plaquetario.

Ausencia de inhibidor especifico frente a un factor de la coagulacién.

REQUERIMIENTOS DEL PACIENTE

No estar tomando farmacos tipo anticoagulantes orales de accidn directa ni recibiendo Heparina No
Fraccionada. Asi miso el paciente no debe presentar una hiperbilirrubinemia superior a 30 mg/dL o una
hipertigliceridemia superior a 750 mg/dL.

En caso de tratamiento con anticoagulantes orales tipo antivitaminas K, se podra realizar la técnica con
seguridad hasta un valor de INR de 3.5 realizando una diluciéon previa en el caso de la prueba del
Veneno de vibora de Russel de 100 pL de plasma del paciente con 300 pL de plasma de control normal,
para evitar falsos positivos. Con niveles de INR superiores a 3,5 no esta indicado realizar esta

determinacién, por alto riesgo de falsos positivos incluso con el procesamiento de la muestra antes
comentado.

REQUISITOS DE LA MUESTRA

Sangre con anticoagulante (citrato sddico). (Contenedor): Tubo de plastico tapdn azul sometido a doble
centrifugacion.

VALORES DE REFERENCIA

SilicaClotting Time Confirmatorio: Ratio de ratios (0.5 -1.20)

Veneno de Vibora de Russel sensible: Ratio de ratios (0.5 -1.20)

Veneno de vibora de Russel confirmatorio (plaguetario): Ratio de ratios (0.5 -1.20)

VALORES CRITICOS

No aplica

TIEMPO DE RESPUESTA

Area de Trombosis y Hemostasia Core: Un dia laborable.

INTERPRETACION DE LOS RESULTADOS

Interpretacion cuantitativa y cualitativa, a partir de determinado punto de corte el estudio se informa

como presencia o ausencia de anticoagulante lUpico. Dicha interpretaciéon es de utilidad en las
siguientes patologias:
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Enfermedad tromboembdlica venosa: constituye una de las determinaciones analiticas en los estudios
de trombofilia. En pacientes jovenes, con trombosis venosa recurrente y/o en casos espontaneos, esta
indicada su determinacion.

Procesos isquémicos arteriales, incluyendo accidentes cerebrovasculares, sobre todo en pacientes
jovenes, en los que no existan factores de riesgo de ateromatosis.

Pérdidas fetales recurrentes y abortos de repeticién: dentro del amplio nUmero de causas que incluyen
las ginecoldgicas, hormonales, cromosdémicas, la determinacién de anticuerpos antifosfolipido se suele
incluir en la valoracion inicial ante estas situaciones.

Trombopenias: la trombopenia constituye uno de los criterios clinicos del sindrome antifosfolipido y su
realizacion es uno de las pruebas complementarias en su estudio.

Lupus eritematoso diseminado y otros conectivopatias: la determinacién de los anticuerpos
antifosfolipidos forma parte del estudio del perfil autoinmune de estas enfermedades, y con
implicaciones sobre indicaciones de profilaxis ante situaciones de riesgo trombdtico.
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Estudio de trombofilia

INFORMACION CLINICA

Se podria definir la trombofilia (tendencia trombdtica) como aquella situacién bioldgica predisponente a
la aparicion de trombosis por analogia al término hemofilia (tendencia hemorragica) como
predisponente a la aparicién de hemorragias, si bien no hace referencia a una enfermedad concreta. Se
distingue -en primer lugar- una TROMBOFILIA HEREDITARIA que incluye con frecuencia, la mera
presencia -con caracter congénito y hereditario- de cualquiera de los factores de riesgo trombdtico
conocidos a los que se atribuye un incremento del riesgo de sufrir un tromboembolismo venoso (TEV) y
una TROMBOFILIA ADQUIRIDA (de curso mas o menos transitorio aunque puede prolongarse en el
tiempo) en relacién con diversas situaciones (como la ingestion de estrégenos o el periodo postparto) y
enfermedades (lupus, cancer, sindrome nefrotico).

El concepto de trombofilia se refiere mas a la tendencia trombdtica sobre el territorio venoso que sobre
el arterial; se aplica fundamentalmente a la predisposicion para desarrollar una trombosis venosa
profunda (TVP) o una embolia pulmonar (EP) debido -principalmente- a que sus factores de riesgo
biolégicos estdan mejor perfilados. Sin embargo, algunas trombofilias como el sindrome antifosfolipido
extienden este riesgo trombético claramente al territorio arterial.
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Hemos de comprender que -en el estado actual del conocimiento- sera imposible descartar con certeza
(o incluso indagar) todas las causas biolégicas de trombofilia, la mayoria porque aun resultan
desconocidas y muchas otras por razones de operatividad (prevalencia extremadamente baja o extrema
laboriosidad y coste econdmico).

Para un estudio “completo” de trombofilia se efectuardn dos grandes tipos de estudios:

Rutinarios: propios del estudio basico de coagulacion

Especiales: aquellos los que por su rareza, dificultad o precio se posponen para su anadlisis posterior. En
general para analizar muestras de varios pacientes en tandas amplias, lo que suele significar que sus
muestras deberan ser congeladas.

Recordando la fisiologia del proceso coagulativo comprendemos que el desequilibrio protrombético
puede surgir tanto de un exceso de procoagulantes como de un defecto de anticoagulantes en sangre.
Es decir, dependerd de:

Un exceso de factores de coagulacién (como el F. VIIIC)

Un déficit de inhibidores de coagulacion (antitrombina o prot. C /S)

Un déficit de profibrinoliticos

Un exceso de inhibidores de la fibindlisis

El estudio de Trombofilia debe Incluir:

Hemograma y estudio basico de Coagulacion

Inhibidores fisioldgicos (y test relacionados):

ATIIN

Proteina C

Proteina S

Resistencia a proteina C activada (RPCA)

Pruebas de cribado sindrome antifosfolipido:

Anticuerpos anticardiolipina y Anticuerpos anti-2 glicoproteina. (Ver cartera de Servicios de
Inmunologia)

Anticoagulante Lupico
Incremento de FVIII
Cribado de disfibrinogenemias: Tiempo de Trombina,Tiempo de reptilase, Fibrindgenoclauss.

Homocisteina
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Polimorfismos genéticos: protrombina G20210A, factor V Leiden (Ver cartera de Servicios de Genética)

En ocasiones puede incluir el estudio del Sistema Fibrinolitico(Plasmindgeno y Plasmina)

UTILIDAD CLINICA

Diagnéstico de Trombofilia adquirida o hereditaria, en los pacientes en los que este indicado
este estudio:

Primer episodio de tromboembolismo venoso (TEV) espontaneo en individuo menor de 50 afios

Primer episodio de TEV asociado a factor de riesgo transitorio y de magnitud desproporcionada al factor
desencadenante en individuo menor a 50 afios

TEV asociado a terapia hormonal o a embarazo y/o puerperio
TEV recurrente espontaneo o provocado por factor de riesgo transitorio bajo tromboprofilaxis adecuada

TEV a cualquier edad con fuerte historia de TEV en familiares de primer grado (2 o mas afectados antes
de los 50 afios sin causa).

Individuo menor de 50 afios con trombosis venosa superficial recurrente sin causa desencadenante

Trombosis espontanea en vena central y/o ramas de la retina en individuo menor de 45 afios sin
factores de riesgo cardiovascular ni locales

Trombosis venosa esplacnica (sindrome de Budd Chiari, trombosis portal y mesentérica) en ausencia de
factores locales precipitantes

Trombosis de senos venosos cerebrales sin factores loco-regionales (infecciosos, traumaticos,
tumorales)

Individuo menor de 50 afios con trombosis venosa espontanea de miembro superior y/o cuello, no
asociada a uso de catéter o a mecanismo compresivo

Mujer con 2 o mas abortos consecutivos tempranos (antes de las 10 semanas) de embarazo
embrionado, sin causas genéticas.

Mujer con un aborto de mas de 10 semanas de feto sin malformaciones y sin causa gineco-obstétrica
que lo explique, o insuficiencia vascular placentaria, caracterizada por: 1) uno o mas nacimientos
prematuros de neonatos morfoldgicamente normales antes de la semana 34, debidos a: a) eclampsia o
pre-eclampsia severa; b) hallazgos reconocidos de insuficiencia placentaria (anormalidad del test de no
stress o del doppler obstétrico sugerentes de hipoxemia, oligohidramnios, peso menor al percentil 10
para edad gestacional); 2) desprendimiento prematuro de placenta normoinserta (abruptio
placentario). No hay evidencias hasta la fecha con respecto a la utilidad del estudio de trombofilia en
pacientes que presentan fallas de implantacién
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Individuo menor de 50 afios con un evento trombético arterial en ausencia de factores de riesgo
cardiovascular, especialmente con historia de tromboembolismo venoso

Antecedente de necrosis cutdnea asociada al uso de farmacos antagonistas de la vitamina K

En pacientes pediatricos:

Neonatos con purpura fulminans

Neonatos con TEV espontaneo extenso

Nifios y adolescentes con TEV espontaneo

Nifios y adolescentes con TEV recurrente

Nifios y adolescentes con TEV asociado a factor de riesgo transitorio, NO relacionado con catéter
venoso central. Se sugiere considerar el estudio previa discusién con los padres y el nifio acerca del

impacto de los resultados en el manejo individual y de la familia.

Nifios y adolescentes con trombosis arterial: sin evidencias suficientes para realizar recomendaciones
en este grupo

Individuos asintomaticos:

Aquellos adultos familiares en primer grado de un individuo con historia de TEV (especialmente si
fueron eventos espontaneos) y trombofilia hereditaria conocida.

éPor qué y para qué debe solicitarse un estudio de Trombofilia?

1. Identificar sujetos con MAS RIESGO de padecer un primer evento trombético, en especial de evento
venoso espontaneo en sitio inusual o asociado al uso de hormonas, embarazo o puerperio.

2. ldentificar a algunos individuos que poseen mayor riesgo de recurrencia luego de suspendido el
tratamiento anticoagulante inicial. El mayor valor predictivo positivo (VPP) se da en individuos que
presentan TEV espontaneo y que son portadores de trombofilias de alto riesgo trombético, por lo que

en estos individuos debe evaluarse la anticoagulacién indefinida.

3. Identificar sujetos que ameriten el uso de profilaxis del TEV que, de otro modo, no hubieran calificado
para recibirla.

Portadoras durante el puerperio (todas las trombofilias).
Portadoras durante TODO el embarazo (sélo trombofilia de alto riesgo).

Portadoras que seran sometidas a técnicas de reproduccion asistida que impliquen estimulacion
hormonal.

Cirugia en pacientes portadores de Trombofilia.
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REQUISITOS DEL PACIENTE

No recibir ningln tipo de Tratamiento anticoagulante oral en las 4 semanas previas al estudio y al
menos haber transcurrido tres meses desde el evento trombdtico agudo.

Se permite la realizacion del estudio recibiendo HPBM a dosis profilacticas o intermedias.

Sélo puede ser solicitado por Hematologia tras la valoracidn clinica pertinente de la indicacién de este
estudio.

REQUISITOS DE LA MUESTRA

Sangre con anticoagulante (Citrato): Tubo de tapdn azul con arandela negra para las pruebas de
Hemostasia.

Sangre con anticoagulante (EDTA): Tubo de Tapdon malva EDTA K3 para los estudios genéticos y
hematimetricos.

Sangres sin anticoagulante: Tubo de tapdn rojo para los estudios inmunoldgicos.

VALORES DE REFERENCIA

Los que se explican de forma individual en este documento para cada una de las pruebas que
componen este estudio.

VALORES CRITICOS

Los que aplican de forma individual para cada una de las pruebas que forman parte de este
estudio.

TIEMPO DE RESPUESTA

Area de Trombosis y Hemostasia Especial: 30 dias.
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INTERPRETACION DE LOS RESULTADOS

Se basan en la presencia o no de factores protrombdticos dependiendo del resultado de las
pruebas individuales que forman parte de este estudio. Algunas de ellas se expresan de forma
cualitativa (positividad o negatividad) y otras de forma cuantitativa que se relaciona con los
valores de referencia.
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Prueba de Mezclas

INFORMACION CLINICA

La prueba de mezcla tiene como objetivo orientar el examen hacia el déficit de factores o la presencia
de un anticoagulante circulante. Dicha prueba de mezcla habitualmente se realiza para el tiempo de
tromboplastina parcial activada o, aunque también se puede realizar para el estudio del tiempo de
protrombina alargado.

UTILIDAD CLINICA

Demostrar si el alargamiento de los estudios de coagulacion, se debe aun déficit factorial con el
consiguiente riesgo hemorragico o se debe a la presencia de inhibidores especificos o inespecificos
frente a determinados factores de coagulacion, lo que se puede traducir en un riesgo hemorrdgico o
trombético. De este estudio dependeran los siguientes estudios a realizar en el Laboratorio de

hemostasia bien hacia estudios de dosificacion factorial o a investigacion de la presencia de inhibidores
circulantes (anticoagulante lUpico, hemofilia adquirida...).

DESCRIPCION DEL METODO

Los tiempos de TTPA de esta mezcla se comparan con la misma proporcion de plasma del
paciente y plasma control que se han incubado por separado con tromboplastina, y se mezclan justo
antes de recalcificarse.

Si en el plasma del enfermo hay anticuerpos contra algun factor de la via intrinseca, el tiempo de
coagulaciéon de la mezcla en que se han incubado juntos el plasma del paciente y el plasma control sera
mas largo que el del tubo en que se han incubado por separado. Los anticuerpos del plasma del

paciente habrdn degradado el factor del plasma control contra el que van dirigidos.

La incubacién del plasma durante 2 h con la tromboplastina (fosfolipidos) neutraliza un posible
anticoagulante tipo lupus.

REQUISITOS DEL PACIENTE
No precisa.
REQUISITOS DE LA MUESTRA

Sangre con anticoagulante (citrato sédico). (Contenedor): Tubo de pléstico tapdn azul arandela negra.

VALORES DE REFERENCIA

indice de Rosner inferior a 12% correccion.
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indice de Rosner superior a 15% no correccién.

indice de Rosner entre 12-15% intervalo de incertidumbre, a valorar por facultativo de hemostasia.

VALORESCRITICOS:

No aplica

TIEMPO DE RESPUESTA
Area de Trombosis y Hemostasia Especial: Un dia laborable.

Area de Trombosis y Hemostasia de Laboratorio de Respuesta Rapida: 2h 30 min.

INTERPRETACION DE LOS RESULTADOS

La correccion o la no correccidon del TTPA se determina mediante el calculo del indice de Rosner de la
siguiente manera:

IR = [(TTPA mezcla - TTPA control) / TTPA paciente] x 100

Se estima que el TTPA se habrd corregido si el valor del indice de Rosner es inferior al 12 %. Por otra
parte, no se habra corregido si el valor el indice de Rosner es superior al 15 %. Ademas, existe una zona
de incertidumbre entre el 12 y el 15 %.

La correccion del TTPA durante la prueba de mezcla indicaria un déficit de factor de coagulacion y haria
gue el examen se oriente hacia la medicidn de factores.

La no correccidon del TTPA indicaria la presencia de un anticoagulante circulante. La presencia de un
anticoagulante circulante de tipo IUpico no produce en términos generales la exposicidon a un riesgo
mayor de hemorragia, sino trombdtico. No obstante, puede darse la ocurrencia de inhibidores
especificos contra determinados factores de la coagulacién que incrementen el riesgo hemorragico, al
neutralizar parcialmente la funcién de los mismos (Hemofilia adquirida A o B, inhibidores contra factor
VII, X111, XI...)
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Dosificacion Factores via extrinseca

INFORMACION CLINICA
La determinacion del TP en un paciente con déficit de un factor dara un resultado acortado del mismo.

Para la determinacién se hard una prueba de mezclas, es decir, se mezclard el plasma problema con
plasma control normal, si el TP corrige se debera a que existe un déficit de factor de la via extrinseca.

Las técnicas mds utilizadas para el cribado son las pruebas funcionales, sobre todo coagulométricas, si
bien el Factor X cromogénico tiene aplicaciones como la medicién de la actividad de las heparinasde
bajo peso molecular (HBPM) y en la medicacién de las concentraciones activas de los Anticoagulantes
de accidén directa anti-Xa.

UTILIDAD CLINICA

Se usa para el diagndstico y monitorizacién del tratamiento de coagulopatias congénitas o adquiridas
gue conllevan el descenso de la actividad coagulante de los factores II, V, Vil y X.

DESCRIPCION DEL METODO

Las dosificaciones se fundamentan en el TP. Utilizando un plasma carente de factor a estudiar (que
aporta todos los demas factores y el fibrinégeno) se combina con el plasma del paciente. Un plasma de
paciente deficiente en un factor especifico, no puede compensar ese factor en el plasma deficiente
correspondiente, con lo cual resultara un alargamiento del TP. La actividad del factor de la coagulacién
en % sera determinada sobre una curva de referencia la cual ha sido establecida por medio de la
dilucion de plasmas humanos o de un pool de plasmas normales mezclado con este plasma deficiente.
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REQUISITOS DEL PACIENTE

Para el diagndstico de

coagulopatias:

haber recibido derivados plasmaticos

(o]

tratamientossustitutivos con factor los 7 dias antes al estudio. Este tiempo puede ajustar dependiendo
de la vida media del factor y producto administrado para corregirlo.

Para la monitorizacién del tratamiento sustitutivo hemostatico en las coagulopatias: se debe conocer el
producto hemostatico administrado, la cantidad y la hora de la dltima dosis para poder valorar los

resultados correctamente.

REQUISITOS DE LA MUESTRA

Sangre con anticoagulante (citrato sédico). (Contenedor): Tubo de pldstico tapén azul arandela negra.

VALORES DE REFERENCIA

Factor II:C - Sangre (Test)

De 0 a 30 dias (44,80 - 74,30)

De 1 mes a 5 meses (46,70 - 110,60)

De 6 meses a 11 meses (73,90 - 117,20)

De 1 afio a 5 afios (49,40 - 130,00)

De 6 afos a 10 anos (68,40 - 132,00)

De 11 afios a 17 afios (47,60 - 119,20)

De 18 a 150 afios (70,00 - 120,00)

Factor V:C

De 0 a 30 dias (69,00 - 123,70)

De 1 mes a 5 meses (59,50 - 147,00)

De 6 meses a 11 meses (59,00 - 159,80)

De 1 afio a 5 afios (73,20 - 188,10)

De 6 afos a 10 anos (82,00 - 140,60)

De 11 afios a 17 afios (61,70 - 124,80)

De 18 a 150 afios (70,00 - 120,00)

Factor X:C

De 0 a 30 dias (66,00-92,00)

De 1 mes a 5 meses (67,50 - 122,20)

De 6 meses a 11 meses (75,80 - 134,40)

De 1 afio a 5 afios (59,70 - 152,80)

De 6 afios a 10 afos (71,30 - 161,50)

De 11 afios a 17 afios (64,00 - 130,50)

De 18 a 150 afios (70,00 - 120,00)

Factor VII:C - Sangre (Test)

De 0 a 30 dias (55,00 - 108,00)

De 1 mes a 5 meses (43,00 - 141,10)

De 6 meses a 11 meses (55,20-128,00)

De 1 afo a 5 afios (47,80-124,20)

De 6 afos a 10 anos (55,00-135,40)

De 11 afios a 17 afios (55,40-133,10)

De 18 a 150 aios (70,00 - 120,00)
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VALORES CRITICOS
Factor Il o protrombina: < 10% o U/dL
Factor VIl o proconvertina: < 10% o U/dL

Factor X o Factor de Stuart: < 10% o U/dL

TIEMPO DE RESPUESTA

Area de Trombosis y Hemostasia Especial: 7 dias.

INTERPRETACION DE RESULTADOS

Deteccidon y monitorizacion de déficit de factores Il, V, VIl y X congénitos o adquiridos.
BIBLIOGRAFIA:

J.C. Westengard; C. Mclaren; B.S. Bull. Measures of dispersion and their use in the hematology
laboratory. Laboratory Hematology, 4: 130-132. 1998.

Robert B. Fairweather, MD, PhD; Jack Ansell, MD; Anton M. H. P. van den Besselaar, PhD; John T.
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MD. College of American Pathologists Conference XXXI on Laboratory Monitoring of anticoagulant
Therapy. Laboratory Monitoring of Oral Anticoagulant Therapy. Arch Pathol Lab Med. 1998; 122:768—
781.

Bernard E. Statland, MD, PhD; James O. Westgard, PhD. Control de calidad, en Diagndstico y
tratamientos clinicos por el laboratorio. 92 edicion. Director de la obra: John Bernard Henry. Masson,

1993. 83-101.
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Dosificacion Factores via intrinseca

INFORMACION CLINICA

La determinacion del TTPA de una mezcla de plasma carente en un factor y del plasma problema
diluido, da lugar a un tiempo de coagulacién inversamente proporcional a la concentracion de dicho
factor en la muestra problema. Este método nos sirve para el despistaje de déficits factoriales
congénitas o adquiridas que participan en esta via.

UTILIDAD CLINICA
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Se usa para el diagndstico y monitorizacién del tratamiento de coagulopatias congénitas o adquiridas
gue conllevan el descenso de la actividad coagulante de los factores: VIII, IX, Xl y Xl

DESCRIPCION DEL METODO

Existen también dos métodos para analizar los factores: antigénicos o inmunoldgicos funcionales o de
actividad y cromogénicos.

Dentro de los ensayos inmunolégicos se aplica fundamentalmente para el FvW: Ag. (Ver complejo VIII)

La inmunoturbimetria o nefelometria: seria util para la dosificacion del factor de Von Willebrand y
Factor XllII (Ver complejo VIII y Dosificacion de Factor Xlil).

Dentro de los estudios cromogénicos debe recordarse el FVIII por método cromogénico usado en el
diagndstico de Hemofilia A y la Enfermedad de Von Willebrand (ver complejo VIIl)

Técnicas coagulométricas: Para factores de la via intrinseca se fundamentan en el TTPA. Se utiliza
plasma carente del factor a estudio (aportara los demas factores y el fibrindgeno) combinado con una
dilucién de plasma de referencia o problema se obtienen unos tiempos de coagulacién inversamente
proporcionales a la actividad del factor a estudio.

La presencia de un déficit de factor de la via intrinseca dara como resultado un alargamiento del TTPA.
Se realizard la prueba de mezclas y se normalizara el valor del TTPA.

REQUISITOS DEL PACIENTE

Para el diagndstico de coagulopatias: no haber recibido derivados plasmaticos o tratamientos
sustitutivos con factor los 7 dias antes al estudio. Este tiempo puede ajustar dependiendo de la vida
media del factor y producto administrado para corregirlo.

Para la monitorizacién del tratamiento sustitutivo hemostatico en las coagulopatias: se debe conocer el

producto hemostatico administrado, la cantidad y la hora de la ultima dosis para poder valorar los
resultados correctamente.

REQUISITOS DE LA MUESTRA
Sangre con anticoagulante (citrato sodico). (Contenedor): Tubo de plastico tapdn azul arandela negra.

VALORES DE REFERENCIA

Factor VIII:C De 0 a 30 dias (65,20 - 153,40)

De 1 mes a 5 meses (50,30 - 187,30)

De 6 meses a 11 meses (53,40 - 132,20)

De 1 afio a 5 afios (59,00 - 167,00)

De 6 afios a 10 afios (60,60 - 154,40)

De 11 afios a 17 afios (42,80 - 154,60)

De 18 a 150 afios (50,00 - 150,00)

Factor IX:C De 0 a 30 dias (30,00 - 77,00)
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De 1 mes a 5 meses (29,00 - 105,00)

De 6 meses a 11 meses (50,50 - 106,80)

De 1 afio a 5 afios (52,60 - 128,90)

De 6 afios a 10 afios (55,30 - 156,00)

De 11 afios a 17 afios (60,20 - 138,40)

De 18 a 150 afios (70,00 - 120,00)

Factor XI:C

De 0 a 30 dias (32,90 - 75,00)

De 1 mes a 5 meses (27,60 - 126,40)

De 6 meses a 11 meses (60,90 - 125,60)

De 1 afio a 5 afios (58,00 - 154,00)

De 6 afos a 10 anos (31,80 - 154,00)

De 11 afios a 17 afios (55,40 - 139,40)

De 18 a 150 aios (70,00 - 120,00)

Factor XII:C

De 0 a 30 dias (25,00 - 81,00)

De 1 mes a 5 meses (76,00 - 136,60)

De 6 meses a 11 meses (48,00 - 156,10)

De 1 afio a 5 afios (50,00 - 174,70)

De 6 afos a 10 anos (49,40 - 153,50)

De 11 afios a 17 afios (49,40 - 153,50)

De 18 a 150 aios (70,00 - 120,00)

VALORES CRITICOS

Factor VIII: C o antihemofilico A: <10% o U/dL
Factor IX o antihemofilico B: <15% o U/dL

Factor XI o antihemofilico C: <15% o U/dL

Factor XIl o Factor Hageman: No aplica

TIEMPO DE RESPUESTA

Area de Trombosis y Hemostasia Especial: 7 dias.

INTERPRETACION DE RESULTADOS

Deteccién y monitorizacién de déficit de factores VIII, IX, XI y XIl congénitos o adquiridos.

BIBLIOGRAFIA:
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Factor VIIl cromogénico bovino y Factor VIIl cromogénico Humano

INFORMACION CLINICA

El FVIIl es una proteina plasmatica de alto peso molecular que actia como cofactor del FIXa en
la activacion del FX en FXa. Una deficiencia en el FVIIl provoca una severa alteracion
hemorragica, la Hemofilia A. El grado de la intensidad hemorragica esta inversamente
relacionado con la concentracidon del FVIII. Los pacientes con Hemofilia A se clasifican en tres
categorias en funcion de la actividad de su Factor VIII: < 0,01 IU/mL = severa, 0,01-0,04 IU/mL =
moderada y 0,05-0,25 IU/mL =Hemofilia leve.

UTILIDAD CLINICA

Se usa para el diagndstico y monitorizacion del tratamiento de la Hemofilia A y enfermedad de Von
Willebrand

DESCRIPCION DEL METODO

En presencia de calcio y fosfolipidos, el FX es activado a FXa por el FIXa. Esta activacion estd
potenciada por el FVIII que actia como cofactor en esta reaccidn. Utilizando una concentracion
6ptima de Calcio, fosfolipidos, FIXa y un exceso de FX, la proporcién de activacion del FX esta
relacionada linealmente con la cantidad de FVIII. El FXa hidroliza el substrato cromogénico,
liberandose un grupo cromogénico sintético, la paranitroanilina (pNa). El FXa generado, vy la
intensidad de color, es proporcional a la actividad del FVIII en la muestra. Un inhibidor sintético
de la Trombina afiadido al substrato cromogénico evita la posible hidrodlisis de éste por parte de
la Trombina.
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Método de obtencidn del Factor VIII cromogénico

En el caso del Factor VIl cromogénico puede ser humano o bovino . El factor VIII cromogénico bovino es
el utilizado para la el diagndstico y monitorizacion de niveles basales de Pacientes con Hemofilia A
congénita o adquirida,asi como Enfermedad de Vonwillebrand.

En el caso del Factor VIII:Cro Humano se usa para medir la actividad del emicizumabes un anticuerpo
monoclonal humanizado modificado inmunoglobulina G4 (IgG4) con una estructura de anticuerpo
biespecifico que se usa en el tratamiento de pacientes con Hemofilia A .

REQUISITOS DEL PACIENTE

Para el diagndstico de coagulopatias: no haber recibido derivados plasmaticos o tratamientos
sustitutivos con factor los 7 dias antes al estudio. Este tiempo puede ajustar dependiendo de la vida
media del factor y producto administrado para corregirlo.

Para la monitorizacién del tratamiento sustitutivo hemostatico en las coagulopatias: se debe conocer el

producto hemostatico administrado, la cantidad y la hora de la ultima dosis para poder valorar los
resultados correctamente.

REQUISITOS DE LA MUESTRA

Sangre con anticoagulante (citrato sodico). (Contenedor): Tubo de plastico tapon azul arandela negra.
VALORES DE REFERENCIA

Factor VIII: Cro: 50-150% o U/dL

VALORES CRITICOS

Factor VIII: Cro<10% o U/dL

TIEMPO DE RESPUESTA

Area de Trombosis y Hemostasia Especial: 7 dias.
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INTERPRETACION DE RESULTADOS

Deteccidon y monitorizacion de déficit de pacientes con Hemofilia A , con hemofilia Adquirida o
Enfermedad de Vonwiilebrand

Factor VIII cromogénico humano monitorizaciéon de niveles de emicizumab expresados en funcionalidad
del factor VIII de la coagulacién.

BIBLIOGRAFIA:
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chromogenic factor VIIl assay. Thromb. Haemost. Vol. 82, N° 6, 1644-7 (1999).
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Villamor N. Manual de Técnicas de Laboratorio en Hematologia 4 2 Edicién.2015

103



Biblioteca de pruebas Laboratorios de Hematologia.AGC Laboratorio de Medicina. Ed 09

Factor IX Cromogénico

INFORMACION CLINICA

FIX es una glicoproteina dependiente de la vitamina K de cadena simple de aproximadamente 55 KDa,
gue se activa por el FXla o factor tisular / FVlla. El FIX activado (FIXa) convierte al FX en FXa en presencia
de FVIII, fosfolipidos e iones de calcio.

UTILIDAD CLINICA
Para la determinacién de la actividad del Factor IX (FIX) en plasma y en concentrados de factor que

contengan FIX ,sobre todo aquellos que son de vida media extendida usado en el tratamiento de
pacientes con Hemofilia B.

DESCRIPCION DEL METODO

La actividad del FIX se determina mediante un método cromogénico, en el que el FIX humano se activa
por FXla humano y donde FIXa formado activa al FX humano en presencia de FVIIIl humano, iones de
calcio y fosfolipidos. Similar a las condiciones in vivo, el FVIII es activado por la trombina que se genera
durante la incubacién. La cantidad de FXa formada se relaciona con la actividad FIX y se determina a

partir de la hidrélisis de un sustrato de FXacromogénico. Laactividad del FIX de la muestra se asigna
frente a un plasma FIX o un estandar de FIX valorado y se expresa en unidades internacionales (IU).

REQUISITOS DEL PACIENTE

Para el diagndstico de coagulopatias: no haber recibido derivados plasmaticos o tratamientos
sustitutivos con factor los 7 dias antes al estudio. Este tiempo puede ajustar dependiendo de la vida
media del factor y producto administrado para corregirlo.

Para la monitorizacién del tratamiento sustitutivo hemostatico en las coagulopatias: se debe conocer el
producto hemostatico administrado, la cantidad y la hora de la ultima dosis para poder valorar los
resultados correctamente.

REQUISITOS DE LA MUESTRA

Sangre con anticoagulante (citrato sodico). (Contenedor): Tubo de plastico tapdn azul arandela negra.

VALORES DE REFERENCIA
Factor IX cromogenico 60-130% o U/dL
VALORES CRITICOS

Factor I1X:Cro<10% o U/dL
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TIEMPO DE RESPUESTA
Area de Trombosis y Hemostasia EspecialFVIlicromogénico: 7 dias.

Area de Trombosis y Hemostasia EspecialFVIlicromogénico Humano o concentracién de emicizumab:
30 dias.

INTERPRETACION DE RESULTADOS
Diagndstico y monitorizacidn de tratamiento en pacientes con Hemofilia B .
BIBLIOGRAFIA:

Gray E, Barson H, Hockley J, Rigsby P. Collaborative study for value assignment of the 4th International
Standard for Factors Il, VII, IX, X, Plasma. WHO/BS/10.2145; 2010: 1-43.
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Bertina RM. Elevated clotting factor levels and venous thrombosis. PathophysiolHaemostThromb
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Dosificacion de Factor Xlll antigénico:

INFORMACION CLINICA:

El Factor Xlll, también llamado factor estabilizante de la fibrina, es un zimégeno compuesto por dos
subunidades A, potencialmente activas, y dos subunidades B, portadoras de proteinas, que circula por
el plasma en forma de tetrdmero. Las subunidades A se disocian de las subunidades B en la fase
terminal de la cascada de coagulacién por la accién de la trombina y el Ca2+, dando lugar a una
configuracion enzimaticamente activa.

El Factor Xlll es esencial para mantener la hemostasis debido a su papel en la estabilizacion de la fibrina
y en la proteccidn de la fibrina respecto a la degradacidon proteolitica por el sistema fibrinolitico.
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UTILIDADCLINICA

Evaluar desordenes hemorragicos debidos a deficiencia de Factor Xlll que permitird tomar las
decisiones terapéuticas adecuadas.

DESCRIPCION DEL METODO

Es utilizado un reactivo Latex FXIll que es una suspensiéon de particulas de latex de poliestireno de
tamafio uniforme, a las que se les ha unido un anticuerpo policlonal de conejo altamente especifico
contra la subunidad A del FXIIIl. Cuando se mezcla un plasma que contiene la subunidad A activa del FXIII
con el Reactivo Latex y el Tampodn, las particulas de latex aglutinan. El grado de aglutinacion es
directamente proporcional a la concentracion de FXIII Ag contenida en el plasma y se determina
midiendo el descenso de la luz transmitida causada por los agregados

REQUISITOS DEL PACIENTE

Para el diagndstico del Déficit de FXIll: no haber recibido derivados plasmaticos o tratamientos
sustitutivos con factor los 9 dias antes al estudio.

Para la monitorizacidon del tratamiento sustitutivo hemostatico en la deficiencia del Factor Xlll: se debe
conocer el producto hemostatico administrado, la cantidad y la hora de la ultima dosis para poder
valorar los resultados correctamente

REQUISITOS DE LA MUESTRA

Sangre con anticoagulante (citrato sédico). (Contenedor): Tubo de pldstico tapdn azul arandela negra.

VALORES DE REFERENCIA

Factor XII:C - Sangre (Test) De 0 a 30 dias (25,00 - 81,00)

De 1 mes a 5 meses (76,00 - 136,60)

De 6 meses a 11 meses (48,00 - 156,10)

De 1 afio a 5 afios (50,00 - 174,70)

De 6 afos a 10 anos (49,40 - 153,50)

De 11 afios a 17 afios (49,40 - 153,50)

De 18 a 150 afios (70,00 - 120,00)

VALORES CRITICOS:
Niveles inferiores al 15% o U/dL
TIEMPO DE RESPUESTA

Area de Trombosis y Hemostasia Especial: 7 dias.
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INTERPRETACION DE LOS RESULTADOS

Los pacientes con deficiencias hereditarias de FXIll presentan predisposicion a sangrados severos,
ademas, estd involucrado en el mantenimiento del embarazo evitando abortos precoces y en la
cicatrizacion de las heridas.

Puede aparecer deficiencia adquirida de FXIIl en algunas enfermedades tales como enfermedades
inflamatorias del intestino y leucemias agudas. Se ha observado incremento de la actividad del FXIIl en
el plasma de pacientes con arteriosclerosis obliterativa y angiopatia diabética
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coagulacién: Manual de Laboratorio.Federacién Mundial de Hemofilia.2010
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Complejo del Factor VilI

INFORMACION CLINICA

El factor VIII de la coagulacién es una glicoproteina de 320 kD sintetizada fundamentalmente en el
higado, que circula en plasma en una concentracién de 0,1-0,2 pug/mL formando un complejo estable
con otra glicoproteina, el factor vonWillebrand.Cuando se activa por el factor Xa o la trombina (por

protedlisis), actia como cofactor acelerando la activacidon del factor X por el factor IXa.

El factor von Willebrand es una glicoproteina multimérica grande (multimeros grandes de mas de 20000
kD), sintetizada en endotelio y megacariocitos y presente en las plaquetas.

El factor von Willebrand tiene dos funciones fisioldgicas: 1) Unién al colageno del subendotelio y a la
superficie plaquetaria (glucoproteina Ib), favoreciendo la formacion de un agregado plaquetario en los
sitios de lesion vascular. 2) Fijacion y transporte del factor VIIl, impidiendo su inactivacion vy
concentrandolo en los sitios de lesion vascular.

El estudio del complejo VIl incluye:

Estudio Basico de coagulacién, FVIII: Cy Cro Fraccién funcional determinable por métodos cualitativos y
FVW: Ag; Fraccidn antigénica, determinable por métodos cuantitativos.
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FVW: CoR; Fraccion funcional, dependiente de la ristocetina, determinable por métodos cualitativos.
Medida indirecta de la afinidad del factor por la glucoproteina Ib.

FVW: CB; Fraccion funcional (fraccion de la molécula que se une al coldageno), determinable por
métodos cuantitativos (inmunoldgicos). Sensible a defectos de grandes multimeros.

FVW: FVIIIB; Fraccion funcional (parte de la molécula que se une al factor VIll), determinable por
métodos cuantitativo

DESCRIPCION DEL METODO:

Cada una de las pruebas que componen este estudio tiene un método especifico que se detalla a
continuacion:

Fraccion Método Ventajas Inconvenientes
FVW: Ag ELISA eBuena correlacion con eleNo detecta
FVW: CoR alteraciones
cualitativas

eReproducible y sencillo

FvW: CB ELISA eSensible a los defectos deeTipo de coldgeno
los grandes multimeros apropiado
*Reproducible y sencillo *Valor en el tipo 1 no

claroy en tipo 2M

FvW: CoR Inmunoturbidimetrico Método mds sensible paraeAutomatizado Y
deteccion de todos subtipos reproducible

FVIII:C Coagulométrica en un paso eSimple eSensible a activacion e
interferencias
eFacil automatizacion
eNecesidad de plasma
*Rapido deficiente en factor VIII

eVariable en funcién
del reactivo de TTPA

FVIII: Cro Cromogénico *No sensible a activacién. eExactitud
cuestionable en
*No requiere plasmapresencia de
deficiente inhibidores
eFacil automatizacion eInstrumentacion
especifica
*Precision
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FVW: FVIIIB; Fraccion funcional (parte de la molécula que se une al factor VIll), determinable por
métodos cuantitativo

REQUISITOS DEL PACIENTE:

Los niveles de factor VIl y von Willebrand sufren variaciones en situaciones fisioldgicas y patoldgicas: la
liberacion de adrenalina y el ejercicio intenso o estrés, los procesos inflamatorios (reactante de fase
aguda), enfermedad hepdtica severa, el hipertiroidismo y los niveles altos de estrégenos vy
progesterona, como en el embarazo o el tratamiento hormonal. Todo esto se debe tener en cuenta a la
hora de interpretar los resultados. Se recomienda un reposo previo del paciente 30 minutos antes de la
extraccién analitica y usar la menor estasis venosa para el procedimiento.

REQUISITOS DE LA MUESTRA:
Sangre con anticoagulante (citrato sédico). (Contenedor): Tubo de pldstico tapdn azul arandela negra.

VALORES DE REFERENCIA:

Factor VIII:C - Sangre (Test) De 0 a 30 dias (65,20 - 153,40)

De 1 mes a 5 meses (50,30 - 187,30)

De 6 meses a 11 meses (53,40 - 132,20)

De 1 afo a 5 afios (59,00 - 167,00)

De 6 afos a 10 ainos (60,60 - 154,40)

De 11 afios a 17 afios (42,80 - 154,60)

De 18 a 150 afios (50,00 - 150,00)

Factor VIII:Cro- Sangre (Test) De 0 a 150 afios (50 - 150)

Factor vW:Ag- Sangre (Test) De 0 a 30 dias (46,0 - 215,9)

De 1 mes a 5 meses (35,5 - 217,0)

De 6 meses a 11 meses (48,4 - 199,4)

De 1 afio a 5 afios (41,0 - 185,7)

De 6 afos a 10 afos (44,8 - 141,1)

De 11 afios a 17 afios (55,6 - 123,4)

De 18 a 150 aiios (50,0 - 150,0)

Factor vW:CBA- Sangre (Test) De 0 a 30 dias (74 - 189)

De 1 mes a 5 meses (41 - 191)

De 6 meses a 11 meses (43 - 176)

De 1 afo a 5 afios (44-156)

De 6 afos a 10 anos (41-129)

De 11 afios a 17 afios (54-137)

De 18 a 150 afos (50 - 150)

Factor vW:RCO ELISA- Sangre (Test) De 0 a 30 dias (87,8 - 121,5)

De 1 mes a 5 meses (33,2 - 154,1)

De 6 meses a 11 meses (37,1 - 118,6)

De 1 afio a 5 afios (40,8 - 131,8)

De 6 afos a 10 afos (42,1 - 162,6)

De 11 afios a 17 afios (45,0 - 139,1)

De 18 a 150 afios (50,0 - 150,0)
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VALORES CRITICOS:

Factor VIII Coagulante (FVIII: C) < 10%.

Factor VIII Cromogénico (FVIII: Cro): <10%
TIEMPO DE RESPUESTA

Area de Trombosis y Hemostasia Especial: 15 dias

INTERPRETACION DE LOS RESULTADOS:

Test Tipo 1 Tipo2A  Tipo 2B Tipo2M Tipo2N Tipo 3 Plaguetario

FVII Nod Nod Nod N W AN \

FVW: Ag \ \’ \2 JoN JoN VAR \

FvW: CoR \ AR A \’ JoN VAR A

FVW:CB J W W \2 JoN VARA -
Hemofilia grave Hemofilia moderada Hemofilia leve

Factor VIII <1% (0-0,01 U/mL) 2-5% (0,02-0,05 U/mL) 6-40% (0,06-0,40 U/mL)

Factor von Willebrand Normal
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Union Factor VilI- FVW
INFORMACION CLINICA

En la variante 2N de la enfermedad de von Willebrand, los resultados de los estudios de laboratorio son
indistinguibles a los de la hemofilia A hasta que se realiza la técnica que evalla la funcién del enlace
FvW: FVIII o el estudio genético que caracteriza esta patologia.

La enfermedad de von Willebrand tipo 2N constituye uno de los diagndsticos diferenciales de un nivel
aislado, de leve a moderadamente bajo de FVIII. Los resultados que se obtienen por el restod e técnicas
de Laboratorio se describen a continuacién: FVIII y FVIII: C disminuidos. VWF:Ag ligeramente disminuido
o normal. VWF: RCo y RIPA normales. Multimeros presentes. Es una variante cualitativa con
disminucién de la unidn al FVIII, muy rara y con una herencia autosémica recesiva.

El diagnostico diferenical entre Hmeofilia A leve y EVW tipo 2 N es fundamental dado que su manejo
terapéutico es muy distinto.

UTILIDAD CLINICA:
Diagnosticodiferencial entre Hemofilia A leve y EVW tipo 2 N
DESCRIPCION DEL METODO:

ELISA semiautomatizado: Un soporte de plastico recubierto de fragmento F(ab')2 de conejo anti-VWF
humano (Reactivo 1) fija el factor von Willebrand contenido en el plasma a probar. El factor VIII del
plasma analizado que se disocia durante la primera etapa del andlisis es eliminado. El factor
recombinante VIII (Reactivo 2a) afiadido a la prueba se fija al VWF. El factor VIl recombinante (FVIIIr)
fijado se revela con anticuerpo monoclonal de ratén anti-FVIIl humano marcado con peroxidasa
(Reactivo 2b) que se fija sobre los determinantes antigénicos libres. La cantidad de peroxidasa unida se
mide por su actividad sobre el sustrato TMB (Reactivo 3). Tras detener la reaccién con un acido fuerte,
la intensidad de la coloracién esta en funcién de la concentracidn inicial de VWF capaz de unirse al FVIII
(VWF:FVIIIB) presente en el medio.

REQUISITOS DEL PACIENTE:

Los niveles de factor VIII y von Willebrand sufren variaciones en situaciones fisioldgicas y patoldgicas: la
liberacion de adrenalina y el ejercicio intenso o estrés, los procesos inflamatorios (reactante de fase
aguda), enfermedad hepdtica severa, el hipertiroidismo y los niveles altos de estrégenos vy
progesterona, como en el embarazo o el tratamiento hormonal.

Todo esto se debe tener en cuenta a la hora de interpretar los resultados. Se recomienda un reposo
previo del paciente 30 minutos antes de la extraccidn analitica y usar la menor estasis venosa para el
procedimiento.
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REQUISITOS DE LA MUESTRA:
Sangre con anticoagulante (citrato sédico). (Contenedor): Tubo de plastico tapon azul arandela negra.

Es necesario un nivel de VWF:Ag superior o igual a 15 % para una correcta interpretacién de los resultados
de VWF:FVIIIB.

VALORES DE REFERENCIA:

>20% Normalidad

< 20% Indicativo de EVW tipo 2N

Valores criticos:

No aplica

TIEMPO DE RESPUESTA

Area de Trombosis y Hemostasia Especial: 30 dias.
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Estudio de inhibidores especificos e inespecificos en Hemofilia congénita, adquirida
y otras coagulopatias menos frecuentes

INFORMACION CLINICA

Se trata de anticuerpos que interfieren en el proceso coagulativo, y que dan lugar a una prolongacidn de las
pruebas basicas de coagulacion. Esta prolongacién no se corrige por la mezcla a partes iguales con plasma
normal, a diferencia de lo que ocurre en los déficits de factores. Pueden ser de dos tipos:

1. Los anticoagulantes lUpicos. Son muy frecuentes; en realidad se trata de anticuerpos dirigidos contra
complejos de proteinas unidas a fosfolipidos. No tienen accién anticoagulante in vivo y, por el contrario, se
asocian a complicaciones trombéticas y abortos de repeticion (Ver prueba de Anticoagulante IUpico)

2. Los anticuerpos dirigidos contra un determinado factor de la coagulacién. Son mas raros. El mas
frecuente es el que va dirigido contra el factor VIII, y puede aparecer como respuesta al tratamiento

UTILIDAD CLINICA

Deteccion de inhibidores especificos contra el Factor VIII (hemofilia adquirida) o contra otros factores de la
coagulacién (mas infrecuentes).

DESCRIPCION DEL METODO

Al incubar una mezcla de plasma de un paciente con inhibidor mediante un plasma control, el anticuerpo del
paciente degradara el factor contra el que va dirigido el plasma control.

Método Bethesta para el inhibidor contra el FVIII (puede aplicarse al resto de factores realizados por método
coagulativo o cromogénico): El ensayo se basa en medir la cantidad de factor VIII residual de un plasma
control que se ha incubado con el plasma del paciente durante 2 h a 37 °C. La fuente de factor VIl es un pool
de plasmas normales que contiene aproximadamente 1 U/ml de factor VIII.

Se incuban partes iguales de plasma del paciente y plasma control. Pasadas las 2 h se mide el factor VIl
residual. Una unidad Bethesda (UB) se define como la cantidad de inhibidor que neutraliza la mitad del
factor VIII de la mezcla en estas condiciones.
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REQUISITOS DEL PACIENTE

Presencia de un déficit factorial con pruebas de mezclas que no corrigen.

REQUISITOS DE LA MUESTRA

Sangre con anticoagulante (citrato sédico). (Contenedor): Tubo de plastico tapon azul arandela negra.
VALORES DE REFERENCIA

0-0.6 Unidades Bethesta, no se detecta inhibidor clinicamente relevante.

0.6-5 Unidades Bethesta; Inhibidor de bajo titulo.

Mads de 5 Unidades Bethesta: Inhibidor de alto titulo.

VALORES CRITICOS

No aplican

TIEMPO DE RESPUESTA

Area de Trombosis y Hemostasia Especial: 15dias.

INTERPRETACION DE RESULTADOS

Casi todos los inhibidores del factor VIII son reconocidos debido a su interferencia o neutralizacién de la
actividad procoagulante. Los inhibidores contra el factor VIII se presentan en las siguientes condiciones
clinicas: hemofilia A, Hemofilia B, mas raramente en Hemofilia C, Hemofilia adquirida (postparto, vejez,
enfermedades autoinmunes de base...) En todas estas situaciones, los inhibidores estan caracterizados como
anticuerpos especificos del Factor VIII. Estos inhibidores son generalmente inmunoglobulinas IgG vy

presentan dependencia del tiempo en la neutralizacidn del factor VIIL.

Los inhibidores en pacientes no hemofilicos frecuentemente difieren en sus reacciones cinéticas de los
inhibidores que provienen de pacientes hemofilicos.

La presencia de estos inhibidores tiene un alto riesgo hemorragico y supone que se deban iniciar
tratamientos de inmunotolerancia junto a agentes by-pass en los pacientes hemofilicos, y agentes by-pass
junto a inmunosupresores en los casos de pacientes que desarrollen una hemofilia adquirida. La
monitorizacion de los niveles del inhibidor es necesaria para la estrategia terapéutica adecuada con cada
paciente y trastorno hemostdtico subyacente.
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Coagulacion Intravascular Diseminada (C.1.D.)
INFORMACION CLINICA

“La coagulacién intravascular diseminada (C.1.D.) es un sindrome adquirido caracterizado por la activacion
generalizada intravascular de la coagulacidn producida por multiples causas. Puede ser originada por lesion
de la microvascularizacidn y, a su vez, puede provocar lesién de esta misma microvascularizaciéon. Si esta
lesién es importante puede producir fracaso organico”. Comité Cientifico y de Estandarizacion de la
Asociacidn Internacional de Trombosis y Hemostasia

La C.I.D. es un sindrome. No es una enfermedad ni un sintoma sino un sindrome caracterizado por un
proceso dindmico de coagulacidn intravascular. Puede ser originada de forma local y extenderse de forma
generalizada o generalizada desde el inicio.

La C.I.D. es un proceso adquirido. En todos los procesos desencadenantes se produce una respuesta
inflamatoria masiva localizada o generalizada con liberacién de proteasas, citoquinas y hormonas desde
células inflamatorias y vasculares que producen una lesiéon endotelial extensa. Como consecuencia se
produce:

Exposicion de la sangre a sustancias procoagulantes como el factor tisular.

Excesiva generacidn de trombina y formacidn de fibrina dentro de la circulacién.

Formacién de microtrombos locales y a distancia del sitio de la lesion original.

Fibrinolisis secundaria.

La activacion de la coagulacién producir trombos en la microcirculacion que produce como consecuencia
isquemia organica.

La C.I.D. incluye un coagulopatia de consumo. La coagulopatia de consumo describe el proceso hemorragico
que ocurre en el curso de la C.I.D. como consecuencia del consumo de plaquetas, factores de coagulacién e
inhibidores de la coagulacidon. A esta coagulopatia se afiade la activacion del sistema fibrinolitico, que

115



Biblioteca de pruebas Laboratorios de Hematologia.AGC Laboratorio de Medicina. Ed 09

intensifica la tendencia hemorrdgica. La coagulopatia de consumo no siempre estd presente en todos los
pacientes.

En la C.I.D. se puede demostrar un aumento de marcadores de activacion de la coagulacién.
Existe una variante de C.I.D que es la que se produce en el paciente politraumatizado y que se denomina

C.T.A, coagulopatia asociada al trauma, en la que la alteracién principal es la hipocoagulabilidad por
activacion de la via de la Proteina C y del sistema fibrinolitico.

UTILIDAD CLINICA

Diagnéstico Trombosis de la microcirculacién, con su expresion clinica de isquemia y fracaso organico y de
los estados Hemorragicos asociados a este cuadro.

Las indicaciones de solicitud de este estudio son:

Infecciones severas/sepsis: por cualquier microorganismo.

Traumatismo: politraumatismo, traumatismo encefalico, embolismo graso.
Destruccién organica: pancreatitis severa.

Neoplasias malignas: tumores sélidos, sindromes mielo y linfoproliferativos.
Trastornos obstétricos: embolismo de liquido amnidtico, abruptioplacentae...
Anormalidades vasculares: sindrome de Kasabach-Merrit, aneurismas gigantes.
Fallo hepdtico grave.

Reacciones tdxicas e inmunoldgicas: veneno de serpientes, drogas, reacciones transfusionales, rechazo
de trasplante

DESCRIPCION DEL METODO
Se deben realizar las siguientes determinaciones:

Estudios globales de la coagulacion: incluye tiempo de tromboplastina parcial, tiempo de protrombina y
tiempo de trombina. La normalidad de los mismos no excluye la activacidn del sistema hemostatico. Si estan
alargados, indica una activacidon importante de la coagulacién, causando una coagulopatia de consumo. Por
otro lado, sirven para monitorizar la evolucidn del proceso y el tratamiento del mismo.

Plaquetas: una cifra normal de plaquetas estable en el tiempo sugiere que la generacién de trombina no esté
incrementada, mientras que una disminucién en el nimero de las mismas, medidas a intervalos de 1 a 4
horas indica generaciéon de trombina y agregacién plaquetaria. Se suele determinar junto con los tests
incluidos en el punto anterior.
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Fibrinégeno: el consumo de fibrinégeno suele ser un dato analitico tardio en el contexto de una C.1.D.

D-Dimero y Productos de Degradacion del Fibrindgeno.

La dindmica de la C.I.D. puede ser valorada midiendo marcadores de activacion de la coagulacién como el
fibrinopéptido A, fragmento 1+2 de la protrombina, complejos trombina — antitrombina (TAT) y fibrina
soluble. Estos cuatro marcadores indican la generacién de trombina y el efecto de la misma en los factores
de coagulacion. Los dos primeros no son especificos, ya que se pueden producir en coagulacién extravascular
asociada a otros problemas, como neumonia peritonitis... En contraste, la presencia de fibrina soluble y de
complejos trombina antitrombina en el plasma sélo puede ser generada intravascularmente y representan
test diagndsticos especificos de hipercoagulabilidad. Por otro lado, el fibrinopéptido A y los TAT tienen una
vida media en plasma muy corta (de minutos) que dificultan su determinacion.

La liberacidn de los fibrinopéptidos A y B da lugar a los monémeros de fibrina, que tienen una tendencia
importante a la polimerizacién, con disminucién de la solubilidad en plaquetas y formaciéon de enlaces
covalentes cruzados entre los mondmeros (factor Xllla) da lugar al coadgulo plasmatico (formacion de fibrina
insoluble). Los monédmeros de fibrina se encuentran unidos al fibrinégeno y a varios derivados proteoliticos
del fibrindgeno y de la fibrina. Estos complejos solubles los podemos medir con distintas técnicas
(paracoagulacion, inmunoldgicas...). Las pruebas de ELISA en la practica clinica diaria no son utiles pues son
métodos laboriosos, los resultados pueden no estar disponibles en un tiempo aceptable, son caros y no
disponibles en muchos laboratorios.

REQUISITOS DEL PACIENTE:

No precisa

REQUISITOS DE LA MUESTRA:

Sangre con anticoagulante (citrato): Tubo con tapén azul

VALORARES DE REFERENCIA:

Los aplicables a cada una de las pruebas que contiene este perfil

TIEMPO DE RESPUESTA

Area de Trombosis y Hemostasia Especial: 1 dia laborable.

Area de Trombosis y Hemostasia Laboratorio de Respuesta Rapida: 45 min.

Area de Trombosis y Hemostasia Core: 1 dia laborable.
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INTERPRETACION DE RESULTADOS:

La combinacién de una serie de pruebas sencillas suele ser suficiente para establecer el diagndstico. Estas
pruebas incluyen recuento de plaquetas, tiempo de protrombina, tiempo de tromboplastina parcial activada,
tiempo de trombina, fibrinégeno, PDF, dimero D y morfologia de sangre periférica. Sobre la base de algunas
de estas pruebas, el Comité de Estandarizacién de la Sociedad Internacional de Trombosis y Hemostasia
(ISTH) ha propuesto indices de CID establecida o manifiesta, pre-CID o ausencia de CID

Fases

Fase I. Activacién compensada del sistema
hemostatico

No hay hallazgos clinicos

Datos de laboratorio

-Aumento de marcadores de activacion: F 1+2,
trombina- antitrombina. Fibrina soluble.

-Disminucion de inhibidores: antitrombina lll.

-No  consumo ni de factores

procoagulantes.

plaguetario

TRANSICION CID ASINTOMATICA/SINTOMATICA

Fase Il. A. Descompensada del sistema hemostatico
Sangrado por sitios de venopuncién y en zonas
quirdrgicas. Fallo organico.

Fase lll. CIDSangrado generalizado.
y fracasomultiorganico

-Plaquetas y fibrinbgeno pueden ser normales.
-Consumo (prolongacion de tiempos de coagulacién).

- Alteraciones de la fase anterior.

-Coagulopatia de consumo: TTP, TP, TT alargados o
incoagulables.

Plaquetas menores del 40% del valor inicial.

Fibrindgeno, antitrombina y factores de coagulacién
inferiores al 50% del valor inicial...

-Alteraciones de la fase anterior
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El diagnostico de CID une criterios clinicos y de Laboratorio.
CRITERIOS DE LA SOCIEDAD INTERNACIONAL DE TROMBOSIS Y HEMOSTASIA (ISTH):

1. Valoracion clinica del riesgo éPresenta el paciente una enfermedad probablemente asociada con CID
manifiesta? Continuar algoritmo sélo si la respuesta es afirmativa

2. Realizar estudio de coagulacion con pruebas globales
Recuento de plaquetas/uL: > 100.000, < 100.000 o < 50.000; 0, 1 y 2 puntos respectivamente
Dimero D: Sin aumento, I moderado o 1 grave; 0, 1y 2 puntos respectivamente
Tasa de Protrombina: > 70%, 70-55% o < 55%; 0, 1 y 2 puntos respectivamente
Fibrindgeno (g/L): >1 0<1; 0y 1 punto respectivamente.

Si tras aplicar este sistema se obtienen cinco o mas puntos estamos ante una CID, si se obtienen menos de
cinco puntos aplicar el siguiente algoritmo:

3. Realizar las siguientes determinaciones:
Recuento de plaquetas/uL: > 100.000, < 100.000 o < 50.000; 0, 1 y 2 puntos respectivamente
Dimero D: Sin aumento, I moderado o I grave; 0, 1y 2 puntos respectivamente
indice de Quick: > 70%, 70-55% o < 55%; 0, 1y 2 puntos respectivamente
Proteina C: 50-70%, < 50% o > 70%; 0, 1 y 2 puntos respectivamente
Antitrombina: < 60%, > 60%; 0 y 1 punto respectivamente.
BIBLIOGRAFIA:

G. Hurtado, MT. Orue, ML. Antelo, 2008 Coagulacién Intravascular diseminada, libro electrénico de temas de
urgencias.

Risberg, B; Andreasson, S; Eriksson, E (1991). «Disseminated intravascular coagulation». Acta
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Pabén R; Ripoll, Leiria M; Velasco, Gimena F. «Coagulacion intravascular diseminada. Historia». 2013.

Taylor FB Jr, Toh CH, Hoots WK, Wada H, Levi M; Scientific Subcommittee on Disseminated Intravascular
Coagulation (DIC) of the International Society on Thrombosis and Haemostasis (ISTH). Towards definition,
clinical and laboratory criteria, and a scoring system for disseminated intravascular coagulation.
ThrombHaemost. 2001 Nov; 86(5):1327-30 2.

Dempfle CE, Wurst M, Smolinski M, Lorenz S, Osika A, Olenik D, Fiedler F, Borggrefe M. Use of soluble fibrin

antigen instead of Ddimer as fibrin-related marker may enhance the prognostic power of the ISTH overt DIC
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Determinacion de los niveles de Plasminogeno
INFORMACION CLINICA

El plasmindgeno o profibrinolisina es una glicoproteina sintetizada por el higado, presente en el plasma
sanguineo y la mayor parte del extracelular como el precursor inactivo de
una enzima proteasa llamada plasmina. Dos glicoformas principales de plasmindgeno estdn presentes
en los seres humanos; plasmindgeno tipo | contiene dos restos de glicosilacidn, mientras que el tipo Il
plasminégeno contiene sélo un Unico azucar unida al oxigeno. El Tipo Il del plasminégeno esta
preferentemente presente en la superficie de la célula. Por el contrario, el plasmindgeno tipo | aparece
reclutado en los codgulos de firbrina.

En la circulacidn, plasmindgeno adopta una conformacidn cerrada resistente. Tras la unién a codgulos de
fibrina, o a la superficie de la célula, el plasminégeno adopta una forma abierta que puede ser
convertido en plasmina activa por una variedad de enzimas, incluyendo activador del plasmindgeno
tisular, activador de plasmindgeno uroquinasa, calicreina, y el factor XII.

La fibrina es un cofactor para la activacién del plasmindgeno por el activador del plasmindgeno tisular.
La uroquinasa es otro activador del plasmindgeno, es un cofactor para la activacion del plasmindgeno
por la uroquinasa activadora del plasmindgeno. La conversiéon de plasmindégeno a plasmina implica la
escision del enlace peptidico entre Arg-561 y Val-562.

El plasmindgeno es el componente central del sistema fibrinolitico del organismo, es decir, actua en la
fibrindlisis del coagulo de fibrina.

UTILIDAD CLINICA

La determinacion de los niveles de plasmindgeno se puede usar en la monitorizacién de la terapia
fibrinolitica en pacientes con ictus isquémicos, infartos agudos de miocardio o trombosis venosas y
arteriales graves en otras localizaciones.

Asi mismo esta determinacién puede incluirse dentro de los estudios de trombofilia, para completar el
estudio diagndstico de las trombosis idiopaticas en pacientes menores de 50 afios, los abortos de
repeticidn o las complicaciones vasculares relacionadas con la gestacion.

Se usa como diagndstico en la coagulopatia intravascular diseminada o en el estado hiperfibrinolitico de
los pacientes politraumatizados, en cirugia cardiaca o de trasplantes de érganos

DESCRIPCION DEL METODO
El plasmindgeno en una muestra de plasma se activa a través de reaccion con un exceso de
estreptoquinasa en presencia de fibrindgeno. El complejo plasmindgeno - estreptoquinasa se determina

por la velocidad de hidrdlisis de un sustrato cromogénico.

El kit de plasmindgeno se basa en un sustrato cromogénico sintético los niveles de plasminégeno en el
paciente en plasma, se miden automdticamente en los sistemas de coagulacidn en dos etapas:


https://es.wikipedia.org/wiki/Glicoprote%C3%ADna
https://es.wikipedia.org/wiki/H%C3%ADgado
https://es.wikipedia.org/wiki/Plasma_sangu%C3%ADneo
https://es.wikipedia.org/wiki/Plasma_sangu%C3%ADneo
https://es.wikipedia.org/wiki/Zim%C3%B3geno
https://es.wikipedia.org/wiki/Enzima
https://es.wikipedia.org/wiki/Proteasa
https://es.wikipedia.org/wiki/Plasmina
https://es.wikipedia.org/wiki/Fibrin%C3%B3lisis
https://es.wikipedia.org/wiki/Ser_vivo
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1. La incubacion del plasma con el reactivo de estreptoquinasa en presencia de fibrinégeno.

2. La cuantificacidn de los complejos de plasmindgeno - estreptoquinasa por un sustrato cromdégenico
sintético. La nitroanilina liberada se controla cinéticamente a 405 nm y es directamente proporcional al
nivel de plasmindgeno en la muestra del paciente.

REQUISITOS DEL PACIENTE

No precisa.

REQUISITOS DE LA MUESTRA

Sangre con anticoagulante (citrato): Tubo con tapén azul con arandela negra

VALORES DE REFERENCIA

Plasmindgeno De 0 dias a 30 dias (41,0 . 82,7)

De 1 meses a 5 meses (37,6 . 109,6)

De 6 meses a 11 meses (49,3 - 126,4)

De 1 afos a 5 afos (59,6 - 178,00)

De 6 afos a 10 afos (52,4 - 158,1)

De 11 anos a 17 aios (58,1 - 130,6)

De 18 a 150 afios (80,00 - 140,00)

VALORES CRITICOS
No aplica
TIEMPO DE RESPUESTA

Area de Trombosis y Hemostasia Especial: Un dia laborable.
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INTERPRETACION DE RESULTADOS

La displasmogenemia o los niveles descendidos de plasmindgeno congénitos se asocian con trombosis
venosa. Existen también deficiencias adquiridas deficiencias adquiridas del plasmindgeno que estan
asociados con la terapia trombolitica, sepsis y coagulacién Intravascular diseminada.
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Determinacion de los niveles del Inhibidor de la plasmina:

INFORMACION CLINICA

El inhibidor de la plasmina o a-antiplasmina es una glicoproteina constituida por 500 aminoacidos y un
contenido en carbohidratos del 13%, cuyo peso molecular es de 70.000 daltons. Dicha molécula se
sintetiza en el higado. Su vida media es de 2,6 dias y su concentracién plasmatica de 1 mcM.

En el torrente sanguineo se encuentra de dos formas, un 70% es funcionalmente activa y un
30% inactiva. Es el principal inhibidor fisiolédgico de la plasmina y representa el 75% de la actividad
antiplasminica del plasma.

En cuanto a su mecanismo de accidn, la molécula forma un complejo 1:1 con la plasmina en dos fases:
una muy rapida y reversible y otra mas lenta e irreversible. La interaccion tiene lugar entre los LBS
(lysisbinding sites) y el centro activo serina de la plasmina con los lugares correspondientes de la alfa2-
antiplasmina. Esta reaccién se produce mucho mas lentamente cuando los LBS y el centro activo estan
ocupados, como sucede a nivel de la superficie de la fibrina, de esta manera la vida media de la plasmina
ligada a la fibrina es dos a tres veces superior a la de la plasmina libre. Este inhibidor reacciona
débilmente con el Glu-plasminégeno y se une de forma covalente a la cadena alfa de la fibrina durante
el proceso de la coagulacion.

Por consiguiente, se podria concluir que la alfa2-antiplasmina ejerce su efecto inhibitorio sobre la
fibrinolisis a tres niveles:

Inactivacion rapida de la plasmina
Interferencia con la unidn del plasminégeno a la fibrina

Unidn covalente con la fibrina, haciendo que ésta sea mas resistente a la accidon de la plasmina

UTILIDAD CLINICA

La determinacion de los niveles del inhibidor de la plasmina se utiliza para el despistaje de estados
protrombdticos en pacientes con cancer. Asi mismo esta determinacidn puede incluirse dentro de los
estudios de trombofilia, para completar el estudio diagndstico de las trombosis idiopaticas en
pacientes menores de 50 afios, los abortos de repeticion o las complicaciones vasculares relacionadas
con la gestacion.

Se usa como diagndstico y seguimiento en la coagulopatia intravascular diseminada o en el estado
hiperfibrinolitico de los pacientes politraumatizados, en cirugia cardiaca o de trasplantes de érganos
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DESCRIPCION DEL METODO

El kit para determinar el Inhibidor de la Plasmina es una técnica basada en un substrato cromogénico
sintético y en la inactivacidon de la Plasmina. El nivel de Inhibidor de la Plasmina en el plasma de
pacientes es medido automaticamente en los sistemas de coagulacién en dos etapas:

1. Incubacion del plasma con el reactivo Plasmina en presencia de un exceso de metilamina.

2. Cuantificacion de la actividad de la Plasmina residual con un substrato cromogénico sintético. La
Paranitroanilina liberada es medida cinéticamente a 405 nm, siendo su nivel inversamente proporcional
a la actividad del Inhibidor de la Plasmina de la muestra.

REQUISITOS DEL PACIENTE

No precisa.

REQUISITOS DE LA MUESTRA

Sangre con anticoagulante (citrato): Tubo con tapdn azul con arandela negra

VALORES DE REFERENCIA

80.2-132.5%

VALORES CRITICOS

No aplica

INTERPRETACION DE RESULTADOS

Se observa disminucion del nivel del Inhibidor de la Plasmina en enfermedades hepaticas, y en
coagulacion Intravascular diseminada. Se han reportado aumentos de su nivel durante periodos post-
operatorios.

TIEMPO DE RESPUESTA

Area de Trombosis y Hemostasia Especial: Un dia laborable.
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Determinacion de los niveles de actividad del ADAMS-13 y de su inhibidor

INFORMACION CLINICA

El ADAMTS13 es una desintegrina y metaloproteasa con motivo de trombofosfodina tipo 1 que escinde
especificamente multimeros de factor von Willebrand (VWF) de gran tamafio en el enlace Tyr1605-
Met1606 situado enel dominio A2 del VWF. Si la actividad de ADAMTS13 disminuye, ya sea debido a una
mutacién hereditaria dentro del gen ADAMTS13, o debido al desarrollo de un autoanticuerpo, la
acumulacién de multimeros de VWF ultragrandes puede causar una trombosis microvascular debido a la
agregacion plaquetaria y producir el sindrome potencialmente mortal de la purpura trombocitopénica
trombdética (PTT), un trastorno grave que generalmente se diagnostica a partir de la historia clinica y
depardmetros analiticos de rutina.

La determinacién de la presencia de inhibidor es muy util para el diagnostico diferencial entre PTT
congénita y adquirida en este escenario.

UTILIDAD CLINICA

Se deben realizar ensayos de la actividad de la ADAMTS13 y su inhibidor para confirmar el diagndstico
de PTT, particularmente en casos dificiles; también se pueden utilizar en la prediccién de la recaida de la
PTT.

Asi mismo esta técnica es de utilidad para el diagndstico diferencial de las microangioatias trombdticas
en la practica asistencial.

DESCRIPCION DEL METODO

El ensayo AcuStar ADAMTS13 Activity es un inmunoensayo en dos pasos para cuantificar la actividad de
la ADAMTS13 en plasma humano citratado utilizando particulas magnéticas como fase sdlida y un
sistema de deteccién quimioluminiscente.

En el primer paso, la muestra se mezcla con el tampén de ensayo y las particulas magnéticas recubiertas
con un sustrato peptidico GST- VWF73 recombinante que contiene el punto de escision de la ADAMTS13
(tirosinal605-metioninal606) por medio de un anticuerpo monoclonal especifico antiglutation S-
transferasa (GST). El ADAMTS13 presente en la muestra escinde el sustrato unido a las particulas
magnéticas proporcionalmente a su actividad. Después de la separacidn magnética y el lavado, se afiade
un anticuerpo monoclonal etiquetado con isoluminol que reacciona especificamente con el péptido
escindido (anti-N10) y se incuba en un segundo paso. Tras una segunda separacion magnética y lavado,
se afiaden dos reactivos y se mide la reaccién quimioluminiscente en unidades relativas de luz (RLUs)
con el sistema optico ACL AcuStar. Las RLUs son directamente proporcionales a la actividad de la
ADAMTS13 en la muestra.

El calculo de la presencia d einhibidor se realiza mediante un método manual , consistente en un test
bethesta modificado segun el siguiente esquema:
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HemoslIL
Normal Control

Heat inactivated
HemosIL
Normal Control

HemosIL
Normal Control

Control Mixture

1:1

Heat inactivated
Patient Plasma

Patient Mixture

REQUISITOS DEL PACIENTE

Incubate 30 min at 37°C

Measure ADAMTS13 activity
in mixtures

Calculate ADAMTS13 Inhibitor titer |

No existen requisitos especificos

REQUISITOS DE LA MUESTRA

Sangre con anticoagulante (citrato): Tubo con tapdn azul con arandela negrabilirrubina de hasta 18
mg/dl, triglicéridos de hasta 1250 mg/dl, del anticuerpo antirratén humano (HAMA) de hasta 1 pg/ml,
del VWF de hasta 200 Ul/dl, y de la LMWH y la UFH de hasta 2 Ul/ml.

La presencia del factor reumatoide puede producir una subestimacién de los resultados de la prueba
con el ADAMTS13 Activity. Es posible que se requieran pruebas adicionales.

pag. 133
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VALORES DE REFERENCIA
ADAMTS-13 actividad 60.60-130.60%

ADAMTS-13 Inhibidor: 0.0-0.6 U.B.

VALORES CRITICOS

<10% de actividad

>0.6 U.B.

INTERPRETACION DE RESULTADOS

Los resultados de estasdeterminacidnes se usan para el diagnostico y la monitorizacién de la PTT y en el
diagnostico diferencial de otras MAT.

Esta determinacidn y sus resultados siempre son valoradas por el Facultativo del area.

TIEMPO DE RESPUESTA

Area de Trombosis y Hemostasia Especial: Un dia laborable para la actividad , en el caso del inhibidor 7
dias laborables.
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Funcidn plaquetaria global
INFORMACION CLINICA

El sistema PFA -100 es un sistema de anadlisis compuesto por un instrumento y cartuchos de prueba, en
el cual se simula in vitro el proceso de adhesién y agregacién de las plaquetas que ocurre tras una lesidon
vascular. Este sistema de funcién plaquetaria permite el reconocimiento de anomalias de la funcidn
plaquetaria ya sean congénitas, adquiridas o inducidas por inhibidores de |la agregacion plaquetaria. Las
causas mas frecuentes de una alteracion de la funcidn plaquetaria son la uremia, la Enfermedad de
VonWilebrandy la toma de distintos farmacos como el 4cido acetil salicilico y otros antiagregantes.

UTILIDAD CLINICA

Es una prueba de screening de la funcién plaquetaria que tras diversos estudios clinicos ha demostrado
capacidad y en el diagndstico y monitorizacidn de las siguientes situaciones clinicas:

Despistaje de trombopatias congénitas o adquiridas como test inicial de screening previo a la realizacién
de la agregacién plaquetaria.

Despistaje de la trombopatias asociada a la enfermedad de Von Willebrand.
Deteccidn de la antiagregacion por acido acetil salicilico.

Control del riesgo de hemorragia preoperatoria, los pacientes con alteraciones en este test presentan
mas sangrados intraoperatorios y mayor terapia transfusional frente a aquellos donde se demuestra por
este método una funcidn plaquetaria normal.

DESCRIPCION DEL METODO

El sistema PFA 100 permite la evaluacidn rdpida de la funcién plaquetaria en muestras pequefias de
sangre citratada, en base al método de Kratzer y Born. El cartucho de prueba en este sistema esta
compuesto por varios componentes integrados, incluyendo un capilar un depésito para las muestras y
una membrana biolédgicamente activa con orificio central. La muestra de la sangre total citratada va a
ser aspirada por un capilar a través del orificio mencionado anteriormente, por lo quelas plaquetas van a
estar expuestas a altas pruebas de cizalladura. La membrana de este dispositivo estd cubierta con
colageno que actlia como matriz inicial para la adhesidon de las plaquetas que al contactar con el
coldgeno se activaran (primer impulso fisiolégico). Por otro lado, la membrana va a estar recubierta con
otros agonistas fisioldgicos de las plagquetas como ADP o epinefrina.

Tras todo este proceso activador las plaquetas se uniran a la membrana activdndose, secretando sus
granulos y adhiriéndose formando agregados que irdn obturando el orificio del paso de la sangre hasta
impedir el paso de la misma. Dicha obturacién medida por agregometria éptica se transformara en
tiempo de obturacidn, por cambios en la turbidez detectados por variaciones en la luz trasmitida
(tiempo de obturacion).
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REQUISITOS DEL PACIENTE

Se precisa informacién clinica de si el paciente toma tratamiento antiagregante y que tipo toma para
evaluar correctamente la monitorizacion ha dicho tratamiento.

El paciente no debe haber recibido antiinflamatorios no esteorideos o cualquier otro farmaco que altere
la funcién plaquetaria 10 dias antes, cuando lo que se pretenda evaluar es la existencia o no de
trombopatias congénitas o adquiridas.

REQUISITOS DE LA MUESTRA

Sangre con anticoagulante (Citrato): Tubo de tapdn azul con arandela negra para las pruebas de
Hemostasia, sin centrifugar y debe llegar al laboratorio en mano (no por tubo neumatico).

VALORES DE REFERENCIA:

Col/EPI: 84-160s

Col /ADP: 68-121S

VALORES CRITICOS

No aplican

INTERPRETACION DE LOS RESULTADOS

Los tiempos de obturacion alargados para cada uno de los test de este estudio tienen sus propias
interpretaciones patoldgicas:

Col/EPI: El alargamiento del tiempo de obturacion de este test nos va a orientar para el diagnédstico de
defectos intrinsecos de las plaquetas, EVW o por la toma de inhibidores de la agregacion plaquetaria.

Col /ADP: Fundamentalmente los tiempos alargados en este parametro se corresponden con la
presencia de acido acetil salicilico en la muestra o antiagregantes tipo inhibidores del ADP.

TIEMPO DE RESPUESTA

Area de Trombosis y Hemostasia Especial: Un dia laborable.
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Agregacionplaquetaria:
INFORMACION CLINICA

Como consecuencia de la activacién por contacto con sustancias extraias se producen cambios en la
forma y funcién plaquetaria que incluyen la exposicidn de las glicoproteinas de membrana llb-llla que
son sitios de unidn para el fibrindgeno (y otros). El fibrindgeno actiia como puente entre receptores de
plaquetas adyacentes, produciéndose como resultado la agregacién plaquetaria.

Usando distintos agonistas que activen las plaquetas se puede medir el efecto antitrombético de ciertos
farmacos y se puede llegar al diagndstico de trombopatias.

UTILIDAD CLINICA

Las plaquetas no solo desempefian un papel fundamental en la hemostasia fisiolégica, sino también en
el desarrollo de la trombosis arterial (infarto de miocardio e ictus). Las pruebas de funcion plaquetaria se
usan para analizar trastornos de dicha funcidn, ya sean hereditarios o adquiridos, para comprobar su
funcionamiento en anestesia y cuidados intensivos, asi como para monitorizar los antagonistas de la
funcién plaquetaria.

Andlisis de los trastornos plaquetarios: Diversos farmacos y patologias, asi como factores genéticos
pueden provocar disfuncidn plaquetaria que puede causar una tendencia hemorrdgica transitoria o
permanente. El test de agregacién plaquetaria ayuda al diagndstico y al manejo terapéutico de los
pacientes con trombopatias.

La funcién plaquetaria en enfermos criticos (UVI, Anestesia, Cirugia cardiaca, trasplantes de érganos
sélidos...): La disfuncién plaquetaria puede provocar graves complicaciones hemorragicas en este tipo de
pacientes. La deteccidn o exclusidn de esta disfuncidn antes de procedimientos invasivos o en pacientes
con trastornos hemorrdgicos puede ayudar a la estratificacion del riesgo y al manejo de estas
situaciones.

Monitorizacidn del tratamiento antiplaquetario: Los antiagregantes plaquetarios son algunos de los
farmacos mds comunmente administrados en la medicina moderna. Una combinacién de acido acetil
salicilico con un antagonista del receptor de ADP (clopidogrel, prasugrel o ticagrelor) es el tratamiento
antiplaquetario principal para pacientes con sindrome coronario agudo (SCA) y/o intervenciones
coronarias con colocacién de stent. Conocer el grado de respuesta a los antiagregantes, ya que el 20%
de la poblacion es resistente a ellos y conocer el grado de cumplimiento, resulta fundamental para
evitar complicaciones graves e incluso mortales en los procedimientos de implantancion de stent
(coronarios, intracraneales...) asi como en la prevencidon secundaria tras un evento isquémico de
cualquier localizacidn
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DESCRIPCION DEL METODO
Describimos el procedimiento segin cada agonista plaquetario utilizado:

ADP test: El reactivo ADPtest contiene ADP, que desencadena la activacién plaquetaria a través de los
receptores de ADP de las plaquetas. En la celda de medicidén las plaquetas activadas se adhieren y
agregan en los filamentos detectores. Ello provoca una mayor resistencia entre dichos detectores, que
es registrada de forma continua y se expresa mediante el area bajo la curva (AUC) (AU*min o U;
conversion: 1 U = 10 AU*min). El ensayo ADPtest es sensible a la inhibicidn del receptor P2Y12 asi como
a la ausencia del receptor Gpllb/lla.

ASPI Test: El reactivo ASPI Test contiene acido araquiddnico que es convertido en tromboxano A2 por la
ciclooxigenasa plaquetaria. Las plaquetas activadas en la celda de medicion se adhieren y agregan sobre
los filamentos de cobre. Ello provoca un aumento de la resistencia entre dichos detectores que es
registrada de forma continua y expresada a través del area bajo la curva (AUC (AU*min o U; conversion:
1 U = 10 AU*min). El ASPltest es sensible a una inhibicidn de la ciclooxigenasa plaquetaria, asi como a
una inhibicién o ausencia del receptor Gpllb/llla.

TRAP test: El péptido activador del receptor de trombina-6 (TRAP-6) es un potente activador plaquetario
qgue estimula la agregacidn de las plaquetas a través del receptor de trombina PAR-1, dando lugar a una
fuerte activacion plaquetaria. Resultados expresados como area bajo la curva (AUC).

RISTO Test: El reactivo RISTOtest contiene ristocetina. El RISTOtest, dependiendo del procedimiento de
pipeteo utilizado, puede ser aplicado en dos concentraciones:

Con el procedimiento de pipeteo para RISTO high se aplica una alta concentracidn de ristocetina (0.77
mg/mL) lo que normalmente induce una fuerte agregacién plaquetaria. Con el procedimiento de
pipeteo RISTOlow, la concentracion de ristocetina aplicada es menor (0.2 mg/mL) lo que por lo general
no induce una fuerte respuesta de agregacién. Resultados expresados como area bajo la curva (AUC).

COL Test: El reactivo COLtest contiene colageno (tipo |) que activa las plaquetas a través de sus
receptores de colageno. Tras la union del coldgeno a sus receptores se libera el dcido araquiddnico que
es el sustituto de la enzima plaquetaria ciclooxigenasa la cual transforma el acido araquiddnico en
tromboxano A2, un potente activador plaquetaria.

REQUISITOS DEL PACIENTE

Se precisa informacion clinica de si el paciente esta bajo tratamiento antiagregante y que tipo toma para
evaluar correctamente la monitorizacion ha dicho tratamiento.

El paciente no debe haber recibido antiinflamatorios no esteorideos o cualquier otro farmaco que altere
la funcién plaquetaria 10 dias antes, cuando lo que se pretenda evaluar es la existencia o no de
trombopatias congénitas o adquiridas.
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REQUISITOS DE LA MUESTRA

Sangre con anticoagulante (Hirundina): Tubo Hirundina 1.6 mLcon tapdén verde y debe llegar al
laboratorio en mano antes de 3 horas (no por tubo neumatico).

VALORES DE REFERENCIA
ASPI test: 86-162 A.U.C.

ADP Test: 53-140 A.U.C.

TRAP Test: 97-182 A.U.C.
RISTO Test High: 98-180 A.U.C.
RISTO Test Low: 1-20 A.U.C.

COL Test: 72-125 A.U.C.

VALORES CRITICOS

No aplican

INTERPRETACION DE LOS RESULTADOS

Dependiendo de los resultados de este estudio con los distintos agonistas se puede interpretar como
déficit de agregacion aquellos valores por debajo de los intervalos de referencia expresados en AUC, o
como un aumento de funcién plaquetaria aquellos valores por encima de los rangos de referencia antes
mencionados. Todo ello nos ayuda al diagndstico de trombopatias, monitorizacién del tratamiento
antiagregante o a identificar estados protrombdticos.

TIEMPO DE RESPUESTA

Area de Trombosis y Hemostasia Especial: Un dia laborable o supeditado al tiempo de respuesta a
otras muestras de hemostasia especial cuando se solicite de forma conjunta a las mismas
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Monitorizacion de los antiagregantes (VerifyNow)

INFORMACION CLINICA

En general, las pruebas de funcién plaquetaria miden la actividad de las plaquetas.

Entre los antiagregantes los mds usados son, el acido acetilsalicilico (aspirina) y los inhibidores P2Y12

Verifynow detecta la actividad plaquetaria midiendo la agregacidn plaquetaria in vitro en una muestra
de sangre expuesta a agonistas especificos. Esto incluye la inhibicion de la actividad plaguetaria en
respuesta a los disntintos agentes antiagregantes usados en distintas indicaciones clinicas.

El sistema VerifyNow es midela agregacidn como un aumento en la transmitancia de la luz. Consiste en
un instrumento turbidimétrico de deteccién Odptica, con dispositivos de ensayo de un solo uso vy
controles de calidad asociados.

UTILIDAD CLINICA

Al menos 1 de cada 3 pacientes en terapias antiplaquetarias no reciben el efecto fisioldgico deseado y la
respuesta individual a las terapias antiplaquetarias puede cambiar con el tiempo.El 40 % de los
pacientes que reciben clopidogrel pueden no responder adecuadamente a la terapia. Por otro lado, la
hiperrespuestade los antiagreantes se asocia con un mayor riesgo de hemorragias. Por tanto, poder
valorar efectoantiagrenate en distintos pacientes y escenario mejora los resultados incrementando la
seguridad de las terapias que se indican.

DESCRIPCION DEL METODO
Mediante la tecnologia de correlacionada con la agregometria de trasmision de luz (LTA)

El ensayo de aspirina VerifyNow es una prueba cualitativa para la deteccidn de disfuncién
plaquetariadebida a la ingestién de AAS en sangre total para diagndstico de laboratorio. El ensayo
incorpora el agonista acido araquiddnico para activar las plaquetas y mide funcion plaquetaria basada
en la capacidad de las plaquetas activadas para unirse al fibrinégeno. Las microparticulas recubiertas de
fibrindgeno se agregan en la sangre total en proporcidn al nimero de receptores de plaquetas GP Ilb /
Illa activados. Si el AAS ha producido esperado efecto antiplaquetario , dicha agregacidn se reducira. El
ensayo de aspirina VerifyNow informa el grado de agregacidn plaquetaria como unidades de reaccién de
aspirina (ARU).

El ensayo VerifyNow P2Y12 es un ensayo en sangre total que se utiliza en el laboratorio o en el
diagndstico de laboratorio para medir el bloqueo del receptor P2Y12. El ensayo incorpora el agonista
ADP para activar las plaquetas. Este método también usa PGE1 para aumentar el AMPc y reducir la
contribucidn del receptor P2Y1 en la activacidn. El ensayo mide la funcidn de las plaquetas basada en la
capacidad de las plaquetas activadas para unirse al fibrinégeno. Recubierto de fibrindgeno las
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microparticulas se agregan en la sangre entera en proporcion al nimero de receptores de plaquetas GP
Ilb / llla; y si el inhibidor P2Y12 ha producido el esperado efecto antiplaquetario, dicha agregacion se
reducira. Los informes del ensayo VerifyNow P2Y12 expresan el grado de agregacidn plaquetaria en las
unidades de reaccion P2Y12 (PRU) y el porcentaje de inhibicion. PRU informa la cantidad de agregacién
mediada por ADP especifica para la plagueta P2Y12 receptor, y se calcula en funcién de la velocidad y
extension de la agregacion plaquetaria en el canal ADP. El porcentaje de inhibicidn (%) es el cambio
porcentual desde la agregacion inicial,y se calcula a partir del resultado de PRU y un resultado base. El
resultado base es un medicidon independiente basada en la velocidad y extensiéon de la agregacion
plaquetaria de la receptores de trombina, especificamente los receptores PAR-1 y PAR-4. Para activar las
plagquetas, el canal de base incorpora el péptido activador de los receptores de trombina (iso-TRAP) y
Péptido activador de PAR-4 (PAR-4 AP) para los canales PAR-1 y PAR-4 respectivamente.

Inhidicidn de la funcidn Funcion plaguetaris
olaguetaria normal

D
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Método simplificado de funcionamiento del VerifyNow

REQUISITOS DEL PACIENTE

Se precisa informacidn clinica de si el paciente esta bajo tratamiento antiagregante y que tipo toma para
evaluar correctamente la monitorizacién ha dicho tratamiento.

El paciente no debe haber recibido antiinflamatorios no esteorideos o cualquier otro farmaco que altere
la funcién plaquetaria 10 dias antes, cuando lo que se pretenda evaluar es la existencia o no de
trombopatias congénitas o adquiridas.

REQUISITOS DE LA MUESTRA

Sangre con anticoagulante (Hirundina): Tubo Azul citrato Arandela Blanca y debe llegar al laboratorio en
mano antes de 3 horas (no por tubo neumatico).

INTERPRETACION DE RESULTADOS
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En el caso del TEST de Aspirina hablaremos de No Respondendor si el resultado es > 550 ARU Y
Respondendor si resultado < 550 ARU

En el caso del test del P2Y12 serd No Respondedorsi> 240 PRU o (% de inhibicion < 17 %) y sera
Respondedor (*) si < 240 PRU (% de inhibicion > 17 %)

No obstante, de lo anterior los informes de Laboratorio siempre van con una interpretacion del
facultativo que valida la técnica con las distintas matizaciones en caso de ser necesario segun el
escenario

TIEMPO DE RESPUESTA

Area de Trombosis y Hemostasia Especial: Un dia laborable.

Referencias

1. Gurbel PA, et al. Platelet function monitoring in patients with coronary artery disease. J Am Coll
Cardiol. 2007; 50(19):1822-34.

2. Krasopoulos G, et al. Aspirin “resistance” and risk of cardiovascular morbidity: systematic review and
meta-analysis. BMJ. 2008; 336(7637):195-8.

3. Steinhubl SR, et al. Point-of-care measured platelet inhibition correlates with a reduced risk of an
adverse cardiac event after percutaneous coronary intervention:results of the GOLD (AU - Assessing
Ultegra) multicenter study. Circulation. 2001; 103(21): 2572-8.

4. Stone G, et al. Platelet reactivity and clinical outcomes after coronary artery implantation of drug-
eluting stents (ADAPT-DES): a prospective multicentreregistrystudy. Lancet. 2013; 382(9892):614-23.

5. Aradi D, et al Bleeding and Stent Thrombosis on P2Y12 -inhibitors: Collaborative Analysis on the Role
of Platelet Reactivity for Risk Stratification after Percutaneous Coronary Intervention. European Heart
Journal. 2015; 36(27):1762-71.

6. Delgado Almandoz JE, et al. Variability in initial response to standard clopidogrel therapy, delayed
conversion to clopidogrel hyper-response, andassociated thromboembolic and hemorrhagic
complications in patients undergoing endovascular treatment of unruptured cerebral aneurysms.
Journal ofNeurolnterventional Surgery. 2014; 6:767-73.

7. Brizzio ME, et al. Use of an objective tool to assess platelet inhibition prior to off-pump coronary
surgery to reduce blood usage. J Invasive Cardiol. 2012;24(2):49-52.

8. Serebruany, VL, et al. Variability in Platelet Responsiveness to Clopidogrel among 544 Individuals.
Journal of the American College of Cardiology, vol. 45, n2 2,2005, pp. 246—251.



Biblioteca de pruebas Laboratorios de Hematologia.AGC Laboratorio de Medicina. Ed 09

9. Price MJ, et al. Recovery of platelet function after discontinuation of prasugrel or clopidogrel
maintenance dosing in aspirin-treated patients with stable coronarydisease; the recovery trial. J Am Coll
Cardiol. 2012; 59(25): 2338-43.

10. PRUtestVerifyNow [Ficha Técnica del Producto]. San Diego, CA; AccrivaDiagnostics.

11. Prueba de Aspirina VerifyNow [Ficha Técnica del Producto]. San Diego, CA; AccrivaDiagnostics.

Tromboelastometria por Rotacion (ROTEM)
INFORMACION CLINICA

El uso de la Tromboelastometria para la valoracién del Sistema Hemostatico del paciente tanto para
diagndstico como para Tratamiento se base en el siguiente principio técnico:

La Tromboelastometria es un método de diagndstico (viscoelastico) por la que las propiedades de
coagulacion (hemostasia) pueden ser examinadas en sangre total. El sistema ROTEM mide la interaccion
de los factores de coagulacion, inhibidores y componentes de la célula, mientras que se forma el
codgulo y en la lisis posterior. Las condiciones reoldgicas de este método imitan el flujo de sangre
estancada en las venas Este método ahora mejorado, que fue desarrollado en 1948 por Hartert.

Una muestra de sangre total se coloca en una cubeta y un sensor cilindrico se sumerge. Entre el sensor y
la cubeta existe un espacio de 1 mm, unido por puentes establecidos por la sangre total dispensada para
el andlisis. El sensor es rotado por un resorte hacia la derecha y la izquierda. Mientras la sangre que es
un tejido liquido, restringe dicho movimiento. Cuando se inicia el proceso de coagulacién, el codgulo
restringe cada vez la rotacién de la clavija con el aumento de la firmeza del codgulo. Este cambio se
detecta por cinética mecanica y se calcula a través de un ordenador integrando las curvas tipicas de
coagulacién (TEMogram) y emite parametros numéricos para valorar la normalidad del proceso.

UTILIDAD CLINICA

ROTEM * detecta etapas hipo e hiperfuncionantes del proceso de coagulacién. Los resultados estan
rapidamente disponibles en menos de 5 -15 minutos y permiten un diagndstico diferencial de los
distintos trastornos de la hemostasia. Cuando se utiliza unido a la historia del paciente y al cuadro
clinico, ROTEM ayuda a discriminar entre el sangrado quirurgico, un trastorno de la hemostasia primaria
o secundaria, y la hiperfibrinolisis. Estos resultados también pueden ayudar a determinar el grado de
coagulopatia dilucional, la necesidad de transfusion de fibrindgeno, de plaquetas o plasma y permite
monitorizar los efectos de las distintas dosis de heparina y de su reversidon con protamina.

Por otro lado, este método también es capaz de detectar estados de hipercoagulabidad pudiendo

orientar en las decisiones de terapia antitrombotica en situaciones dificiles y que no pueden ser
correctamente valoradas por los pardmetros clasicos

DESCRIPCION DEL METODO
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Tromboelastometria es un método viscoelastico para las pruebas de la hemostasia en la sangre
entera. ROTEM ® mide las interacciones de los factores de coagulacién, inhibidores y componentes
celulares durante las fases de coagulacidn y la posterior lisis en el tiempo. Las condiciones reoldgicas de
este método imitan el flujo lento de la sangre en las venas. Es sistema que consiste en una mejora de la
TEG (tromboelastografia tradicional ®) método desarrollado por Hartert en 1948.

La muestra de sangre citratada se coloca en una cubeta y un brazo cilindrico se sumerge. Entre pin y
cubeta permanece un espacio de 1 mm, con puentes generados por la sangre. El cilindro es rotado por
un resorte hacia la derecha y la izquierda. Mientras la sangre es liquida , el movimiento es libre. Cuando
la sangre comienza la coagulacion, el coagulo restringe cada vez la rotacién del cilindro con el aumento
de la firmeza del coagulo. Esta cinética se detecta mecdnicamente y se calcula en un PC integrando a
las curvas tipicas y transformandose también en pardmetros numéricos.

Con esta técnica somos capaces de detectar etapas hipo e hiperfuncionantes del proceso de
coagulacién. Los resultados rdapidamente disponibles permiten un diagndstico diferencial basando en Ila
funcionalidad de la hemostasia en vivo . Se puede discriminar entre sangrado quirurgico y un trastorno
de la hemostasia subyacente ( Coagulopatia, hiperfibrinolisis...)

Estos hallazgos nos ayudaran a orientar la terapia transfusional y hemostatica mds adecuada en los,
momentos de compromiso hemostatico grave.

Como ventaja respecto al sistema TEG el sistema ROTEM no se ve influido por las vibraciones mecanicas
( golpes, vibraciones por autoanalizadores o aparataje cercano...) siendo sus resultados mas fiables.
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REQUISITOS DEL PACIENTE

Se precisa informacidn clinica de si el paciente esta bajo tratamiento antiagregante o anticoagulante vy
gue tipo de antitrombotico toma para evaluar correctamente la monitorizacion ha dicho tratamiento.

Asi mismo para decidir los test que incorporamos en la determinacidn inicial, es necesario conocer el
diagndstico por el que se solicita este estudio, lo que se traducira en mayor eficiencia y efectividad sobre
las decisionesterapéuticas que se tomen para el paciente.

REQUISITOS DE LA MUESTRA
Sangre con anticoagulante (Citrato): Tubo de tapdn azul 4.5 mL.Enviar al laboratorio de Respuesta

Rapida de Trombosis y Hemostasia por tubo neumatico (debe llamarse previamente al Laboratorio para
informar de que se solicita esta prueba).
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VALORES DE REFERENCIA

CT CFT MCF ML
Tiempode | Tiempode | Firmeza Lisis
coagulacié | formacion ma:jm:na maxima

n del coagulo €
J coagulo [% de
[s] [s] MCF]
[mml
35-80 35-160 53-72 <15
100-240 35-110 53-72 <15
100-240 35-110 53-72 <15

Un CT del HEPTEM significativamente corto al
compararlo con el INTEM es indicativo de efecto de

35-80

35-160

53-72

<15

Una coagulacion mejorada (acortamiento de CFT, MCF
mas alto) en el test APTEM comparado con EXTEM es un

8-20

MCF < 8 mm - Nivel de fibrinégeno reducido o
polimerizacién afectada. Terapia: infusion de
fibrindgeno (o grandes cantidades de FFP).

MCF > 20 mm -2 Nivel de fibrinégeno elevado. Esto
puede conseguir una formacion normal del coagulo

VALORES CRITICOS

No aplican

INTERPRETACION DE LOS RESULTADOS

Dependiendo de los resultados numéricos obtenidos y de las graficas obtenidas, se pueden diferenciar

varios patrones tipicos de alteraciones hemostaticas
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MCF

MCF > 72 mm: Elevada reserva hemostatica

MCF 53-72 mm: Rango normal

MCF 46-52 mm: Desajuste hemostdtico con reserva reducida
MCF 45-40 mm: Riesgo de hemorragia

MCF 39-30 mm: Alto riesgo de hemorragia

MCF < 30 mm: Normalmente hemostasia ineficaz

CFT

CFT 35-160 s: Rango normal

CFT 160-220 s: Desajuste hemostatico con reserva reducida

CFT 220-300 s: Riesgo de hemorragia

CFT 300-400 s: Alto riesgo de hemorragia

CFT > 400 s: Normalmente hemostasia ineficaz

Fibrindlisis

Lisis del coagulo antes de 20 minutos (lisis fulminante): Normalmente hemorragia aguda
Lisis del coagulo entre 20-40 minutos: Alto riesgo de hemorragia

Lisis del coagulo después de mds de 40 minutos: Frecuentemente clinicamente no siginificativa ,
Aunque puede aumentar el riesgo a lisis fulminante en determinados casos

TIEMPO DE RESPUESTA
Area de Trombosis y Hemostasia Laboratorio de Respuesta Répida : 45 minutos.

Existe la posibilidad de consultar las graficas y resultados en tiempo real a través de la aplicacion
instalada en todos los ordenadores del centro mediante una pagina web.
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Test de Generacion de Trombina

INFORMACION CLINICA

El test de generacién de trombina (TGT) evalta la capacidad de formacién de trombina total de la
muestra en estudio tras la activacidn de la coagulacién. En la actualidad, la técnica mas utilizada es la
trombinografia automatica calibrada (CAT, CalibratedAutomatedThrombogram), Se trata de una técnica
muy versatil que permite el andlisis de la muestra en presencia o ausencia del factor tisular y
fosfolipidos, con plasma pobre en plaquetas (PPP) o plasma rico en plaquetas (PRP), todo ello en funcién
de la variable que se desee estudiar.

Este test no va a permitir medir la generacidn total de trombina, dado que los estudios basicos de
coagulacion actuales sélo permiten medir el 5% de la trombina generada. Por este hecho es un test
mucho massensible y especifico para definir el riesgo hemorragico y trombdtico en determinadas
situaciones.

UTILIDAD CLINICA

Este método tiene las siguientes utilidades:

Evaluacién del riesgo trombdtico:

- Deficiencias en AT, Proteina C y Proteina S

- Resistencia a la PC debido a FV Leiden

- Mutaciones protrombina 20210A que lleva a hiperprotrombinemia
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- Recurrencia del VTE durante o posterior a la anticoagulacién oral

Evaluacién del riesgo de sangrado:

- En hemofilia y otras coagulopatias

- Pacientes con Hemorragia critica

- Trombocitopenias

Evaluacién de farmacos anticoagulantes inhibidores directos Anti Xa y Ila, HBPM y HNF o VKA: La
generacién de trombina correlacion con el nivel de inhibicion del sistema hemostatico. Dependiendo del
farmaco administrado, se ven influenciados todos o algunos de los parametros del trombograma

DESCRIPCION DEL METODO

La medicion de fluorescencia se realiza en plasma destrombocitado, que debe prepararseconforme a las
instrucciones incluidas en los folletos de los paquetes de kits de reactivos.

Se anade un sustrato fluorégeno (ZGGR-AMC) “STG®-FluoStart”. La trombina generada en la muestra
separa el aminometil cumarina (AMC) de fluorocromo del sustrato. Lafluorescencia en aumento de la
muestra se mide cada 15-20 segundos. Una muestra puede analizarse con distintos activadores.La
principal sefial medida muestra la fluorescencia que la trombina ha generado en la muestra. La primera
derivada de esta sefial medida representa los niveles de trombina activa, que ya posee aspecto de un
Tromograma. Esta curva debe corregirse para varios factores de influencia y convertirse de FU (unidades
de fluorescencia) en trombina nanomolar (nM) a fin de proporcionar el Trombograma final.

Existen tres kits distintos de reactivos dependiendo de lo que se quiera evaluar:

BleedScreen Mezcla de FL y baja concentracion de FT

e Evaluacion del riesgo de sangrado en la hemofilia grave

e Estudios de las discrepancias entre los métodos cromogénicos y coagulativos en la hemofilia
moderada y leve

DrugScreen Mezcla de FL y alta concentracion de FT
¢ Monitorizacién de anticoagulantes orales (inhibidores de FXa y trombina)
¢ Monitorizacién del tratamiento con heparina
¢ Monitorizacién del tratamiento con antagonistas de la vitamina K

ThromboScreen Mezcla de FL y baja concentracion de FT con y sin trombomodulina
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e Monitorizacion de anticoagulantes orales(AVK/ACOD) y parenterlaes (Heparinas vy
Heparinoides)
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Curva Tipo que se obtiene en el test de Generacién de Trombina
REQUERIMIENTOS DEL PACIENTE

No precisa

REQUERIMIENTOS DE LA MUESTRA

Sangre con anticoagulante (Citrato): Tubo de tapon azul 4.5 Ml
VALORES DE REFERENCIA

Informe de resultados interpretativo con la grafica obtenida

Por otro lado, en cada determinacion se comparan los resultados obtenidos con los de un plasma
normal obteniéndose el siguiente perfil analitico:

pag. 156
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alcanzado.

nanomolar (nM)

. . Unidad Unidad
FParametros Definicion (absoluta) (normalizada)
Lag Time Tiempo entre la adicion de minutos (min} cociente
cloruro de calcio y el momento
en que se inicia de verdad la
formacion de trombina
Peak Height Maximo nivel de trombina trombina porcentaje (%)

Time to Peak

Tiempo entre la adicion de
cloruro de calcio y el momento
en que se alcanza la Peak
Height. Este también es el
momento en que la velocidad
de la conversién de
protrombina v la inactivacién
de trombina son iguales.

minutos (min)

cociente

Potencial
endogeno de la
trombina (ETP)

Area debajo de la curva de
generacion de trombina.

trombina
nanomolar
multiplicada por
minuto (nM.min)

porcentaje (%)

trombomodulina.

Inhibicion de la generacion de
trombina de una muestra,
inducida por este agente
externo.

Velocity index Maxima velocidad de trombina porcentaje (%)
generacion de trombina entre nanomolar por
Lag Time y Time to Peak. minuto (nM/min)
Start Tail Momento en el que los niveles | minutos (min) cociente
de trombina vuelven a cero.
Inhibicion de Se determina unicamente sise | porcentaje (%) No aplicable
ETP realiza una prueba con y sin

Pardmetros obtenidos, dependiendo que se usen los reactivosDrug-Screen para ACOD, AVK, HNFA,
HBPM vy heparinoides,bleeding-screen para trastornos hemorragicos congénitos y /o adquiridos o el
Trombo-screen para trombofilia y estados protrombéticos, la interpretacién de los resultados tendrd sus
peculiaridades. El facultativo de Area al realizar la valoracién interpretara la gréfica y trascribira un breve
comentario para la correcta interpretacion de la prueba.

pag. 157
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VALORES CRITICOS

No aplica

INTERPRETACION DE LOS RESULTADOS

Los parametro obtenidos dependiendo que se usen los reactivosDrug-Screen para ACOD, AVK, HNFA,
HBPM vy heparinoides, bleeding-screen para trastornos hemorragicos congénitos y /o adquiridos o el
Trombo-screen para trombofilia y estados protrombéticos son levemente distintos. La interpretacion de

los resultados tendra sus peculiaridades.El facultativo de Area al realizar la valoracién interpretara la
grafica y trascribira un breve comentario para la correcta interpretacién de la prueba.

TIEMPO DE RESPUESTA

Area de Trombosis y Hemostasia: 30 dias

Para casos urgentes donde el tratamiento del paciente dependa del resultado: 7 dias.
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AREA DE CITOGENETICA HEMATOLOGICA

Cariotipo

INFORMACION CLINICA

Las anomalias cromosdmicas son frecuentes enlas neoplasias hematolinfoides. El estudio de anomalias
numeéricas o estructurales es fundamental para el correcto diagndstico, prondstico y seguimiento de
distintas enfermedades hematoldgicas como la leucemia linfoide crénica, la leucemia mieloide crénica,

leucemias agudas, neoplasias mieloides, linfomas o mielomas multiples. La utilidad clinica en cada una
de estas enfermedades excede el propdsito de esta biblioteca de pruebas

UTILIDAD CLINICA
Asistir en el diagndstico y clasificacion de enfermedades hematolinfoides. Evaluacién pronostica en

enfermedades hematolinfoides. Monitorizacion de la eficacia del tratamiento. Monitorizacion de
pacientes en remision.

DESCRIPCION DEL METODO

Cultivo celular para producir uno o varias extensiones celulares para conseguir capturar y analizar 20 o
mas metafases. Se pueden realizar otras técnicas adicionales a criterio del laboratorio.

REQUERIMIENTOS DEL PACIENTE

No aplica

REQUISITOS DE LA MUESTRA

Médula dsea con anticoagulante (Heparina NA). (Contenedor): Tubo de tapdn verde para Citogenética
Pieza de adenopatia (Tejido-Biopsia) (Contenedor): Contenedor estéril.

Sangre con anticoagulante (Heparina NA). (Contenedor): Tubo de tapdn verde para Citogenética

Puncién aspiracion con aguja fina con anticoagulante (Heparina NA). (Contenedor): Tubo de tapdn verde
para Citogenética
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Liquido cefalorraquideo con anticoagulante (Heparina NA). (Contenedor): Tubo de tapén verde para
Citogenética

Otros liquidos bioldégicos con anticoagulante (Heparina NA). (Contenedor): Tubo de tapdén verde para
Citogenética

Otras muestras pueden ser aceptables a partir de los estudios del laboratorio y/o tras discusion con el
laboratorio.

Nota: La muestra debe ser enviada inmediatamente al laboratorio una vez extraida.

VALORES DE REFERENCIA

Informe de resultados interpretativo

VALORES CRITICOS

No aplica

INTERPRETACION DE LOS RESULTADOS

Por parte de los facultativos de citogenéticahematoldgica. Se emitird un informe con la férmula
cromosomica y un comentario interpretativo a ésta.

TIEMPO DE RESPUESTA
Area de Citogenética Hematoldgica: 30 dias desde la recepcién de la muestra en el laboratorio

Para casos urgentes donde el tratamiento del paciente dependa del resultado: 10 dias.
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Hibridacion in situ fluorescente (FISH)
INFORMACION CLINICA

Las anomalias cromosdmicas son frecuentes en distintas neoplasias hematolinfoides. El estudio de
anomalias numéricas o estructurales es fundamental para el correcto diagndstico, prondstico y
seguimiento de distintas enfermedades hematoldgicas como la leucemia linfoide crénica, la leucemia
mieloide crdnica, leucemias agudas, neoplasias mieloides, linfomas o mielomas multiples. La utilidad
clinica en cada una de estas enfermedades excede el propdsito de esta biblioteca de pruebas

UTILIDAD CLINICA
Asistir en el diagnodstico y clasificacion de enfermedades hematolinfoides. Evaluacidn pronostica en

enfermedades hematolinfoides. Monitorizacion de la eficacia del tratamiento. Monitorizacion de
pacientes en remision.

DESCRIPCION DEL METODO

La técnica de FISH permite detectar y localizar secuencias especificas de acidos nucléicos sobre
preparaciones cromosémicas, extensiones celulares y cortes de tejido.

Se realizara separacidon de la poblacion de células plasmaticas en el estudio citogenético de las
gammapatias.
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REQUERIMIENTOS DEL PACIENTE

No aplica

REQUISITOS DE LA MUESTRA
Médula dsea con anticoagulante (Heparina NA). (Contenedor): Tubo de tapdn verde para Citogenética
Pieza de adenopatia (Tejido-Biopsia) (Contenedor): Contenedor estéril.

Células plasmaticas separadas en gradiente de densidad a partir de la muestra de médula dsea en
mielomas y amiloidosis. (Contenedor): tubo de tapdn verde para Citogenética.

Sangre con anticoagulante (Heparina NA). (Contenedor): Tubo de tapdn verde para Citogenética

Puncidn aspiracién con aguja fina con anticoagulante (Heparina NA). (Contenedor): Tubo de tapdn verde
para Citogenética

Liquido cefalorraquideo con anticoagulante (Heparina NA). (Contenedor): Tubo de tapdn verde para
Citogenética

Otros liquidos biolégicos con anticoagulante (Heparina NA). (Contenedor): Tubo de tapdn verde para
Citogenética

Otras muestras pueden ser aceptables a partir de los estudios del laboratorio y/o tras discusidn con el
laboratorio.

Nota: La muestra debe ser enviada inmediatamente al laboratorio una vez extraida.

VALORES DE REFERENCIA

Informe de resultados interpretativo

VALORES CRITICOS

No aplica
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INTERPRETACION DE LOS RESULTADOS

Por parte de los facultativos de Citogenética Hematoldgica. Se emitira un informe con las sondas
utilizadas y un comentario interpretativo a éste.

TIEMPO DE RESPUESTA
Area de Citogenética Hematoldgica: 30 dias desde la recepcién de la muestra en el laboratorio

Para casos urgentes donde el tratamiento del paciente dependa del resultado: 10 dias.
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Microarrays de polimorfismos de un solo nucleétido (SNP arrays)

INFORMACION CLINICA

El desarrollo de la tecnologia y la informatica ha facilitado la creacidn de plataformas que permiten el
analisis de todo el genoma a una alta resolucidn, estas plataformas son los microarrays. Los microarrays
gendmicos de SNP (Single NucleotidePolymorphism) hibridan en matrices sdlidas que contienen SNP
qgue pueden cubrir gran parte del genoma, lo que permite detectar cambios genéticos de hasta 15 kb. El
analisis de microarrays es un proceso automatizado y sus resultados pueden ser mas objetivos y
sistematicos que los andlisis de cariotipo o FISH. Este analisis tiene una alta resolucién para anomalias
desequilibradas (ganancias y pérdidas) que pueden escapar a la deteccidn por cariotipo e incluso FISH.
Una ventaja adicional de las plataformas de SNP array es su capacidad para detectar la pérdida de
heterocigosidad sin alteracién en el nimero de copias (CN-LOH). Ademas, la determinacién de la
diferenciacidn alélica en los arrays de SNP también permite detectar el tipo de ploidia.

UTILIDAD CLINICA

Asistir en el diagndstico y clasificacion de enfermedades hematolinfoides. Evaluacién prondstica en
enfermedades hematolinfoides.

DESCRIPCION DEL METODO

El procedimiento técnico de los microarrays dependerd de las especificaciones de la plataforma y se
deberan seguir estrictamente las instrucciones y recomendaciones del fabricante. En nuestro caso (SNP
array) se trata de una hibridacién del ADN de la muestra directamente sobre las sondas del microarray.
En un primer momento se realiza una PCR, en este proceso el DNA se digiere mediante enzimas de
restriccion, seguidamente unos adaptadores especificos que reconocen estos fragmentos generados se
ligan al DNA y por ultimo se amplifican estos fragmentos. A continuacidn, el producto de la PCR se
purifica y se fragmenta. Estos fragmentos de DNA se marcan homogéneamente y se hibridan sobre el
microarray. Finalmente, tras los lavados, se procede al escaneado y andlisis de las imagenes obtenidas.

REQUERIMIENTOS DEL PACIENTE

No aplica
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REQUISITOS DE LA MUESTRA

Médula dsea con anticoagulante (Heparina/EDTA). (Contenedor): Tubo de tapdn verde/morado para
Citogenética.

Pieza de adenopatia (Tejido-Biopsia) (Contenedor): Contenedor estéril.

Sangre con anticoagulante (Heparina/EDTA). (Contenedor): Tubo de tapdén verde/morado para
Citogenética.

Otras muestras pueden ser aceptables a partir de los estudios del laboratorio y/o tras discusion con el
laboratorio.

VALORES DE REFERENCIA

Informe de resultados interpretativo

VALORES CRITICOS

No aplica

INTERPRETACION DE LOS RESULTADOS

Por parte de los facultativos de Citogenética Hematoldgica. Se emitird un informe con la tecnologia
utilizada, limitaciones del estudio y un comentario interpretativo.

TIEMPO DE RESPUESTA

Area de Citogenética Hematoldgica: 60 dias desde la recepcién de la muestra en el laboratorio
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Estudio de secuenciacidn masiva en neoplasias hematologicas (NGS)

INFORMACION CLINICA

En los ultimos 15 afos, los estudios de secuenciacién masiva han permitido adentrarnos en el
conocimiento de la patogenia de las diferentes enfermedades hematoldgicas. En en el caso de la
patologia mieloide crénica (sindromes mielodisplasicos, neoplasias mieloproliferativas), la tecnologia se
ha desarrollado de forma plena, estando ya incluida en los indices prondsticos internacionales, y en las
recomendaciones clinicas de las guias nacionales e internacionales de estas patologias.

Sucede lo mismo en la aplicacidn de la NGS a otras neoplasias hematoldgicas, como la leucemia aguda
mieloide y la leucemia aguda linfoblasticas. En estas enfermedades es imprescindible la utilizacion de
esta tecnologia para poder cumplir con las recomendaciones de las guias internacionales y locales para
la clasificacion de las enfermedades y la individualizacién terapéuticas. En el caso de los sindromes
linfoproliferativos, la NGS también se ha implementado en las herramientas diagndsticas y se espera
gue en los préximos afios se desarrolle al nivel que lo ha hecho en las anteriores patologias.

UTILIDAD CLINICA
Asistir en el diagndstico y clasificacion de enfermedades hematolinfoides. Evaluacidon prondstica y
optimizacidn terapéutica en neoplasias hematoldgicas.

DESCRIPCION DEL METODO

El estudio de secuenciacion masiva se basa en la creacion de librerias (fragmentos de ADN resultado de
la amplificacion dirigida de las diferentes muestras de ADN de partida) para después “capturar” estos
fragmentos mediante su hibridacion con las sondas que representan los fragmentos de todos los genes
gue se desean analizar. En un tercer paso, esos fragmentos seleccionados se “leen” mediante la reaccidon
de secuenciacion, y finalmente los resultados informdticos de estas lecturas se procesan para su
interpretacion.

Los genes incluidos en el momento actual (abril 2024) en el laboratorio de Citogenética hematoldgica
son: ABL1, ANKRD26, ASXL1, ASXL2, ATM, ATRX, BCOR, BCORL1, BRAF, BRCC3, CALR, CBL, CBLB, CBLC,
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CCND2, CDKN2A, CEBPA, CHEK2, CREBBP, CSF3R, CSMD1, CSNK1A1, CTCF, CUX1, DDX41, DHX15,
DNMT3A, ELANE, ETNK1, ETV6, EZH2, FANCA, FANCL, FLT3, GATA1, GATA2, GNAS, GNB1, HNRNPK,
HRAS, IDH1, IDH2, IKZF1, JAK1, JAK2, JAK3, KDM6A, KIT, KMT2A, KMT2D, KRAS, LUC7L2, MECOM, MET,
MPL, MYC, NF1, NOTCH1, NOTCH2, NPM1, NRAS, PAX5, PDGFRA, PHF6, PIGA, PML, PPM1D, PTPN11,
RAD21, RAF1, RB1, RBBP6, RPS19, RTEL1, RUNX1, SAMD9, SAMDOL, SBDS, SETBP1, SF3B1, SH2B3,
SMC1A, SMC3, SOS1, SRP72, SRSF2, STAG1, STAG2, STAT3, STATSB, TERC, TET, TET2, TP53, U2AF1, WT1,
ZBTB7A, ZRSR2

Esta combinacién de genes es dindmica y se ird actualizando conforme a la evolucién cientifica.

REQUERIMIENTOS DEL PACIENTE
No aplica

REQUISITOS DE LA MUESTRA

Médula dsea con anticoagulante (Heparina/EDTA). (Contenedor): Tubo de tapdn verde/morado para
Citogenética.

Pieza de adenopatia (Tejido-Biopsia) (Contenedor): Contenedor estéril.

Sangre con anticoagulante (Heparina/EDTA). (Contenedor): Tubo de tapdn verde/morado para
Citogenética.

Otras muestras pueden ser aceptables a partir de los estudios del laboratorio y/o tras discusién con el
laboratorio.

VALORES DE REFERENCIA
Informe de resultados interpretativo

VALORES CRITICOS
No aplica

INTERPRETACION DE LOS RESULTADOS
Por parte de los facultativos de Citogenética Hematoldgica. Se emitird un informe con la tecnologia
utilizada, limitaciones del estudio y un comentario interpretativo.

TIEMPO DE RESPUESTA
Area de NGS Hematologia: 60 dias desde la recepcidn de la muestra en el laboratorio
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AREA DE CITOMETRIA DE FLUJO HEMATOLOGICA

Determinacidn de precursores
DETERMINACION DE CELULAS PRECURSORAS
INFORMACION CLINICA

El proceso de formacion de las células sanguineas depende de una poblacion minoritaria de células
indiferenciadas y quiescentes localizadas en la médula ésea en condiciones normales. Aunque existen
varias clases de precursores hematopoyéticos con un potencial variable de autorrenovacion y que son
capaces de generar todos los linajes hematopoyéticos tanto a corto como a largo plazo y proporcionar
de forma constante un aporte de células sanguineas maduras a lo largo de la vida del individuo. Un
subgrupo de estas células estan enriquecidas en precursores y expresan distintos antigenos de
membrana como el CD34, que no se expresa en células maduras mediante una técnica de citometria de
flujo. La deteccidn y cuantificacion de células precursoras realizada mediante citometria de flujo
multidimensional es el método preferido para asegurar la cantidad necesaria de células hemopoyéticas
necesarias para asegurar el adecuado injerto en productos destinados a trasplante hemopoyético. Esto
requiere de la aplicacion de unos procedimientos normalizados de trabajo que aseguren la
reproducibilidad y replicabilidad de las técnicas entre operadores y entre laboratorios.

UTILIDAD CLINICA

Detectar y cuantificar las células precursoras CD34 en sangre periférica y productos destinados al
trasplante de progenitores hempoyéticos.

DESCRIPCION DEL METODO

Inmunofenotipo mediante citometria de flujo multidimensional.

REQUERIMIENTOS DEL PACIENTE

No aplica

REQUISITOS DE LA MUESTRA

Sangre con anticoagulante (EDTA K3). (Contenedor): Tubo de tapén morado para Citometria de Flujo.

Nota: La muestra debe ser enviada inmediatamente al laboratorio una vez extraida.
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VALORES DE REFERENCIA

Sangre total sin estimular <0.05% de todos los leucocitos (< 2 células
por microlitro)

Médula 6sea 0,5-2% de todas las células

Sangre de cordén umbilical 2,5% (25 por microlitro)

VALORES CRITICOS

No aplica

INTERPRETACION DE LOS RESULTADOS
La cuantificacién de células CD34+ por citometria de flujo es actualmente el método mas empleado para
evaluar el potencial de injerto de un producto destinado a trasplante de progenitores hemopoyéticos

obtenido de médula désea, sangre periférica o sangre de cordén umbilical. El objetivo de la colecta es
obtener un nimero de células precursoras CD34+ que garanticen un injerto hemopoyético adecuado

TIEMPO DE RESPUESTA

Area de Citometria de Flujo Hematoldgica: 180 minutos desde la recepcién de la muestra en el
laboratorio.

En el caso de asociarse a otras determinaciones (Cuantificacion de linfocitos o estudios de enfermedad
residual), se emitira un informe provisional.

BIBLIOGRAFIA

Sutherland DR, Keeney M, Gratama JW. Enumeration of CD34+ hematopoietic stem and progenitor cells.
CurrProtocCytom. 2003Aug.; Chapter6: Unit6.4.
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Inmunofenotipo diagndstico

PRUEBAS RELACIONADAS

Las muestras que se remitan para estudio de inmunofenotipo para diagndstico mediante citometria de
flujo se agrupan en funcion del origen de la muestra en las siguientes:

INMUNOFENOTIPO PARA DIAGNOSTICO EN SANGRE PERIFERICA

INMUNOFENOTIPO PARA DIAGNOSTICO EN MEDULA OSEA

INMUNOFENOTIPO PARA DIAGNOSTICO EN LIQUIDO CEFALORRAQUIDEO
INMUNOFENOTIPO PARA DIAGNOSTICO EN LiQUIDO PLEURAL

INMUNOFENOTIPO PARA DIAGNOSTICO EN LIQUIDO ASCITICO

INMUNOFENOTIPO PARA DIAGNOSTICO EN PUNCION ASPIRACION CON AGUJA FINA
INMUNOFENOTIPO PARA DIAGNOSTICO EN ADENOPATIA

INMUNOFENOTIPO PARA DIAGNOSTICO EN OTROS LiQUIDOS BIOLOGICOS

DETERMINACION DE PLASMABLASTOS EN SANGRE PERIFERICA

INFORMACION CLINICA

En las muestras en las que se sospeche una neoplasia hematolinfoide o algunas neoplasias de células
pequefias y redondas, el estudio por citometria de flujo puede establecer u orientar el diagndstico de
entidades especificas, identificar dianas terapéuticas y/o marcadores prondsticos.

La citometria de flujo ayuda al diagndstico ya que es capaz de identificar patrones de expresion de
proteinas a nivel de células individuales y correlacionar estos datos con los patrones de tejido
normal/reactivo o tumoral. De esta forma es posible el diagndstico de las distintas neoplasias
hematolinfoides mediante el uso de paneles de anticuerpos monoclonales especificos bajo un estricto
control de procedimientos de optimizacion de las combinaciones de anticuerpos monoclonales, manejo
de muestras, set-up del citdmetro e indicacion clinica. Actualmente, el grupo de trabajo EuroFlow, que
comprende 10 laboratorios de probado prestigio internacional, ha publicado sus recomendaciones, las
cuales se siguen de forma estricta en nuestro laboratorio. Adicionalmente, se dispone de paneles
desarrollados en el laboratorio para aquellas situaciones que no estdn recogidas dentro del consorcio
EuroFlow, como neoplasias de células pequefias redondas.

La seleccion de paneles para el estudio de las muestras corre a cargo de los facultativos del laboratorio,
en base a la informacidn clinica disponible, los estudios previos o simultaneos que presente el paciente y
la informacidn obtenida de los tubos de screening. Como norma general, las muestras seran sometidas a
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uno o varios de los paneles de screening en funcidn de la indicaciéon y podrdn ser completados en
funcion de los resultados.

Los paneles de screening en el momento actual son:

Screening de neoplasias linfoides maduras (LST, Lymphoid screening tube): Para el estudio de muestras
sospechosas de linfoma no Hodgkin o sindromes linfoproliferativos.

Screening de neoplasias de células precursoras (ALOT, Acute LeukemiaOrientationTube): Para screening
de neoplasias de células precursoras

Screening de discrasias de células plasmaticas (PCD, Plasma Cell Dyscrasia): Se realizara el estudio en las
muestras de pacientes con uno o varios de los siguientes datos clinico/biolégicos:

e Células plasmaticas circulantes
¢ Infiltracién medular por células plasmaticas
e Componente monoclonal
* Lesiones liticas
e Sospecha de plasmocitoma
En los casos en los que se estudie un componente monoclonal IgM, el estudio con este protocolo aislado
resulta insuficiente, por lo que debe de acompariarse necesariamente con el estudio para descartar

linfoma

En todos los casos que se detecte una poblacidn patoldgica, se completara el estudio siguiendo el SOP
del grupo EuroFlow y los protocolos internos del laboratorio.

Este protocolo NO es aplicable en aquellas muestras provenientes de pacientes con un diagndstico

correcto y completo de neoplasia hematolinfoide (p.ej. Estudios de enfermedad residual/enfermedad
diseminada), salvo que se trate de descartar una segunda neoplasia hematolinfoide.

UTILIDAD CLINICA

Diagnéstico, prondstico y generacién de dianas terapéuticas en sospechas de enfermedades
hematolinfoides.

Generacion de aberrancias susceptibles de ser monitorizadas en los estudios de enfermedad residual

Prediccién de alteraciones genéticas o moleculares en neoplasias hematolinfoides.
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DESCRIPCION DEL METODO

Inmunofenotipo mediante citometria de flujo multidimensional.

REQUERIMIENTOS DEL PACIENTE

No aplica

REQUISITOS DE LA MUESTRA

Sangre con anticoagulante (EDTA K3). (Contenedor): Tubo de tapén morado para Citometria de Flujo.

Médula dsea con anticoagulante (EDTA K3). (Contenedor): Tubo de tapén morado para Citometria de
Flujo.

Puncidn aspiracién con aguja fina con anticoagulante (EDTA K3) (Contenedor): Tubo de tapén morado
para citometria de flujo con estabilizante celular.

Pieza de adenopatia (Tejido-Biopsia) (Contenedor): Contenedor estéril.

Liquido cefalorraquideo con anticoagulante (EDTA K3) (Contenedor): Tubo de tapon morado para
citometria de flujo con estabilizante celular.

Otros liquidos biolégicos con anticoagulante (EDTA K3) (Contenedor): Tubo de tapén morado para
citometria de flujo con estabilizante celular.

Nota: La muestra debe ser enviada inmediatamente al laboratorio una vez extraida.

VALORES DE REFERENCIA

Informe de resultados interpretativo
VALORES CRITICOS

No aplica

INTERPRETACION DE LOS RESULTADOS

Los resultados del inmunofenotipaje dependeran de la combinacion de reactivos utilizados y de las
poblaciones que han sido identificadas. Si se siguen los pasos definidos con anterioridad, pueden
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identificarse de forma inequivoca poblaciones discretas de células neopldsicas y las distintas poblaciones
leucocitarias normales en o las muestras. La interpretacion de los resultados corre a cargo de los
facultativos del laboratorio, que emitirdn un informe de los resultados de los paneles estudiados y su
interpretacion clinica.

TIEMPO DE RESPUESTA

Area de Citometria de Flujo Hematoldgica: siete dias laborables desde la recepcién de la muestra en el
laboratorio. Si se requiere preinforme, puede ser emitido en un dia desde la recepcion de muestra
(contactar previamente con el laboratorio)
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Inmunofenotipo para enfermedad residual

PRUEBAS RELACIONADAS

Las muestras que se remitan para estudio de inmunofenotipo para enfermedad residual deben de
proceder de pacientes con un diagndstico correcto y completo, bien mediante citometria de flujo o bien
mediante otra técnica. Se agrupan en funcién del origen de la muestra en las siguientes:
INMUNOFENOTIPO PARA ENFERMEDAD RESIDUAL EN SANGRE PERIFERICA

INMUNOFENOTIPO PARA ENFERMEDAD RESIDUAL EN MEDULA OSEA

INMUNOFENOTIPO PARA ENFERMEDAD RESIDUAL EN LiIQUIDO CEFALORRAQUIDEO
INMUNOFENOTIPO PARA ENFERMEDAD RESIDUAL EN LIQUIDO PLEURAL

INMUNOFENOTIPO PARA ENFERMEDAD RESIDUAL EN LIQUIDO ASCITICO

INMUNOFENOTIPO PARA ENFERMEDAD RESIDUAL EN PUNCION ASPIRACION CON AGUJA FINA

INMUNOFENOTIPO PARA ENFERMEDAD RESIDUAL EN ADENOPATIA

INMUNOFENOTIPO PARA ENFERMEDAD RESIDUAL EN OTROS LIQUIDOS BIOLOGICOS

INFORMACION CLINICA

Este protocolo solo es aplicable en aquellas muestras provenientes de pacientes con un diagndstico
correcto y completo de neoplasia hematolinfoide (p.ej. Estudios de enfermedad residual/enfermedad
diseminada).

La citometria de flujo ayuda al diagndstico ya que es capaz de identificar patrones de expresién de
proteinas a nivel de células individuales y correlacionar estos datos con los patrones de tejido
normal/reactivo o tumoral. De esta forma es posible el seguimiento de la enfermedad residual mediante
estudios que identifiquen las células tumorales en base al perfil inmunofenotipico del diagnédstico, bien
del propio paciente o bien en funcién del fenotipo caracteristico de la enfermedad.
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UTILIDAD CLINICA
Evaluacion de la eficacia del tratamiento

Seguimiento de pacientes en remision

DESCRIPCION DEL METODO

Inmunofenotipo mediante citometria de flujo multidimensional.

REQUERIMIENTOS DEL PACIENTE

No aplica

REQUISITOS DE LA MUESTRA

Sangre con anticoagulante (EDTA K3). (Contenedor): Tubo de tapon morado para Citometria de Flujo.

Médula dsea con anticoagulante (EDTA K3). (Contenedor): Tubo de tapén morado para Citometria de
Flujo.

Puncidn aspiracién con aguja fina con anticoagulante (EDTA K3) (Contenedor): Tubo de tapén morado
para citometria de flujo con estabilizante celular.

Pieza de adenopatia (Tejido-Biopsia) (Contenedor): Contenedor estéril.

Liquido cefalorraquideo con anticoagulante (EDTA K3) (Contenedor): Tubo de tapén morado para
citometria de flujo con estabilizante celular.

Otros liquidos bioldgicos con anticoagulante (EDTA K3) (Contenedor): Tubo de tapén morado para
citometria de flujo con estabilizante celular.

Nota: La muestra debe ser enviada inmediatamente al laboratorio una vez extraida.

VALORES DE REFERENCIA

Informe de resultados interpretativo
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VALORES CRITICOS

No aplica

INTERPRETACION DE LOS RESULTADOS

Los resultados del inmunofenotipaje dependeran de la combinacion de reactivos utilizados y de las
poblaciones que han de ser estudiadas. Si se siguen los pasos definidos con anterioridad, pueden
identificarse de forma inequivoca poblaciones discretas de células neoplasicas y las distintas
poblacionesleucocitarias normales en las muestras con una sensibilidad entre una célula por mil y una
célula por cien mil o incluso inferiores, dependiendo de la calidad de la muestra.

La interpretacidn del resultado corre a cargo de los facultativos del laboratorio de Citometria de Flujo.
Se realizard un informe interpretativo de la exploracién.

TIEMPO DE RESPUESTA

Areade Citometria de Flujo Hematoldgica: siete dias laborable desde la recepcién de la muestra en el
laboratorio
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Test HPN

INFORMACION CLINICA

La Hemoglobinuria paroxistica nocturna (HPN) es una enfermedad clonal adquirida de la célula stem
hematopoyética por mutacién sdmatica del gen PIG-A (glucosilfosfatidilinositolglicano transferasa A)
localizado en el cromosoma X. Esta mutacién supone la pérdida parcial o total de sintesis de la proteina
GPI (glucosilfosfatidilinositol) y con ella el déficit total o parcial de expresidon de aquellas moléculas
ancladas a la membrana celular a su través (CD24, CD14, CD16, CD55, CD59, CD66b, CD157 entre otras).
La clinica de la forma clasica incluye anemia hemolitica de predominio intravascular (debido al déficit de
CD55 y CD59 en hematies), trombosis e insuficiencia medular. Ademas, pequefios clones de células
carentes de moléculas ancladas a través de GPI pueden detectarse también en pacientes diagnosticados
de aplasia medular y sindromes mielodisplasicos de bajo riesgo, produciendo o no clinica de hemdlisis
asociada a la clinica de fallo medular. La demostracion del déficit de proteinas ancladas a membrana a
través de GPI por citometria de flujo multiparamétrica (CFM) es actualmente la técnica de eleccidn para
el diagndstico de HPN. Se utilizan anticuerpos monoclonales fluorescentes dirigidos contra antigenos de
membrana anclados a través de GPIl. La emision de fluorescencia por dichos anticuerpos sobre la
membrana celular informa de la normal expresién de dichos antigenos, asi como el déficit parcial o total
de fluorescencia identifica a aquellas células con carencia de expresion de GPI (células HPN). Estas
células carentes de estos antigenos son cominmente llamadas "clones de células HPN".

UTILIDAD CLINICA

Esta prueba esta indicada en casos de anemia hemolitica no inmune (test de Coombs negativo),
hemoglobinuria no explicada por otra causa, citopenias centrales no explicadas tras un estudio correcto,
trombosis con citopenias o datos de hemdlisis asociados, estudio de trombofilia en pacientes en los que
se haya descartado causas frecuentes (poco rentable), pacientes con aplasia medular o sindromes
mielodisplasicos de bajo grado, ferropenia refractaria sin causa subyacente (poco rentable) y en
pacientes con fracaso renal agudo con signos de hemdlisis sin evidencia de esquistocitos. Ademds, esta
indicada como seguimiento en pacientes ya diagnosticados de HPN clasica, subclinica o asociada a fallo
medular y especialmente en aquellos en tratamiento con Eculizumab.

DESCRIPCION DEL METODO
Inmunofenotipo mediante citometria de flujo multidimensional.
El analisis de los leucocitos para la deteccidon de poblaciones HPN es el mejor método disponible para

evaluar correctamente el tamafio del clon. Los linfocitos, debido a su larga vida media y la expresion
variable de distintas proteinas GPI no constituyen una poblacidon adecuada; mientras que los monocitos
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y los neutréfilos son poblaciones idéneas dado su numero, la correlacidn entre el tamafio de clon entre
ellas y que pueden ser facilmente evaluados en paralelo. El estudio en leucocitos es la técnica de
eleccidn para detectar clones HPN tanto en estudios de baja y alta sensibilidad y para el seguimiento de
pacientes con clon HPN en un método que utilice FLAER (Fluorescente Aerolysin y otra proteina anclada
por GPl como CD157, que permite analisis simultdneo en monocitos y granulocitos neutrofilos), junto
con antigenos que permiten identificar inequivocamente las poblaciones maduras de monocitos y
neutroéfilos. Con esta estrategia, se pueden realizar estudios de alta sensibilidad (0.01% de células HPN
en la muestra)

Los eritrocitos seran marcados mediante inmunofluorescencia directa y adquiridos en modo logaritmico.
Para el andlisis en hematies, el antigeno recomendado para estudio es CD59 (MIRL), cuya pérdida
explica en parte la fisiopatologia de la HPN cldsica. Para su identificacién generalmente es sencillo
utilizar dot-plots de Forward Scatter versus SideScatter, aunque pueden utilizarse otros antigenos
especificos de hematies, como CD235a, para redefinir la poblaciéon en estudios de alta sensibilidad. El
analisis de hematies se debe de realizar cuando se demuestre un clon HPN en los leucocitos. No se
recomienda como método Unico de screening de baja sensibilidad ya que la hemdlisis y las transfusiones
pueden provocar un tamano menor del clon que con otras técnicas.

REQUERIMIENTOS DEL PACIENTE

Este test se debe de solicitar siempre junto con parametros de hemolisis (Reticulocitos, LDH, Bilirrubina
y Haptoglobina), por lo que se aplican los requerimientos del paciente para estas pruebas.

REQUISITOS DE LA MUESTRA
Sangre con anticoagulante (EDTA K3). (Contenedor): Tubo de tapén morado para Citometria de Flujo.

Nota: La muestra debe ser enviada inmediatamente al laboratorio una vez extraida.

VALORES DE REFERENCIA
El limite de deteccidon minimo aceptado es de 0.01% células HPN sobre el total de la poblacién analizada.
La especificidad de esta técnica es del 100% utilizando un nivel de sensibilidad del 0.01% del total de

células estudiadas. En los pacientes sin clon HPN circulante el 100% de las células y hematies
presentardn expresion de proteinas GPI.

VALORES CRITICOS

No aplica
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INTERPRETACION DE LOS RESULTADOS

Las técnicas para el diagnéstico de HPN como el test de Ham o el de la Sucrosa se ha abandonado ya que
quieren un minimo de un 5% de hematies totalmente carentes de expresién de moléculas asociadas a
GPI (hematies HPN tipo Ill) o un 20% de hematies parcialmente deficientes (hematies HPN tipo Il) para
resultar concluyentes. Los test basados en tarjetas de gel tienen la misma resolucién. Por CFM,
utilizando un anticuerpo monoclonal (Ac) se pueden detectar 2-3% de células HPN que aumenta un
0.01% si se utilizan tres o mas Ac. Con técnicas de alta resolucidén se puede detectar hasta un 0,003% de
granulocitos HPN y un 0,005% de hematies HPN en muestras de donantes sanos, por lo que valores
superiores son considerados como significativos.

Como concepto general se acepta que para el rastreo de clones HPN en sospecha de HPN clasica
bastaria una sensibilidad del 1%, sin embargo, niveles de sensibilidad del 0.01% son necesarios para el
diagnéstico de HPN subclinica o asociada a sindrome de fallo medular.

La interpretacién del resultado corre a cargo de los facultativos del laboratorio de Citometria de Flujo
del Servicio de Hematologia. Se realizarad un informe interpretativo de la exploracién.

TIEMPO DE RESPUESTA

Area de Citometria de Flujo Hematoldgica: siete dias laborables desde la recepcién de la muestra en el
laboratorio

BIBLIOGRAFIA

Richards SJ, Hillmen P. Immunophenotypic analysis of PNH cells. CurrProtocCytom. 2002 May; Chapter6:
Unit6.11.

Hernandez-Campo PM, Almeida J, Orfao A. [Paroxysmal nocturnal hemoglobinuria.]. 2008 Nov 8;
131(16):617-30.

Villegas, A., Arrizabalaga, B., Bonanad, S., Colado, E., Gaya, A., Gonzalez, A,, ... Grupo de Trabajo de HPN
de la Sociedad Espafiola de Hematologia y Hemoterapia. (2016). [Spanish consensus statement for
diagnosis and treatment of paroxysmal nocturnal haemoglobinuria]. MedicinaClinica, 146(6), 278.e1-7.

Borowitz MJ, Craig FE, Digiuseppe JA, lllingworth AJ, Rosse W, Sutherland DR, et al. Guidelines for the
diagnosis and monitoring of paroxysmal nocturnal hemoglobinuria and related disorders by flow
cytometry. Cytometry. 2010 Jul 1;78(4):211-30.

Sutherland, D. R., lllingworth, A., Keeney, M., & Richards, S. J. (2015). High-Sensitivity Detection of PNH
Red Blood Cells, Red Cell Precursors, and White Blood Cells. CurrProtocCytom, 72(April), 6.37.1-6.37.29.
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Test Esferocitosis
INFORMACION CLINICA

La esferocitosis hereditaria (EH) es la anemia hemolitica debida a un defecto de membrana mas
frecuente en nuestro medio. Se manifiesta como anemia hemolitica en la que, existe un defecto en Ila
unién de la malla de espectrina a la membrana. Las mutaciones que causan esferocitosis hereditaria, al
contrario de las que causan eliptocitosis, ocurren en las interacciones verticales. Esto lleva a la
inestabilidad de la membrana del hematie con la consiguiente reduccién de la superficie de éste,
resultando un secuestro selectivo por el bazo y menor vida media eritrocitaria. La incidencia aproximada
es 0,5-1 caso por mil habitantes, presentandose de forma autosémica dominante en aproximadamente
el 75% de los casos. El resto de los casos o bien son mutaciones de novo o bien formas autosémico
recesivas.

La severidad clinica varia desde la forma asintomatica hasta la hemdlisis severa. La forma leve puede ser
dificil de identificar ya que los datos de hemdlisis pueden ser poco aparentes. La presencia de
esferocitos y reticulocitosis sugiere el diagnéstico. No puede descartarse un estado de portador a pesar
de no observar esferocitos y presentar indices hematimétricos y reticulocitos normales. Es importante
considerar otros diagnésticos diferenciales en el caso de hemdlisis crénica y morfologia atipica como
anemiasdiseritropoyéticas congénitas o anemias hemofilicas inmunes coombs negativas. Hasta un 30%
de pacientes no presentan esplenomegalia y solo un 50-60% de pacientes presentan anemia o ictericia.
Hasta el 50% de los casos (sobre todo en las formas mds graves) presentan un antecedente de ictericia
neonatal. En torno al 30% de los pacientes, se desarrolla una colelitiasis.

Los pacientes con EH, debido a la inestabilidad de su membrana plasmatica o directamente por
mutaciones que afecten a la proteina Banda 3, presentan una menor cantidad de proteina Banda 3 en la

membrana plasmatica. La Eosin-5 maleamida (EMA) es una sustancia que se une estequimétricamente a
Banda 3 y emite fluorescencia.

UTILIDAD CLINICA
El test de esferocitosis (EMA binding test) permite la deteccion del defecto de Banda 3 en hasta el 95%
de los pacientes con EH. Este test es ademas util en el diagndstico diferencial ya que el EMA binding es

normal en otras anemias hemofilicas salvo la anemia diseritropoyética congénita tipo Il (CDA tipo Il), la
ovalocitosis del sudeste asidtico, criohidocitosis y algunos casos de drepanocitosis.

DESCRIPCION DEL METODO

Inmunofenotipo mediante citometria de flujo multidimensional.

REQUERIMIENTOS DEL PACIENTE
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Este test se debe de solicitar siempre junto con parametros de hemolisis (Reticulocitos, LDH, Bilirrubina
y Haptoglobina), por lo que se aplican los requerimientos del paciente para estas pruebas.

REQUISITOS DE LA MUESTRA
Sangre con anticoagulante (EDTA K3). (Contenedor): Tubo de tapén morado para Citometria de Flujo.

Nota: La muestra debe ser enviada inmediatamente al laboratorio una vez extraida.

VALORES DE REFERENCIA
Los pacientes con diagndstico de EH presentan una menor cantidad de unién de EMA comparado con

los hematies normales, tipicamente con una ratio inferior a 0,895 comparado con hematies de control
obtenidos de sujetos sanos.

VALORES CRITICOS

No aplica

INTERPRETACION DE LOS RESULTADOS

El EMA binding sera normal (ratio 0,8-1,2) comparado con hematies de donantes sanos en pacientes con
anemia por cualquier otro motivo salvo una EH y una CDA tipo Il

La interpretacién del resultado corre a cargo de los facultativos del laboratorio de Citometria de Flujo
del Servicio de Hematologia. Se realizarad un informe interpretativo de la exploracién.

TIEMPO DE RESPUESTA

Area de Citometria de Flujo Hematoldgica: Tiempo de respuesta: siete dias laborables desde la
recepcion de la muestra en el laboratorio

BIBLIOGRAFIA
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Mariani M, Barcellini W, Vercellati C, Marcello AP, Fermo E, Pedotti P, et al. Clinical and hematologic
features of 300 patients affected by hereditary spherocytosis grouped according to the type of the
membrane protein defect. Haematologica. 2008 Sep 1;93(9):1310-7.

King MJ, Behrens J, Rogers C, Flynn C, Greenwood D, Chambers K. Rapid flow cytometric test for the
diagnosis of membrane cytoskeleton-associated haemolyticanaemia. Br J Haematol. 2000 Dec;
111(3):924-33.

Bianchi P, Fermo E, Vercellati C, Marcello AP, Porretti L, Cortelezzi A, et al. Diagnostic power of

laboratory tests for hereditary spherocytosis: a comparison study in 150 patients grouped according to
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Deteccidon de Hemorragia Feto-Materna

INFORMACION CLINICA

La hemorragia feto-materna (HFM) se refiere a la entrada de sangre fetal hacia la circulacién materna,
antes o durante el parto. La HFM antenatal es una condicién patoldgica con un amplio espectro de
variabilidad clinica. La HFM puede desencadenar cuadros de anemia con consecuencias devastadoras
para el feto, que incluyen dafo neurolégico, muerte fetal o muerte neonatal. Ademads, volumenes
menores de sangrado pueden desencadenar la sensibilizacidn materna a antigenos leucocitarios,
eritrocitarios o plaquetarios que podra resultar en citopenias en el feto o neonato. La HFM se presenta
con frecuencia sin un factor precipitante evidente. El reconocimiento del cuadro, si logra hacerse, solo
puede llevarse a cabo después de que ha ocurrido una lesidn.

UTILIDAD CLINICA

Son indicaciones de estudio de hemorragia fetomaterna en nuestro medio:

Pérdida fetal

Anemia fetal / neonatal

Madres D negativas que dan a luz un nifio D positivo (para valorar la cantidad de hemoglobina anti-D) ya
que la dosis de inmunoglobulina anti-D administrada (1500Ul) cubriria hasta 12-15ml hematies fetales, o

su equivalente 24-30mL de sangre fetal.

Control post-tratamiento con inmunoglobulina anti-D en Madres D negativas que dan a luz un nifio D
positivo.

No son indicaciones de estudio de hemorragia fetomaterna en nuestro medio:

Madres D positivas.
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Madres aloinmunizadas.

Eventos potencialmente aloinmunizadores (Amniocentesis, biopsia de vellosidades coridnicas,
traumatismos...).

Dolor abdominal grave en mujeres en tercer trimestre, ya que existen métodos mas eficaces de detectar
abruptioplacentae.

DESCRIPCION DEL METODO

Mediante citometria de flujo se cuantifica el nUmero de células fetales presentes midiendo la intensidad
de fluorescencia de anticuerpos monoclonales que se ligan especificamente a la HbF. Se ha demostrado
gue la intensidad de la fluorescencia de células que contienen HbF fetal es mayor que la de las células
gue contienen HbF de adulto. La técnica mide adicionalmente el tamano de los eritrocitos mediante
dispersidn de luz frontal, permitiendo la distinciéon de las células fetales de las adultas de acuerdo a su
mayor volumen celular medio. Adicionalmente se incluyen anticuerpos contra antigenos adicionales de
superficie de eritrocitos, tales como anhidrasa carbdnica Il, diferencialmente expresada en eritrocitos
adultos, en comparacién con eritrocitos fetales, lo que aumenta la especificidad de la técnica.

REQUERIMIENTQOS DEL PACIENTE

Se obtendran las muestras en horario de mafiana en dias laborables en un tubo con EDTA K3 (Tubo de
hemograma) segun el procedimiento de venopunciéon habitual del centro en las 72 horas siguientes a la
sospecha de hemorragia fetomaterna.

Si por algin motivo, la muestra no pudiese ser obtenida en horario de mafiana, es correcto extraerla y

almacenarla en nevera en las unidades clinicas para enviarla en horario laborable para los laboratorios
de rutina.

REQUISITOS DE LA MUESTRA

Sangre con anticoagulante (EDTA K3). (Contenedor): Tubo de tapén morado para Citometria de Flujo.
Nota: La muestra debe ser enviada inmediatamente al laboratorio una vez extraida.

VALORES DE REFERENCIA

Pueden identificarse de forma inequivoca hematies fetales con una sensibilidad de una célula por
100.000 en estudios de alta sensibilidad (0,001%), aunque en un embarazo normal, HFM de hasta 2mL

son frecuentes, por lo que se establece como limite superior de la normalidad.

VALORES CRITICOS
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No aplica
INTERPRETACION DE LOS RESULTADOS

Valores de hemorragia fetomaterna superiores a 2mL deberdan de ser comunicados al médico
peticionario

TIEMPO DE RESPUESTA
Area de Citometria de Flujo Hematoldgica: tres dias laborables desde la recepcién de la muestra en el

laboratorio. En caso de que la muestra sea por Anemia fetal o neonatal, un dia laborable desde Ila
recepcion de la muestra.

BIBLIOGRAFIA
Wylie BJ, D'Alton ME. Fetomaternal hemorrhage. Obstet Gynecol. 2010 May;115(5):1039-1051.

Duckett JR, Constantine G. The Kleihauer technique: an accurate method of quantifying
fetomaternalhaemorrhage? Br J ObstetGynaecol. 1997 jul.;104(7):845-846.

Kennedy GA, Shaw R, Just S, Bryson G, Battistutta F, Rowell J, et al. Quantification of feto-maternal
haemorrhage (FMH) by flow cytometry: anti-fetal haemoglobin labelling potentially underestimates
massive FMH in comparison to labelling with anti-D. TransfusMed. 2003 Jan.; 13(1):25-34.

Estudio de proteinas de membrana plaquetarias

INFORMACION CLINICA

Las plaquetas, al igual que otras células, presentan una expresion diferencial de proteinas, tanto en su
citoplasma como en su superficie celular. La deteccién y cuantificacion de una serie de proteinas es de
utilidad en el estudio de trombopatias y trombocitopenias familiares como las siguientes glicoproteinas
e integrinas.
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Clusterofdifferentiation Nombre de la glicoprotina Nombre de la integrina
CD41 GPllb Alpha 2b
CD42a GPIX
CD42b GPlb-alpha
CD49b GPla Alpha 2
CD61 GPllla Beta 3
GPVI

Estas proteinas estdn presentes en virtualmente el 100% de las plaquetas de donantes sanos y sus
niveles se ven disminuidos en las siguientes situaciones:

¢ CD41 (GPllb) y CD61 (GPIlla): Tromboastenia de Glanzmann
® CD42a (GPIX) y CD42b (GPlb-alpha): Sindrome de Bernard-Soulier
* GPVI y/o CD49d: déficit de receptores de colageno

Se estd evaluando en este momento el uso de CD62P, CD62L y CD9 para un control de calidad interno
del tubo.

UTILIDAD CLINICA

Detectar y cuantificar las proteinas plaquetarias para el diagndstico de defectos en las glicoproteinas
plaquetarias

DESCRIPCION DEL METODO

Inmunofenotipo mediante citometria de flujo multidimensional.

REQUERIMIENTOS DEL PACIENTE

No aplica

REQUISITOS DE LA MUESTRA
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Sangre con anticoagulante (EDTA K3). (Contenedor): Tubo de tapén morado para Citometria de Flujo.
(NOTA: Se estd valorando el uso de ACD como anticoagulante para esta indicacion)

Nota: La muestra debe ser enviada inmediatamente al laboratorio una vez extraida.

VALORES DE REFERENCIA

Sangre total sin estimular

Expresidn similar a un pool de 6 controles sanos
Médula ésea

No aplica

Sangre de corddn umbilical

Expresidn similar a un pool de 6 controles sanos

VALORES CRITICOS

No aplica

INTERPRETACION DE LOS RESULTADOS
La interpretacion de los resultados se realiza por los facultativos del laboratorio y debera de hacerse en
conjuncién con los estudios funcionales del laboratorio de trombosis-hemostasia, los estudios genéticos

y los estudios ultraestructurales para un diagndstico correcto y completo de las trombopatias y
trombopenias familiares. En los casos positivos, se solicitara al clinico un estudio familiar ampliado.

TIEMPO DE RESPUESTA
Area de Citometria de Flujo Hematoldgica: 7 dias desde la recepcién de la muestra en el laboratorio.
BIBLIOGRAFIA

Béné, M. C. et al. Flow cytometry in hematological nonmalignant disorders. Int. J. Lab. Hematol. 38, 5—
16 (2016).
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Sanchez-Guiu, |. et al. Functional and molecular characterization of inherited platelet disorders in the
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and Laboratory Medicine 131, 1834-1836 (2007).

Linden, M. D. et al. Application of flow cytometry to platelet disorders. Seminars in Thrombosis and
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Deteccion y cuantificacion de plasmablastos en sangre periférica

INFORMACION CLINICA

La enfermedad relacionada con 1gG4 (I1gG4-RD) es una enfermedad mediada por el sistema inmune que
lleva a la destruccidn tisular y disfuncidn organica. La enfermedad puede afectar a cualquier localizacion
anatdmica, aunque los sitios mas frecuentemente afectados son el pancreas, las glandulas salivales,
anexos orbitarios, adenopatias y el retroperitoneo. La 1gG4-RD se diagnostica habitualmente en
individuos de edad media y tiene cierto predominio por el sexo masculino. En esta enfermedad, los
plasmablastos en sangre periférica estan consistentemente aumentados en las fases de actividad. Los
plasmablastos se definen como células con un perfil inmunolégico CD19+d CD20+d/- CD38+ CD27+.
Estos plasmablastos se pueden detectar en otras enfermedades autoinflamatorias como el lupus
sistémico eritematoso, la artritis reumatoide o la enfermedad inflamatoria intestinal. La deteccion de
plasmablastos circulantes en nimero elevado en mieloma multiple se asocia a mal prondstico, aunque
para esta entidad el test recomendado es el estudio de enfermedad residual

UTILIDAD CLINICA

Detectar y cuantificar los plasmablastos circulantes como método de deteccién y seguimiento de
enfermedades autoinflamatorias

DESCRIPCION DEL METODO

Inmunofenotipo mediante citometria de flujo multidimensional.
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REQUERIMIENTOS DEL PACIENTE

No aplica

REQUISITOS DE LA MUESTRA

Sangre con anticoagulante (EDTA K3). (Contenedor): Tubo de tapon morado para Citometria de Flujo.
Se debe de realizar hemograma a la muestra de forma simultanea.

Nota: La muestra debe ser enviada inmediatamente al laboratorio una vez extraida.

VALORES DE REFERENCIA

0-0.6 plasmablastos por microlitro en controles sanos

Médula 6sea

No aplica

Sangre de corddn umbilical

No aplica

VALORES CRITICOS

No aplica

INTERPRETACION DE LOS RESULTADOS

La cuantificacion de plasmablastos aumentados sobre el valor normal (>0,6 por microlitro) ocurre en las
fases de actividad de la enfermedad, incluso en aquellos pacientes con niveles normales de IgG4.

TIEMPO DE RESPUESTA
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Area de Citometria de Flujo Hematoldgica: 7 dias desde la recepcién de la muestra en el laboratorio.

BIBLIOGRAFIA
Wallace ZS, Mattoo H, Carruthers M, et al. Ann Rheum Dis 2015;74:190-195.

Luke Y.C. Chen, Andre Mattman, Michael A. Seidman, Mollie N. Carruthers.Haematologica Mar 2019,
104 (3) 444-455; DOI: 10.3324/haematol.2018.205526

Screening de SindromeHemofagocitico

INFORMACION CLINICA

El sindrome hemofagocitico (HemofagocyticLymphohistiocytosis, HLH) es una enfermedad rara pero
potencialmente mortal que se caracteriza por una disregulacidon inmunoldgica caracterizada por signos y
sintomas de una inflamacion extrema y descontrolada. (Campo and Berliner, 2015) A lo largo de las
ultimas dos décadas se ha hecho claro que se trata de una enfermedad que afecta tanto a poblacion
pedidtrica como adulta. Aunque en ambos casos se observan alteraciones en las células NK y células T
citotdxicas y también en los macroéfagos. Si las alteraciones son de base genética, el caso se clasificara
como FHLH (familiar HLH) o primario. (Degar, 2015)

Por otro lado, si el HLH emerge en el contexto de una infeccion (por ejemplo, por EBV), una enfermedad
autoinmune (sindrome de activacidn macrofagica, MAS) o una neoplasia, se considerara secundario
salvo que se demuestre una alteracién genética. (Filipovich and Chandrakasan, 2015). La presentacion
clinica no difiere en poblacién adulta o pediatrica, con una enfermedad aguda o subaguda con
afectacidn progresiva de distintos érganos, por lo que puede simular una serie de enfermedades como:

e Sepsis grave/ sindrome de disfuncién multiorganica.

e Fallo hepatico.

e Purpura trombocitopénica trombética (PTT), Sindrome hemolitico urémico (SUH) y otras
microangiopatias trombdticas. (Especialmente secundaria a quinina).

e Encefalitis.

e Sindrome linfoproliferativo autoinmune.

DRESS.

Enfermedad de Kawasaki.

Linfoma T subcutdneopaniculitis-like.

En infecciones sistémicas o sepsis grave la fiebre, citopenias y afectacién hepatica son frecuentes. Tanto
la sepsis como la HLH pueden presentar inflamacién, coagulopatia y alteraciones en los perfiles de



Biblioteca de pruebas Laboratorios de Hematologia.AGC Laboratorio de Medicina. Ed 09

citocinas. La ferritina suele elevarse mds y de forma mads aguda en la HLH. Sin embargo, las similitudes
en la expresién clinica entre la sepsis y el HLH no necesariamente se traducen en una fisiopatologia
comun. Mediante estudios funcionales e inmunofenotipicos se demuestran alteraciones diferentes en la
sepsis y el HLH. (Filipovich and Chandrakasan, 2015; Chaturvedi et al., 2021) Sin embargo, la
demostraciéon de actividad citotoxica o la determinacién de citocinas en suero son laboriosas y
presentan un tiempo hasta resultado largo. (Chiang et al., 2019) Por este motivo, se han desarrollado
herramientas que permiten establecer una probabilidad de HLH como el HScore, (Fardet et al., 2014)
aunque generalmente estan encaminadas a diferenciar un HLH primario de un secundario.

Debido a la disfunciéon inmunoldgica, en los pacientes con HLH primario (y probablemente en el

secundario a EBV) existe una expansion de una subpoblacidn de células T efectoras con funcién
citotoxica altamente activadas con expresion fuerte de CD38 y HLADR. (Chaturvedi et al., 2021)

UTILIDAD CLINICA

Dado que la identificacion correcta de los casos de HLH primario y su diferenciacion de los casos
secundarios tiene implicaciones prondsticas y terapéuticas importantes, se ha disenado un panel de
anticuerpos que permite identificar la poblacién de células efectoras altamente activadas tipicas del
HLH, por lo que puede ser cuantificado en la rutina, en un tiempo inferior a 24h y asistir en el manejo

clinico de los pacientes con sospecha de HLH ofreciendo un screening rapido y eficaz para aquellos casos
gue deben de ser estudiados mas profundamente.

DESCRIPCION DEL METODO

Inmunofenotipo mediante citometria de flujo multidimensional.

REQUERIMIENTOS DEL PACIENTE

No aplica

REQUISITOS DE LA MUESTRA

Sangre con anticoagulante (EDTA K3). (Contenedor): Tubo de tapén morado para Citometria de Flujo.
Se debe de realizar hemograma a la muestra de forma simultanea.

Nota: La muestra debe ser enviada inmediatamente al laboratorio una vez extraida.
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VALORES DE REFERENCIA

<7% de células T HLADR++ CD38+++ dentro del compartimento de células T CD4- CD8+

VALORES CRITICOS

>7% de células T HLADR++ CD38+++ dentro del compartimento de células T CD4- CD8+

INTERPRETACION DE LOS RESULTADOS

El punto de corte de un 7% de células activadas CD38++ HLADR+ dentro del compartimento de
células T CD4-CD8+ permite diferenciar los pacientes con HLH de la sepsis con un valor
predictivo positivo del 96% y un valor predictivo negativo del 100%. En los pacientes con HLH
secundario se pueden observar alteraciones inmunolégicas similares en algunos casos, (Shamriz
et al., 2021) aunque el perfil inmunoldgico global parece mas bien inflamatorio y muy similar al
observado en sepsis grave. (Ammann et al., 2017; Carvelli et al., 2020)

TIEMPO DE RESPUESTA

Area de Citometria de FlujoHematoldgica: 1 dia desde la recepcién de la muestraenellaboratorio.
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Inmunofenotipo para micosis fungoides/Sindrome de Sézary
PRUEBAS RELACIONADAS

HEMOGRAMA BASICO

INFORMACION CLINICA

La presencia de leucemizacion es frecuente en MF y constante en SS e incluso puede anteceder las
manifestaciones cutaneas clasicas.(Mangold et al., 2017; Scarisbrick et al., 2018; Trautinger et al., 2017).
Historicamente, las células de MF/SS se han identificado mediante citologia en extensiones de sangre
periférica y contadas manualmente, sin embargo, esta metodologia presenta falta sensibilidad y
especificidad y una reproducibilidad cuestionable.(Scarisbrick et al., 2001; Vonderheid et al., 2006) Otras
técnicas como deteccion de reordenamiento de célula T por biologia molecular deben de tomarse con
cautela, dado que se pueden detectar clones T no relacionados en pacientes mayores o con linfocitosis
por otras causas incluyendo dermatosis benignas.(Delfau-Larue et al., 2000) A pesar de esto, la
deteccion de un clon similar en sangre periférica y en la pieza de biopsia cutdnea donde se ha
documentado la MF/SS puede ser Gtil para establecer afectacion cutanea.
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La citometria de flujo es una técnica multiparamétrica que mide propiedades de células o particulas
individuales (eventos) como la dispersidon de luz o la fluorescencia intrinseca o extrinseca (mediante
moléculas fluorescentes unidas o no a anticuerpos) (Cossarizza et al., 2019) La capacidad de
proporcionar datos correlacionados a partir de un anadlisis de elementos individuales, Unica en esta
técnica, permite identificar poblaciones diferentes dentro de una misma muestra, por lo que es
especialmente util para detectar y cuantificar las células T aberrantes en MF/SS tanto en muestras de
sangre periférica como en otros tejidos.(Horna et al., 2020; Lyapichev et al., 2020; Scarisbrick et al.,
2018). De hecho, actualmente se puede considerar como el método de eleccidn para la deteccién de
leucemizacidn, independientemente de la cantidad.(Olsen et al.,, 2007; Scarisbrick et al., 2018;
Trautinger et al., 2017). Las principales caracteristicas de las distintas técnicas se resumen en la tabla 1.

Citologia MFC/NGF PCR
Tiempo hasta | Muy Bajo (Horas) Bajo (Horas-Dias) Largo (dias-semanas)
resultados
Sensibilidad + +++ ++
Especificidad + +++ ++
Linealidad de los | Muy limitada | Si (Concentracion | No (ratios de
resultados (porcentuales) absoluta y relativa) expresion)
Reproducibilidad -[+ ++ ++
Identifica clonalidad | No Si Si
Informacion Tamafio Perfil fenotipico No
adicional de la célula
tumoral
Informacion de resto | Si, limitada Si, completa No
de células
Coste por prueba Bajo Bajo Bajo-intermedio

Tabla 1: Comparacion de las distintas tecnologias para la deteccidn de células de MF/SS.

Actualmente la EORTC incluye la determinacién de células de MF/SS en sangre periférica tanto para el
diagndstico como para la evaluacidn de respuesta y seguimiento.(Scarisbrick et al., 2018; Trautinger et
al.,, 2017) El estudio en médula ésea no estd recomendado de forma rutinaria, ya que todos los
pacientes con afectacién en médula ésea presentan afectacidon en sangre periférica. La indicacién de
estudio admitida seria citopenias persistentes en pacientes bajo tratamiento para descartar otras
patologias asociadas previo estudio en sangre periférica.

UTILIDAD CLINICA
Evaluacion de la eficacia del tratamiento

Seguimiento de pacientes en remision
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DESCRIPCION DEL METODO

Inmunofenotipo mediante citometria de flujo multidimensional.

Este test esta basado en la deteccion de las alteraciones inmunofenotipicas definitorias de MF/SS en la
sangre periférica (como la pérdida de expresién de CD3, CD7 o CD26, siguiendo el documento técnico de
la International ClinicalCytometrySociety), utilizando los clones recomendados, sin limitarlo a unos
puntos de corte arbitrarios y con una adquisicién de un nimero adecuado de células.(Horna et al., 2020;
Lyapichev et al., 2020) Este estudio se complementa con la determinaciéon de clonalidad sobre las

poblaciones sospechosas mediante la deteccion de expresién o no de la isoforma Betal del TCRab. (Shi
et al., 2019, 2020)

REQUERIMIENTOS DEL PACIENTE
No aplica
REQUISITOS DE LA MUESTRA

Sangre con anticoagulante (EDTA K3). (Contenedor): Tubo de tapdn morado de 9mL para Citometria de
Flujo.

Médula dsea con anticoagulante (EDTA K3). (Contenedor): Tubo de tapén morado para Citometria de
Flujo.

Nota: La muestra debe ser enviada inmediatamente al laboratorio una vez extraida.

VALORES DE REFERENCIA

Informe de resultados interpretativo

VALORES CRITICOS

No aplica

INTERPRETACION DE LOS RESULTADOS

Los resultados del inmunofenotipaje dependeran de la combinacion de reactivos utilizados y de las
poblaciones que han de ser estudiadas. Si se siguen los pasos definidos con anterioridad, pueden
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identificarse de forma inequivoca poblaciones discretas de células neopldsicas y las distintas poblaciones
leucocitarias normales en las muestras con una sensibilidad entre una célula por mil y una célula por
cien mil o incluso inferiores, dependiendo de la calidad de la muestra.

La interpretacion del resultado corre a cargo de los facultativos del laboratorio de Citometria de Flujo.
Se realizard un informe interpretativo de la exploracién.

TIEMPO DE RESPUESTA

Area de Citometria de Flujo Hematoldgica: siete dias laborables desde la recepcién de la muestra en el
laboratorio
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