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Control de sustancias potencialmente peligrosas para la salud: La norma EN ISO 15189 especifica los
requisitos de calidad y competencia especificos de los laboratorios de anélisis de biologia médica. La
norma ISO 15189 esta pensada para ser utilizada en todas las disciplinas practicadas por los laboratorios
médicos. Por lo tanto, su aplicacién es fundamental para los laboratorios, ya que sus servicios deben sat-
isfacer las necesidades tanto de los pacientes como de los clinicos responsables de la atenciéon prestada
a sus pacientes. Esos servicios incluyen los requisitos de procesamiento, la preparacion e identificacion
de pacientes, y la recoleccién, transporte, almacenamiento, preprocesamiento y anélisis de muestras,
seguidos de la validaciéon de los resultados, su interpretacién, informes y asesoramiento, al tiempo que
garantizan la seguridad del personal y el respeto por la ética.

Seguridad del laboratorio: Los laboratorios que manejan productos quimicos y muestras biolégicas son
lugares potencialmente peligrosos. En los Gltimos afios, se ha apreciado cada vez mas la importancia de
las practicas de trabajo seguras en la industria, tanto por razones sanitarias como medioambientales. Esta
concienciacion ha llevado a un mayor énfasis en temas como la documentacién de seguridad, la formacion
del personal y la evaluacion de riesgos. Los empleadores tienen la responsabilidad de proporcionar la
ropa y el equipo de proteccién necesarios, y estan obligados a ofrecer capacitacion sobre practicas de
trabajo seguras. La implementacion de tales practicas de trabajo seguro deberia reducir en gran medida
la probabilidad de lesiones graves para usted, sus colegas y miembros del publico.

Oficiales de seguridad: Es importante nombrar un oficial u oficiales de seguridad para cada departamento.
Estas personas asumiran las responsabilidades de introducir y mantener los procedimientos de seguridad.
Sin embargo, la seguridad es responsabilidad de todo el personal del laboratorio.

Manual de seguridad: Debe haber un manual de seguridad integral que cubra todos los aspectos de
las practicas de trabajo seguras para todo el departamento. Todos los miembros del personal deben leer
el manual y firmar una declaracién para indicar que lo han comprendido. Las copias deben conservarse
con los oficiales de seguridad y también estar disponibles en lugares que sean de facil acceso para todos
los miembros del personal, ya sea en forma impresa o, preferiblemente, en formato electrénico, para
garantizar que la Gltima versién esté disponible.

Medidas de seguridad-precauciones universales: El sistema de precauciones universales requiere que
cualquier peligro de infeccién de cualquier fuente sea evitado o minimizado por buenas practicas de
trabajo. Se debe considerar que todas las muestras de sangre, los hemoderivados (incluidos los reactivos
y kits a base de plasma) y otros materiales del cuerpo humano presentan un posible peligro de infec-
cion. Siempre se deben tomar las medidas de proteccién mas completas posibles cuando se trabaja con
cualquier material. No se debe hacer ninguna otra clasificacion de riesgo. Todos los fluidos corporales
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y materiales que no sean sangre, ya sea que se recojan o se introduzcan en la unidad para su andlisis o
cualquier otro propésito, deben manipularse con el mismo cuidado que se le da a la sangre.

El laboratorio: El laboratorio debe estar siempre limpio y ordenado. La documentacién debe mantenerse
separada de las reas de pruebas de laboratorio. Trate de no usar el laboratorio para almacenar articulos
a granel. Trate de asegurarse de que todos participen en mantener el laboratorio ordenado.

Vestimenta protectora: Todas las personas que ingresan al laboratorio, incluidos los visitantes, deben usar
una bata de laboratorio. Deben reemplazar inmediatamente la bata si se contamina.

Guantes desechables: Aunque a muchas personas no les gusta usar guantes, se recomienda usar guantes
desechables de latex o poliacrilamida, ya que cada muestra manipulada en el laboratorio es potencialmente
peligrosa. Siempre se deben usar guantes cuando se manipula cualquier material téxico. Obviamente,
los guantes y las batas no protegeran contra un accidente por pinchazo con una aguja, pero evitaran, por
ejemplo, que cualquier corte o abrasion en la piel entre en contacto con el suero o plasma VIH positivos.
Es obligatorio reemplazar siempre los guantes de inmediato si estan rotos o pinchados.

Lavado de ojos: Lavese los ojos inmediatamente con abundante agua corriente fria si pudo haberse
producido contacto con un posible material infeccioso, ya que muchas infecciones pueden adquirirse
facilmente por contacto con las membranas mucosas de los ojos.

Objetos punzantes: Los objetos punzantes, en forma de agujas y cristales rotos, representan un gran
peligro. Utilice un contenedor de seguridad capaz de contener objetos punzocortantes sin ser perforado. Ha
habido casos de trabajadores que se han infectado como resultado de lesiones por pinchazos con agujas.

Aerosoles: Evite todas las practicas en el laboratorio abierto que puedan causar salpicaduras o la disemi-
nacioén por el aire de gotitas o polvo. Las operaciones que provoquen aerosoles deben realizarse siempre
en una campana de gases adecuada, y se deben usar gafas de seguridad. Todos los derrames deben
limpiarse de inmediato, usando lejia o un agente neutralizante segin sea necesario.

Sustancias toxicas e inflamables: Los materiales toxicos o inflamables deben estar siempre contenidos
dentro de una campana de gases o una caja fuerte adecuada.

Equipo eléctrico: Tenga especial cuidado con cualquier equipo que utilice liquidos, como tanques de elec-
troforesis y bafios de agua. Deje siempre la instalacion, el servicio y las reparaciones a personal calificado.

Articulos personales y comportamiento: Nunca lleve articulos personales, como boligrafos, bolsos y peines,
al laboratorio. Evite que sus manos entren en contacto con su cara o mucosas (0jos, nariz y boca) mientras
esté en el laboratorio, pero si debe hacerlo, lavese siempre las manos primero. Lavese siempre bien las
manos antes de salir del laboratorio. Nunca se lleve una pipeta a la boca. Los alimentos, los cigarrillos y
los cosméticos nunca deben introducirse en el laboratorio. Esto implica que se debe evitar comer, beber
y fumar en el laboratorio.

Accidentes: Todos los accidentes deben ser reportados inmediatamente y deben ser registrados en una
bitadcora de accidentes llevada por el Oficial de Seguridad de la unidad. Esto es particularmente impor-
tante en relacién con las lesiones por pinchazos con agujas. En estas situaciones, siga los sistemas que
usan los hospitales locales para registrar e reportar, junto con cualquier accién recomendada u obligatoria
localmente.

Control de Sustancias Potencialmente Peligrosas para la Salud: Los laboratorios deben cumplir con la
regulacién local, que a menudo emite una guia Gtil para identificar riesgos y peligros, como el Control de
Sustancias Peligrosas para la Salud (COSHH) en los laboratorios del Reino Unido.
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Peligro y riesgo: El peligro que presenta una sustancia es su potencial para causar dafio. El riesgo de esa
sustancia es la probabilidad de que dafie a alguien en las condiciones reales de uso.

Identificacién de peligros: La identificacion de peligros es un requisito previo esencial de la evaluacion
de riesgos. El tiempo dedicado a identificar los peligros variara segin la sustancia.

Evaluacién de riesgos: Considere los siguientes hechos:

Peligros

Condiciones de uso

Cantidades a utilizar

* Rutas o sitios probables de exposicién (inhalacion, ingestién, piel u ojos)

El resultado de la evaluacién de riesgos determinara:

Condiciones de almacenamiento

Procedimientos de manipulacion

Procedimientos de disposicién

Requisitos de seguimiento y vigilancia de la salud
Procedimientos de emergencia

La evaluacién de riesgos debe revisarse anualmente y actualizarse si es necesario. En la Tabla 1 se muestra
un ejemplo de cémo registrar informacién para las evaluaciones de riesgos, utilizando el procedimiento
COSHH que se usa en los laboratorios del Reino Unido. El propésito de dichos formularios es identificar
los peligros y las medidas de control asociadas con el equipo utilizado en un procedimiento en particular.
Solo el personal registrado como competente debe realizar cualquier procedimiento, y deben realizar
ese procedimiento solo después de revisar la documentacién de salud y seguridad relacionada con esa
prueba en particular.

Tabla 1. Control de sustancias potencialmente peligrosas para la salud (COSHH) para el tiempo de
protrombina y los ensayos de factor de coagulacién (F) basados en TTPA

Referencia de laboratorio para ensayos de coagulacién
Ensayos COSHH No Ref.. 1 de una etapa para Fll, FV, FVII, FVIII, FIX, FX, FXI y FXII
Titulo del Procedimiento/Experimento:
Cantidad

Sustancia aproximada Peligro identificado

Solucién amortiguadora de glioxalina <5 ml Nocivo si se ingiere.

(imidazol), contiene (ver**)

**Imidazol 3.4 g/l Corrosivo: provoca quemaduras. Dafiino si se
inhala, ingiere o absorbe a través de la piel.
Irritante para los ojos.

**Cloruro de sodio 5.85 g/l Irritante para los ojos y los pulmones. Evite el
contacto con la piel.

Plasma con deficiencia de factor 1 ml Riesgo de infeccién

Tromboplastina 2 ml Riesgo bajo

Reactivo TTPA 2 ml Riesgo bajo

Cloruro de calcio 0.025M 5ml Riesgo bajo

Soluciéon amortiguadora de Owren <500 ml Contiene barbitona. Nocivo si se ingiere. Puede
causar sensibilizacién por contacto con la piel o
inhalacién.
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Solucién de lavado del analizador de <50 m| Provoca quemaduras: perjudiciales para los ojos,
coagulacién 1 la piel, etc. No mezclar con otros desinfectantes.

Corrosivo. El contacto con materiales
combustibles puede provocar un incendio.

El contacto con el &cido libera gases téxicos.
Reacciona violentamente con las sales de amonio;
Disolvente organico - Riesgo de explosion.

Soluciéon de lavado del analizador de <50 ml Contiene 0,16% de acido clorhidrico y

coagulacién 2 detergente. Irritante: puede dafiar los ojos y la
piel.

Estandar/control/ plasma del paciente <1000 pl Riesgo de infeccién.

Equipo general de laboratorio: Cualquier laboratorio involucrado en el diagndstico y seguimiento del
tratamiento de los trastornos hemorragicos que emplee algunas o todas las técnicas descritas en este
manual requerird un minimo de equipo basico.

Equipo general: Los requisitos basicos del equipo son:

1)

Jeos

Refrigerador a 4°C para almacenamiento de reactivos. Normalmente, los reactivos deben
mantenerse a 2-8 °C, a menos que el fabricante indique lo contrario. Una unidad de grado
doméstico de buena calidad puede ser adecuada.

Un arcén congelador capaz de mantener al menos -20 °C (preferiblemente -35 °C). Una tem-
peratura més baja, como -70 °C, es util para un almacenamiento més prolongado, ya que
los factores de coagulacién son estables a esta temperatura durante al menos 6 meses. Los
congeladores con un ciclo de descongelaciéon automética son completamente inadecuados.
Baro(s) de agua regulado(s) capaces de mantener temperaturas de 37 = 0,5 °C. Normalmente,
la temperatura se mantiene mejor en un bafio maria que en bloques térmicos secos, que pueden
o no ser adecuados, dependiendo de la unidad.

Un medidor de pH.

Una fuente de luz.

Crondmetro(s).

Pipetas automaéticas calibradas capaces de suministrar con exactitud y precisién el volumen
de muestra y reactivo en el rango de 0 pl-200 pl y hasta 1000 pl. Es importante comprobar la
precision de estas pipetas con regularidad.

Una pipeta calibrada para la administraciéon de volimenes de liquido de hasta 5 ml.

Una centrifuga capaz de generar al menos 1700 g, y preferiblemente de 2200 a 2500 g. Para
la mayoria de los analisis de coagulacion, la centrifugacion a temperatura ambiente (20-25 °C)
es aceptable, aunque se recomienda la centrifugacién a 4 °C en algunas técnicas.

10) Una bascula/balanza analitica calibrada capaz de medir con precisién gramos con tres decimales.

Se requiere equipo adicional para algunos procedimientos, que incluyen:

11) Un analizador de coagulacién (coagulémetro).
12) Un lector de microplacas para ensayos de inmunoabsorcién enzimatica (ELISA).
13) Un agregador de plaquetas. Equipo especificado en hojas de método particulares.

El aire acondicionado en cada habitacién es una gran ventaja en paises donde las temperaturas son altas.

Debe haber un suministro adecuado de consumibles. Debe evitarse la reutilizacién de tubos de ensayo de
laboratorio y puntas de pipeta después del lavado, ya que el material residual puede afectar los resultados
negativamente, causando desperdicio de reactivos y tiempo. Lo mismo aplica a los tubos de recoleccién,
que estan disefiados para un solo uso y no deben reutilizarse incluso después de un lavado prolongado.
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Metrologia: Para ayudar a la gestién de la calidad, las calibraciones del volumen y la balanza de la
pipeta deben comprobarse de forma regular, por ejemplo, cada 3-6 meses. Los aparatos que estén sig-
nificativamente descalibrados deben retirarse inmediatamente de su uso hasta que se haya realizado la
recalibracion. Todas las pipetas deben llevar un identificador tnico.

Método para comprobar la calibracién de la pipeta: Las pipetas pueden ser para un solo volumen, para
dos o tres volumenes, o tener un rango continuo de volimenes.

* Las pipetas con uno o dos ajustes fijos se comprueban en cada ajuste.
* Las pipetas con tres ajustes fijos se comprueban en el ajuste minimo y maximo.
® Pipetas con un rango continuo de ajustes de volumen: compruebe el ajuste maximo, asi como
un volumen de alrededor del 25% del ajuste maximo. Es decir:
> Pipetade 10 ml-10mly 2,5 ml
o Pipetade 5ml-5mly 1,25 ml
o Pipetade 1 ml—1ml (1000 pl) y 0,25 ml (250 pl)
o Pipeta de 0,2 ml - 0,2 ml (200 pl) y 0,05 ml (50 pl)
o Pipetade 0,1 ml-0,1 ml (100 pl) y 0,025 ml (25 pl)
o Pipetade 501-501y 15 pl

Verifique la calibracion pesando cinco volimenes repetidos de agua destilada (a temperatura ambiente)
en una balanza. Cada peso se registra en gramos (con tres decimales). A efectos practicos, 1.000 ml de
agua destilada pesa 1.000 g.

Se deben registrar los resultados y las medidas adoptadas. Es preferible que las pipetas tengan una
precision significativamente inferior al 10% (consulte los ejemplos a continuacién). Cuando se demuestre
que una pipeta es inexacta porque el volumen medio pipeteado difiere en més de un 10% del volumen
indicado, debe retirarse de uso inmediatamente y no utilizarse hasta que se vuelva a calibrar siguiendo
las instrucciones del fabricante.

Nota: Si una pipeta es imprecisa mas allé de los siguientes limites (peso medio), debe retirarse de uso
inmediatamente.

Pipeta de 10 ml Pipeta de 0,2 ml

10 ml: 9.000 - 11.000 g 0.2ml:0.180-0.220 g
2.5ml: 2.250-2.750 g 0.05ml: 0.045-0.055g
Pipeta de 5 ml Pipeta de 0,1 ml

5 ml: 4.500 - 5.500 g 0.1 ml: 0.090-0.110 g
1.25ml: 1.125-1.375¢g 025 ml: 0.225-0.0275 g
Pipeta de 1 ml Pipeta de 50

1 ml:0.900-1.100 g 50 pl: 0.045-0.055 g
0.25ml: 0.225-0.275 g 15pl: 0.013-0.165¢g

Para obtener informacién adicional, consulte el documento ISO 8655-2-2002, disponible en diferentes
idiomas.

Método de control de las balanzas: Para garantizar su exactitud, las pesas calibradas se pesan a intervalos
de seis meses y se registran los valores.

1) Poner la balanza a cero.

2) Pesar tres pesas calibradas, uno a la vez. Registre los pesos con tres decimales (por ejemplo,
1,003 g).

3) Sialguna pesa esta fuera de los limites establecidos (en >2%), retirela de uso hasta que se
solucione el problema.
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Método para comprobar la temperatura de las camaras frigorificas: La temperatura interna de los frig-
orificos debe mantenerse a +4 °C (normalmente en el rango de +2 °C a +7 °C) mediante una sonda de
temperatura, e idealmente debe registrarse constantemente, ya sea utilizando un disco impreso local o
electrénicamente. Lo mismo se aplica a los congeladores, que deben mantenerse a temperaturas de -20
°C, -35 °C o incluso inferiores a -70 °C.

Evaluacién y uso de coagulémetros: La automatizacion en los laboratorios de coagulacién es ahora de
uso generalizado en la mayor parte del mundo. Ha contribuido a mejorar la normalizacién y a facilitar la
realizacién de pruebas que exigen una formacién especifica y unas condiciones de trabajo especiales,
para que los laboratorios puedan mejorar su eficiencia y su repertorio. La automatizacién en hemostasia
es relativamente reciente. Los métodos manuales basados en la deteccién visual del codgulo de fibrina 'y
el uso de incubadoras a 37 °C fueron en el pasado las Unicas técnicas para los estudios de coagulacion.
Luego, en la década de 1970, aparecieron nuevos equipos semiautomaticos basados en principios
fotométricos o mecénicos para detectar codgulos de fibrina. Mas recientemente, los instrumentos totalmente
automatizados se han vuelto comunes en los laboratorios modernos. Los nuevos equipos conectados a
los sistemas de informacién de laboratorio, que suelen incluir sistemas especificos de procesamiento de
datos, pueden realizar pruebas de coagulacién, cromogénicas e inmunoldgicas.

En la actualidad existen dos metodologias principales, que se basan en sistemas de deteccién mecani-
cos y opticos. Los sistemas mecénicos solo permiten realizar ensayos de coagulacién, mientras que los
sistemas 6pticos permiten realizar ensayos cronométricos, cromogénicos e inmunolégicos basados en
principios fotodpticos, nefelométricos, cromogénicos e inmunolégicos. Ademas, se estan haciendo cada
vez mas disponibles en el mercado los analizadores basados en fluorescencia y quimioluminiscencia, lo
que permite realizar ensayos especificos con una amplia gama de mediciones.

Principio mecénico: Los métodos electromagnéticos se basan en la deteccién de un aumento de la vis-
cosidad del plasma cuando se forma la fibrina. Dos variaciones de este principio se aplican a los equipos
de laboratorio que existen en la actualidad.

El primero utiliza un campo electromagnético aplicado a las cubetas de prueba que detectan el movi-
miento dentro de una esfera de acero inoxidable colocada en la muestra de plasma. La esfera de acero
sigue un movimiento de péndulo, oscilando de un lado al otro en una solucién de reactivo de plasma
con un movimiento constante. A medida que la fibrina comienza a formarse, la viscosidad aumenta y el
movimiento de la esfera se ralentiza. Cuando el movimiento de oscilacién de la esfera alcanza un nivel
predeterminado, el cronémetro se detiene, indicando el tiempo de coagulacién del plasma.

Un segundo método de deteccién mecénica también utiliza una esfera de acero inoxidable, ubicada esta
vez en una ranura de un solo punto. Un sensor magnético detecta la posicion de la esfera y, a medida
que gira, la esfera mantiene su inclinacién mientras que la muestra liquida permanece fluida. Cuando se
forma la fibrina, el codgulo atrapa la esfera, moviéndola de su posicién original. A medida que se mueve
fuera del alcance del sensor, el circuito se interrumpe y el cronémetro se detiene.

Principios 6pticos o espectrofotométricos:

Principio fotodptico: Los sistemas 6pticos se basan en el concepto de que la formacion de coagulos induce
un cambio en la densidad 6ptica del plasma. A medida que se forma el codgulo, se producen cambios
en las caracteristicas 6pticas desde la lectura inicial del plasma/reactivos. Estos cambios se supervisan
y se utilizan para derivar el tiempo necesario para que se produzca un grado determinado de cambio.

Principio nefelométrico: El principio nefelométrico es empleado por algunos sistemas. En los ensayos de
coagulacién, una fuente de luz laser monocromatica es transmitida, por ejemplo, por una fibra 6ptica. Las
lecturas de dispersion de la luz son posibles gracias a un sensor que puede instalarse a 90 o 180 grados de
la trayectoria de la luz, dependiendo del sistema, que luego mide la luz dispersa en un dngulo o registra el
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cambio en la transmisién de la luz. Cuando la luz alcanza complejos insolubles como las fibras de fibrina,
se esparce en angulos dispersos hacia adelante (180 grados) y dngulos dispersos laterales (90 grados). El
cronémetro se detiene cuando la cantidad de luz dispersa o transmitida alcanza un nivel predeterminado
especifico. La diferencia entre la luz dispersada o transmitida antes y después de la formacién del codgulo
es normalmente proporcional a la cantidad de fibrina formada.

Principio cromogénico: Se basa en el uso de una sustancia generadora especifica del color conocida
como cromoforo, de la cual la para-nitroanilina (pNA) es la mas comun. Tiene una absorbancia maxima
de 405 nm. El principio de las pruebas cromogénicas reside en la adherencia del pNA a los sustratos
sintéticos. El pNA se une a una serie de aminoéacidos que imitan la secuencia diana del factor de coagu-
lacion activado que queremos determinar. La proteina de coagulacion escinde el sustrato cromogénico
en un sitio especifico entre una secuencia de aminoacidos definida y libera el pNA. La intensidad del
color amarillo es proporcional a la cantidad de pNA liberada. Esto se mide mediante fotodeteccion a
una longitud de onda de 405 nm. A medida que se escinde y libera mas pNA, |a capacidad de absor-
cién de la muestra aumenta, lo que conduce a un mayor cambio en la densidad 6ptica de la solucién.
Los primeros equipos de coagulacién solamente tenian un Unico pardmetro de definicién, tal como
uno mecanico o fotodptico. Las herramientas fotodpticas se disefiaron inicialmente para leer a una
sola longitud de onda (por ejemplo, 500 nm o 600 nm) que solo podia usarse para la deteccién de la
formacion de coagulos. Mas recientemente, algunos coagulémetros pueden leer a dos o mas longi-
tudes de onda, que a menudo incluye 405 nm, aumentando asi la capacidad para nuevas reacciones
(métodos de sustrato cromogénico). En la década de 1990, varios fabricantes incluyeron con éxito
multiples métodos de cribado que ahora le permite a un solo laboratorio la posibilidad de utilizar el
mismo equipo para diferentes metodologias.

Principio inmunoldgico: Las microparticulas de latex recubiertas con un anticuerpo especifico se utilizan
generalmente contra el analito (antigeno) que se estd midiendo. Un haz de luz monocromatica atraviesa
una suspensién de microparticulas de latex. Cuando la longitud de onda es mayor que el didmetro de
la particula en suspensién, las particulas absorben una pequefia cantidad de luz. Sin embargo, cuando
las microparticulas de latex recubiertas de antigeno especificas entran en contacto con el antigeno
presente en la solucién, se adhieren al anticuerpo, formando enlaces entre las particulas, lo que
produce aglutinacion. Cuando el didmetro de las particulas se acerca a la longitud de onda del haz de
luz monocromético, se absorbe una mayor cantidad de luz. Este aumento de la absorbancia de luz es
proporcional a la aglutinacion, que, a su vez, es proporcional a la cantidad de antigeno presente en la
muestra. Este tipo de tecnologia esta disponible en los analizadores de coagulacién mas sofisticados
introducidos en el mercado en la década de 1990. Por lo general, los ensayos inmunolégicos estdndar
que requieren mucho tiempo se pueden realizar en minutos cuando se utiliza cualquiera de estas her-
ramientas automatizadas.
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Tabla 2. Ventajas y desventajas de los métodos de deteccién en la definicion de parametros

Método

Ventajas

Desventajas

Mecanico

Sin interferencias debidas a caracteristicas
fisicas como lipemia o ictericia. Puede utilizar
volimenes de muestra pequefos

Gréficos imposibles de observar de la
formacion de coagulos.

Puede presentar problemas de deteccién
de puntos finales en algunas muestras con
fibrinbgeno bajo

Foto-éptico

Posibilidad de graficos sobre la formacion de
coagulos

Interferencia debida a lipemia, hemdlisis,
hiperbilirrubinemia o aumento de proteinas

Comprobaciones épticas de hemolisis/ en algunos sistemas

lipemia/ictericia en algunos sistemas 6pticos | Algunos sistemas pueden presentar
dificultades con la deteccién de coagulos
cuando se utilizan algunos reactivos

com pletamente transpa rentes

Puede utilizar pequefios volimenes de
muestra

Los periodos de coagulacién muy cortos
pueden pasar desapercibidos debido a la
demora antes del inicio de la monitorizacién

Nefelométrico

Puede medir las reacciones antigeno-
anticuerpo en proteinas presentes en
cantidades muy pequefas

Limita el nimero de pruebas disponibles

Costo de los reactivos

Cromogénico

Los ensayos completamente especificos
pueden ser mas sencillos.

Limitado por la longitud de onda del
instrumento.

Es posible que existan pardmetros
adicionales que no sean adecuados para la
medicion mediante la deteccion de coagulos

Requiere grandes volimenes de prueba para
una relacién costo-beneficio positiva.

Costo de los instrumentos y reactivos.
Aumenta el repertorio de posibles pruebas.

Posibles mejoras en la precision en
comparacién con los anélisis basados en
coagulos

Inmunolégico

Puede automatizar métodos manuales que
consumen mucho tiempo

Ndmero limitado de pruebas disponibles.

Costo de los instrumentos.

Aumenta el nimero de pruebas posibles Costo de los reactivos

Ventajas de la automatizacion en el laboratorio de coagulacién:

Mejora la capacidad y flexibilidad del tiempo profesional empleado (Kodak, 1995).

Mejora el rendimiento de las pruebas. En el pasado, las pruebas de coagulacién manual eran
inexactas, con coeficientes de variacion superiores al 20%; El equipo semiautomatico propor-
cioné una mayor precision en las pruebas de coagulacién. Sin embargo, con el envio manual
de muestras y reactivos, las pruebas debian realizarse por duplicado. Con equipos totalmente
automatizados, la precisién mejord, alcanzando coeficientes de variacién de menos del 5 % e
incluso del 1 % para algunas pruebas. Esto ha llevado a los autores a introducir la nocién de
pruebas Unicas y la posibilidad de reducir a la mitad los costes de reactivos y cubetas.
Reduce el costo en muestras y reactivos, al permitir el uso de volimenes mas bajos de plasma
y reactivos (al menos la mitad).

Facilita el almacenamiento y los sistemas de recuperacién de datos mediante programas
informaticos.

Permite la reproduccién automatica de los resultados cuando se cometen errores en la primera
corrida.

Ofrece la posibilidad de realizar diferentes pruebas utilizando una sola muestra.

Permite la toma de muestras de un tubo cerrado (el llamado “cap-piercing” o perforacién de
la tapa), lo que mejora la seguridad y la eficiencia en las pruebas de coagulacién. Esto reduce,
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en gran medida, la posibilidad de exponer al operador a aerosoles o derrames de muestras
de pacientes, o errores en el etiquetado. Como anécdota, un fabricante ofrecié un sistema
de cribado patentado que separa automéaticamente el plasma de los eritrocitos antes de las
pruebas sin centrifugacién previa.

8) Provee la capacidad para diluir muestras, calibradores y controles. El equipo puede programarse
para diluciones adicionales si los resultados iniciales escapan a la linealidad del método.
También puede realizar automaticamente otras pruebas sin la intervencién del operador si est4
clinicamente indicado o debido a los resultados de la corrida inicial.

9) Lamayoria de los analizadores incluyen sistemas de alarma que advierten al operador de lecturas
que superan los limites preestablecidos, lo que puede identificar problemas del equipo (por
ejemplo, pequefa cantidad de reactivo, fallo de temperatura, volumen de muestra demasiado
pequefo y errores de control de calidad), asi como errores preanaliticos (tubos con llenado
insuficiente, hemdlisis, ictericia, lipemia y presencia de coagulos).

Los diferentes tipos metodoldgicos disponibles tienen ventajas y desventajas que deben conocerse y
entenderse para garantizar la precisién y validez de los resultados de las pruebas. Es importante tener en
cuenta que los laboratorios son responsables de obtener resultados confiables. La principal preocupacion
de un laboratorio es seleccionar el equipo de coagulacién que generara resultados apropiados a pesar
de las restricciones presupuestarias. Dichos instrumentos exigen un mantenimiento técnico regular, cono-
cimiento permanente y control del sistema, ya que un error o falla puede influir decisivamente en una serie
de resultados. Por lo tanto, son obligatorios los sistemas de control que garanticen la confianza analitica.

Muchos laboratorios pueden tener la suerte de poder evaluar el equipo antes de comprarlo. Si esto no
es posible, es muy importante obtener informacién y asesoramiento adecuados de un laboratorio de
referencia, ademas de la revisién de la literatura.

Al evaluar un nuevo equipo antes de comprarlo, primero compare los analizadores de acuerdo con cri-
terios como:

e Costos de equipo y mantenimiento

® Periodo de inactividad y fiabilidad

* Tiempo de respuesta de reparacion

* Facilidad de uso

* Disponibilidad de un mantenimiento adecuado en un plazo adecuado
e Proceso de validacién y rendimiento

* Costo de los elementos descartables

* Flexibilidad en el uso de reactivos de otros fabricantes

* Posibilidad de afiadir nuevos protocolos de pruebas

* Capacidad y costo de la conexién con el sistema de informacién del laboratorio
* Cursos de formacién y apoyo a la formacién continua

La sensibilidad de los diferentes tipos de equipos a multiples pardmetros variara segin cémo se calibren
las maquinas y cémo se detecten los puntos finales. Los laboratorios tienen diferentes necesidades, y es
recomendable clasificar las prioridades. Por ejemplo, consulte la Tabla 3.
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Tabla 3. Caracteristicas de los equipos especializados (adaptado de Rodak, 1995)

Caracteristicas

Descripcion

Acceso aleatorio

Con la muestra de los pacientes, son posibles varias pruebas diferentes en
cualquier orden y al mismo tiempo.

Tubo primario de muestra

La muestra de plasma se toma directamente por aspiracion en un tubo de
recoleccién abierto colocado en el analizador.

Tapdn penetrante y tubo de
muestreo cerrado

El analizador aspira la muestra de plasma dentro del tubo de recoleccién
con el tapén de goma colocado.

Codigo de barras

Permite la identificacion de reactivos, muestras de pacientes o ambos
mediante un cédigo de barras. Esto reduce la entrada manual de datos.

Interfase bidireccional

El analizador consulta a un equipo centralizado para determinar el nimero
solicitado de pruebas. El operador no necesita programar manualmente la
informacién en el equipo.

Indicador de muestra

Advierte al operador de problemas con la integridad de la muestra.

Sensor de nivel de liquido

Advierte al operador de un volumen insuficiente de muestra o reactivo para
una prueba adecuada, o si el equipo no aspiré lo suficiente de la muestra
para realizar la prueba solicitada.

Programas integrados de control
de calidad

El programa informético del instrumento almacena y organiza los datos de
control de calidad. Puede incluir la aplicacién completa de las reglas de
Westgard para indicar los resultados fuera de limite.

Capacidades STAT

Permite al operador cancelar la secuencia de verificacion de prueba para
colocar una nueva muestra STAT en la isla de verificacion.

Capacidad de refrigeracién de
las muestras integradas

Preserva la integridad de las muestras, el reactivo o ambos durante el
proceso de verificacion.

Capacidad de almacenamiento
de muestras integradas

Indica la cantidad de muestra de paciente que se puede cargar en el
analizador en un momento dado.

Capacidad de prueba

confirmatorias

Permite programar el equipo para repetir o agregar pruebas bajo
parametros especificos establecidos por el operador para fines
confirmatorios.

Almacenamiento de datos de
pacientes

Capacidad del analizador para almacenar resultados de pruebas que
pueden ser recuperados en cualquier momento. Puede almacenar curvas de
formacion de coagulos.

Monitorizacién del volumen de
reactivos

Advierte al operador de que el reactivo es insuficiente para las pruebas
programadas.

Procesamiento

Numero de pruebas que se pueden procesar en un periodo determinado
(generalmente clasificado como nimero de pruebas por hora).

Curva de formacion de coagulos

Permita que el operador visualice la formacién de coagulos dentro de la
cubeta. Ayuda a detectar ciertas condiciones rebeldes o estados mérbidos,
o la ubicacién y solucién de fallas desviadas en los resultados de las
pruebas.

Controles preanaliticos

Deteccién de tubos con llenado insuficientes, hemdlisis, ictericia, lipemia,
coagulo.

La tecnologia estad en auge y las crecientes demandas diarias generan la necesidad de instrumentos
de esta naturaleza en el laboratorio. Constituirdn un gran avance en el campo del laboratorio, dada la
posibilidad de realizar pruebas de manera fiable, exacta y precisa, y entregar resultados méas rapidamente
(menor tiempo de respuesta) y bajo un mejor control. Las ventajas de la automatizacién son numerosas. La
tecnologia avanza continuamente para satisfacer los nuevos desarrollos en el campo y reducir los tiempos
de respuesta, lo que permite que las pruebas sean confiables, exactas y precisas, manteniendo la calidad.

Reactivos: Ademés de los reactivos especificos dedicados a ensayos especificos, que se detallaran en los
capitulos correspondientes, algunos reactivos son ampliamente utilizados en el laboratorio de hemostasia
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(por ejemplo, solucién de cloruro de calcio, varios tampones). Pueden comprarse a los fabricantes de
reactivos o prepararse localmente a partir de reactivos a granel o soluciones concentradas.

Solucién de cloruro de calcio de 25 mM: Por ejemplo, si se compra una solucién molar, para obtener
una solucién de 25 mM, diluir 25 ml de solucién 1 M a 1 litro en un matraz aforado con agua destilada.

Solucién amortiguadora:
¢ Solucién amortiguadora de barbitiricos de Owren pH 7,35
Peso: 5.875 g de dietilbarbiturico de sodio (barbitona sédica) y 7.335 g de cloruro de sodio.
Colocar en un matraz aforado y disolver en aproximadamente 780 ml de agua destilada.
Anadir 215 ml de 4cido clorhidrico 0,1 M.
Ajuste el volumen a 1 litro con agua destilada.
Verifique el pH y ajustelo a pH 7.35, si es necesario.
¢ Solucién salina tamponada de Owren
200 ml de solucién amortiguadora antibarbitiricos de Owren (ver arriba).
Anadir 800 ml de solucién salina normal (cloruro sédico al 0,9%).
e Solucién amortiguadora de imidazol (glioxalina)
Pesa 2,72 g de imidazol (glioxalina) y 4,68 g de cloruro de sodio.
Colocar en un matraz aforado y disolver en aproximadamente 650 ml de agua destilada.
Afadir 148,8 ml de HCI 0,1 M y ajustar el pH a 7,3.
Ajuste el volumen a 1 litro con agua destilada, si es necesario.

Reactivos para las pruebas de cribado de la coagulacién: En las etapas iniciales de la investigacién y el
diagnostico de los trastornos hemorragicos, la seleccién y aplicacién de los reactivos adecuados para las
pruebas de cribado, en particular para las pruebas de tiempo de protrombina (TP) y tiempo de trombo-
plastina parcial activada (TTPA), son de gran importancia. Hay muchos reactivos diferentes disponibles
en todo el mundo. Cuando se dispone de una amplia variedad, la seleccion debe tener en cuenta la
variacion de la sensibilidad. En el cribado de un trastorno hemorragico mediante TP y TTPA, se pueden
tener en cuenta las siguientes fuentes de informacién en relacién con el rendimiento probable de un
reactivo en particular:

* Datos comparativos en relacién con otros reactivos de esquemas de evaluacién externa de la
calidad (AEC), como el esquema internacional de AEC

Datos publicados

Pruebas locales de plasma de pacientes con defectos conocidos

Fichas técnicas de los fabricantes

La produccién local de reactivos TP y TTPA puede ser atractiva desde el punto de vista financiero, pero
puede causar dificultades de estandarizacién y, por lo tanto, debe evitarse. También hay que tener en
cuenta que algunos fabricantes ofrecen diferentes reactivos. Ademas, la composicién de los reactivos
que llevan el mismo nombre puede modificarse de vez en cuando. Esto significa que no se pueden dar
recomendaciones para el uso de una fuente particular de material.
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