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PARTE 3	 Integridad de la muestra y variables 
preanalíticas

	 Kieron Hickey

TEMAS TRATADOS
	✓ Extracción de sangre
	✓ Plasma pobre en plaquetas (PPP)
	✓ Sustancias que interfieren

	✓ Almacenamiento
	✓ Descongelación

Antes de la extracción de sangre, hay algunos factores que deben tenerse en cuenta. No se requiere 
ayuno antes de la extracción de sangre para la mayoría de las investigaciones de los trastornos de la 
coagulación y y trombóticos. Sin embargo, una excepción es la prueba de homocisteína que sí requiere 
ayuno. El ejercicio (Venema et al, 2017) y el estrés (Austin et al, 2012) pueden causar aumentos temporales 
en el FVIII y el FVW. El ejercicio también puede afectar a la prueba del dímero D (Huskens D et al, 2016). 
La inflamación puede afectar a los factores de coagulación y otros parámetros hemostáticos (Hardy et 
al, 2024). El embarazo afecta a una variedad de parámetros, incluidos el FVIII (Castaman, 2013), el FVW 
(Delbruck et al, 2019) y el dímero D (Blomback et al, 2007). Numerosos productos farmacéuticos y antico-
agulantes pueden interferir en las pruebas de hemostasia, por lo que la información sobre los tratamientos 
que reciben los pacientes es esencial para el laboratorio (Gosselin et al, 2019).

Extracción de sangre: Existen varias guías que describen las mejores prácticas para la recolección y el 
procesamiento de muestras para pruebas hemostáticas (CLSI, 2024; CLSI, 2017). La extracción de sangre 
debe utilizar un sistema de recolección por vacío o una jeringa de plástico con una aguja de calibre 19 
a 21 (adultos) o una aguja de calibre 22 a 23 (niños) (Srivastava et al, 2021). Los tipos de tubos no son 
todos iguales, por lo tanto, los centros deben utilizar un solo tipo de tubo y generar intervalos de ref-
erencia basados en estos tubos (Bowen et al, 2016). Incluso dentro de un tipo de tubo de recolección, 
la constitución es importante; los tubos de plástico y vidrio no son intercambiables (Fiebig et al, 2005). 
Los tubos de extracción de sangre deben contener de 0,105 a 0,109 M (3,2%) de citrato trisódico (CLSI, 
2024). La secuencia de extracción es importante para prevenir la contaminación cruzada con EDTA (Lima-
Oliveira et al, 2015) o heparina (Keppel et al, 2019); por lo tanto, se deben seguir las mejores prácticas 
en la extracción de muestras (OMS, 2010; Simundic et al, 2018). Las muestras requieren anticoagulación 
inmediata después de la venopunción, con un llenado de un volumen objetivo mínimo del 80% (Kitchen 
et al, 2021) para lograr una relación sangre:anticoagulante de 9:1. La inversión suave (de 3 a 5 veces) de 
los tubos con sangre después de la flebotomía permite una mezcla adecuada de las muestras. Se pro-
ducen cambios hemostáticos no deseados en los tubos con llenado insuficiente (Lippi et al, 2012). Las 
muestras con niveles de hematocrito >55% requieren una solución de citrato ajustada para compensar 
el alto volumen de células aglomeradas y obtener la proporción correcta de 9:1. Si no se mantiene esta 
relación, se pueden observar cambios significativos en el TP, el TTPA y la monitorización de anticoagulantes 
(INR) (Marlar et al, 2006). A continuación, se muestra la fórmula recomendada para reajustar los niveles 
de citrato (Kitchen et al, 2021). Las muestras deben etiquetarse adecuadamente inmediatamente antes 
o después de la flebotomía, siguiendo las políticas regulatorias o institucionales locales.

C = (1,85 x 10-3)(100 - HCT)(V)

C = volumen de citrato en mililitros (ml) que debe añadirse a un volumen de sangre (V)

HCT = es el hematocrito del paciente
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V = es el volumen de sangre añadido en ml

Y 1,85 x 10-3 es constante

Un ejemplo en el que se utiliza HCT del 70% y 4,5 ml de sangre recolectada antes de la adición del anti-
coagulante, da el siguiente cálculo, es decir, se mezclan 0,25 ml de citrato con 4,5 ml de sangre.

(1.85 x 10-3)(100 – HCT)(V) = C

(1,85 x 0,001 )(100 – 70)(4,5 ml) = 0,25 ml de citrato

Plasma pobre en plaquetas (PPP): La mayoría de las pruebas de coagulación se pueden realizar con 
PPP después de la centrifugación a > 1700 g durante 10 minutos (CLSI, 2024; Kitchen et al, 2021). Deben 
evitarse las centrífugas refrigeradas, ya que la activación en frío del factor plaquetario 4 puede afectar 
el control de la heparina, las pruebas de función plaquetaria, las pruebas de FVIII y las pruebas del FVW 
(Favaloro, 2004). Algunas pruebas, como la heparina no fraccionada (HNF) y el anticoagulante lúpico, 
requieren plasma libre de plaquetas de doble centrifugado (<10 x 109) si las pruebas se realizan en muestras 
previamente congeladas. En este caso, el plasma se extrae del tubo de sangre centrifugado a un recip-
iente secundario adecuado y se vuelve a centrifugar con las subalícuotas extraídas para la congelación. 
Las pruebas de función plaquetaria requieren de plasma rico en plaquetas (PRP), preparado después de 
la centrifugación a 170 g durante 15 minutos o 250 g durante 10 minutos (Gomes et al, 2021).

Sustancias que interfieren: Las muestras hemolizadas no deben analizarse, ya que se pueden observar 
cambios significativos, particularmente en el TTPA (Woolley et al, 2016; Lippi et al, 2013), excepto cuando 
la hemólisis es intravascular (Arachchillage et al, 2014). Los ensayos de rutina generalmente no se ven 
afectados por la ictericia (Woolley et al, 2016) y la lipemia puede solucionarse mediante ultracentrifugación 
(Lippi et al, 2013, Dimeski y Jones, 2011).

Almacenamiento: Las pruebas de muestras son sensibles al tiempo. El procesamiento y las pruebas de la 
muestra deben realizarse dentro de la ventana de estabilidad del ensayo después de la venopunción, y las 
muestras deben almacenarse a temperatura ambiente en el tiempo intermedio. Las Guías recomiendan 
realizar pruebas en un plazo de 4 horas (CLSI, 2024) para todas las muestras, a menos que los datos locales 
confirmen una estabilidad prolongada para una combinación específica de tubo/ensayo (Kitchen et al, 
2021; Linskens et al, 2018). El almacenamiento a una temperatura más alta puede conducir a la pérdida 
de factores de coagulación, como el FVIII (Omidkhoda et al, 2011). La liberación del factor plaquetario 4 
puede provocar la neutralización de la heparina no fraccionada en las muestras, por lo que estos tubos 
deben centrifugarse dentro de 1 hora y analizarse en 4 horas (Baker et al, 2020). Si el plasma se almacena 
para pruebas posteriores, las condiciones de almacenamiento pueden afectar a algunos ensayos. El plasma 
puede almacenarse aceptablemente a -24 °C durante 3 meses. Sin embargo, para un almacenamiento 
a largo plazo (aproximadamente 6 meses), las muestras deben almacenarse a -70 °C (Woodhams et al, 
2001; Fenclova et al, 2023).

Descongelación: Las muestras congeladas para el análisis deben descongelarse en un baño maría a 37 
°C durante 3 a 5 minutos e invertirse varias veces antes del ensayo para homogeneizar la muestra (Jo et 
al, 2020). Debe evitarse volver a congelar el plasma una vez descongelado para realizar más pruebas.
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