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v/ TP por la técnica manual de tubo basculante

El uso de coagulémetros para las pruebas de coagulacién tiene sus ventajas, como la velocidad de
analisis/rendimiento y la consistencia del anélisis, que ofrecen resultados precisos y exactos de manera
oportuna. Aunque hay muchos instrumentos diferentes para las pruebas de coagulacién disponibles y en
uso en todo el mundo, la técnica manual del tubo basculante todavia se puede emplear con éxito para
determinar el tiempo de coagulacion. Esto se puede hacer para todas las muestras si no se dispone de un
método automatizado adecuado, o para un subgrupo de muestras, ya sea porque el anélisis automatizado
no genera resultados en muestras con caracteristicas especificas, lo que provoca la incompatibilidad de
la muestra con el instrumento en uso, o porque el método del coagulémetro no esté disponible tem-
poralmente. Los métodos de tubo basculante son adecuados como alternativas a los métodos basados
en coagulos e incluso los laboratorios integrales de los centros de hemofilia deben tener disponible el
método manual de tubo basculante para aquellas pocas muestras en las que el anélisis automatizado
falla, pero donde los resultados son realmente necesarios para el manejo seguro del paciente. Este puede
ser el caso en presencia de concentraciones de lipidos plasméaticos muy elevadas, o cuando el patrén de
formacién de coagulos en la muestra difiere marcadamente de las muestras normales, particularmente
cuando la polimerizacién de fibrinégeno a fibrina es marcadamente anormal. Debido a las muchas vari-
ables y posibles fuentes de contaminacién asociadas con las técnicas manuales, estas pueden requerir
pruebas duplicadas. Si el CV entre dias de los resultados de CCl es del >5%, entonces se debe considerar
la duplicacién de pruebas. Cuando las pruebas se realizan por duplicado, los dos resultados deben estar
dentro de +/- 5% de la media con la préctica.

Cuéando usar la técnica manual de tubo basculante: Luego, el método manual de tubo basculante se
puede usar con éxito para la determinacion de TP, TTPA, tiempo de trombina y fibrindgeno, asi como
ensayos de factores de coagulacién basados en TP y TTPA.

Como realizar la técnica manual de tubo basculante: El método de realizar la técnica de tubo bascu-
lante para las pruebas de coagulacién se ha armonizado recientemente en relacién con las pruebas de TP
como parte de la calibracion de tromboplastinas de referencia para el sistema internacional de proporcién
normalizada (INR) utilizado para monitorear los medicamentos antagonistas de la vitamina K (Van den
Bessellaar et al, 2020). Este método armonizado ha mejorado la concordancia entre los resultados de TP
de tubo basculante cuando las pruebas son realizadas por diferentes operadores y en diferentes centros.
Este método se puede utilizar para la prueba de tubo basculante para TTPA, tiempo de trombina y analisis
de fibrinbgeno, ademas de la prueba de TP.
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Materiales necesarios:

1)

Técnica:

Bafio marfa para mantener los tubos de ensayo a una temperatura constante de 37 °C. Las
dimensiones cercanas a 40 x 30 x 20 cm son convenientes. El agua del bafio maria debe cir-
cular continuamente por una bomba si es posible. La temperatura debe ser de 37 °C (limites
de tolerancia: 37 £ 0,5 °C). La temperatura debe controlarse con un termémetro calibrado.
Se puede utilizar una fuente de luz, como una ldmpara articulada, montada a 20 cm por encima
del nivel del agua para iluminar el tubo de ensayo durante la inclinacién, lo que facilita la
deteccién de coagulos en el punto final por parte del operador. Se prefiere el LED como fuente
de luz a las bombillas que generan calor, ya que puede elevar la temperatura de los tubos de
ensayo que se mantienen cerca de la fuente de luz.

Los tubos de ensayo deben ser tubos de vidrio no siliconados, sin a ver sido previamente
usados. En el trabajo se utilizaron tubos de cultivo desechables (nimero de catédlogo 73500-
1275, Kimble Chase Life Science and Research Products LLC, Vineland, Nueva Jersey) con
dimensiones de 75 x 12 mm y espesor de pared de 0,8 mm para armonizar las pruebas de
tubos basculantes TP (van den Besselaar et al, 2020), pero también se pueden utilizar tubos de
75 x 10 mm. Los tubos de ensayo deben estar hechos de vidrio de borosilicato. Los tubos de
ensayo deben desecharse después de su uso y no lavarse para volver a utilizarlos. Se pueden
utilizar con éxito diferentes fuentes de tubos de ensayo de vidrio, pero pueden influir en los
tiempos de coagulacién obtenidos, especialmente en pruebas de cribado como el TTPA. Si
se cambia la fuente (fabricante o composicién) de los tubos de ensayo, se debe considerar la
posibilidad de que los resultados se vean afectados. Esto podria evaluarse comparando un
pequefo nimero de pruebas, como el TTAP, con los dos tipos de tubo. Si existen diferencias
sistematicas, se debe establecer un nuevo rango normal.

La temperatura de la habitaciéon en la que se instala el equipo y donde se va a realizar la técnica
debe mantenerse a 20-22°C.

Antes de comenzar las pruebas manuales de TP, TTPA, TT o fibrinédgeno en el bafio maria, se
debe verificar la temperatura y posteriormente registrarla.

Los tubos de ensayo vacios deben mantenerse en posicién vertical en una gradilla en el bafio
marfa a 37 °C durante al menos 4 minutos a una profundidad de 3,5 cm antes de afadir los
reactivos y el plasma.

TP por la técnica manual de tubo basculante:

Para la prueba de TP, afadir 200 pl del reactivo de tromboplastina/calcio e incubar durante 2 min.
A continuacion, pipetee 100 pl de plasma no precalentado, dispensando desde una altura de
1 cm por encima del nivel de tromboplastina, con la punta apoyada en la pared del tubo de
ensayo, e inmediatamente ponga en marcha el cronémetro con la otra mano.

Agite el tubo suavemente para mezclar el contenido, con el tubo sumergido en el agua.
Coloque el tubo en la rejilla en el bafio maria.

Coloque la pipeta.

El tubo de ensayo debe mantenerse manualmente en el agua, con el agua cubriendo los 5 cm
inferiores del tubo (Figura 1).

La titulacién manual del tubo debe comenzar 7 segundos después de poner en marcha el
cronémetro.

El tubo debe inclinarse en un dngulo de casi 90° sacando el tubo del agua durante 2 segundos
y volviéndolo a meter en el agua durante 1 segundo (Figura 1). Tenga en cuenta que inclinar el
tubo 90° o méas generalmente harad que la mezcla de reaccién se derrame fuera del tubo.

El tubo no debe estar inmovil durante este ciclo, sino inclinado continuamente con la mano del
operador apoyada en el costado del bafio maria.
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e Este ciclo se repite hasta que se forma el coagulo.

* En posicion horizontal, el tubo se mantiene a no mas de 10 cm y no menos de 2 cm por encima
del nivel del agua (Figura 1).

* Antes de que la mezcla se coagule, el operador observa que la mezcla fluye desde el fondo
hasta tres cuartas partes de la longitud del tubo en posicién casi horizontal y de vuelta al fondo.

e Cuando comienza la coagulacién, la velocidad del flujo se reduce.

e Cuando se detiene el flujo, el operador detiene el temporizador y registra el tiempo de coagu-
lacién en segundos con un decimal.

El operador que realiza la técnica manual de tubo basculante levanta el tubo de ensayo regularmente
fuera del agua. Sacar el tubo de ensayo del agua provocara una caida de temperatura de la mezcla de
reaccion. Sumergir el tubo de nuevo en el agua daréd como resultado un aumento de temperatura. La
caida media de temperatura observada en la técnica manual de tubo basculante utilizando el método
descrito anteriormente se limita a 0,4 °C (van den Bessellar et al, 2020).

Panel 1A Panel 1B

Figura 1. Representacion esquemética de la técnica manual de tubo basculante. Panel 1A: el tubo de
ensayo esta en posicion vertical en el bafio marfa. Panel 1B: el tubo de ensayo esta en posicién horizontal
fuera del bafo maria. La mano del operador descansa en el borde del bafio maria. Debido a la variacion
en el tamafio de las manos de los operadores, la distancia del tubo en posicién horizontal a la superficie
del agua varia entre 2 y 10 cm. Las dimensiones de la imagen no estan a escala. (Reproducido con el
amable permiso de Elsevier Publishing, Amsterdam, Paises Bajos, de: Van den Besselaar et al. J Thromb
Haemost. 2020; 18:1986-1994.)

El método armonizado anterior se desarrollé en dos talleres himedos que evaluaron las pruebas de TP
por hasta siete operadores de tres centros, que identificaron una serie de variables en la técnica (van den
Besselaar et al, 2020). En particular, los talleres confirmaron que la dispensacién del componente final de
la mezcla de reaccién para iniciar la coagulacion en la parte superior del tubo de ensayo se asociaba con
tiempos de coagulacién mas largos que la dispensacion cerca de la superficie de la mezcla de reaccion
mas abajo en el tubo. Utilizando el método armonizado descrito, el CV entre operadores de Ts en los
mismos plasmas de prueba fue del 3% para un TP normal y del 1,4% para un TP prolongado.

TTPA por la técnica manual de tubo basculante:

Anadir 100 pl de reactivo TTPA al tubo e incubar durante 2 min.

* A continuacién, pipetee 100 pl de plasma no precalentado, dispensando desde una altura de 1
cm por encima del nivel del reactivo TTPA, con la punta apoyada en la pared del tubo de ensayo
e inmediatamente ponga en marcha un cronémetro con la otra mano.

Agite el tubo suavemente para mezclar el contenido, con el tubo sumergido en el agua.
Coloque el tubo en la rejilla en el bafio maria.
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* Después del tiempo de activacion recomendado por el fabricante del reactivo TTPA (normalmente
es de 3 minutos, pero puede ser de 5 minutos para otros), afiadir 100 pl de cloruro de calcio
precalentado a 37 °C en un tubo separado en el bafio marfa, dispensando desde una altura de
1 cm por encima del nivel de la mezcla de reaccién, con la punta apoyada contra la pared del
tubo de ensayo, e inmediatamente inicie un nuevo cronémetro con la otra mano.

e Agite el tubo suavemente para mezclar el contenido, con el tubo sumergido en el agua.

* Coloque el tubo en la rejilla en el bafio maria.

* Coloque la pipeta.

e El tubo de ensayo debe mantenerse manualmente en el agua, con el agua cubriendo los 5 cm
inferiores del tubo (Figura 1).

* La titulacion manual del tubo debe comenzar 15 segundos después de poner en marcha el
cronémetro.

e El tubo debe inclinarse en un dngulo de casi 90°, sacando el tubo del agua durante 2 segundos
y volviéndolo a meter en el agua durante 1 segundo (Figura 1). Tenga en cuenta que inclinar a
90° o mas generalmente hara que la mezcla de reaccién se derrame fuera del tubo.

e E| tubo no debe estar inmévil durante este ciclo, sino inclinado continuamente con la mano del
operador apoyada en el costado del bafio marfa.

e Este ciclo se repite hasta que se forma el coagulo.

* En posicion horizontal, el tubo se mantiene a no mas de 10 cm y no menos de 2 cm por encima
del nivel del agua (Figura 1).

* Antes de que la mezcla se coagule, el operador observa que la mezcla fluye desde el fondo
hasta tres cuartas partes de la longitud del tubo en posicién casi horizontal y de regreso al fondo.

e Cuando comienza la coagulacién, la velocidad del flujo se reduce.

e Cuando se detiene el flujo, el operador detiene el temporizador y registra el tiempo de coagu-
lacién en segundos con un decimal.

Tiempo de trombina y fibrinégeno por la técnica manual de tubo basculante: Los métodos manuales de
tubo basculante deben utilizar las proporciones de reactivos y plasma o diluciones plasméticas recomen-
dadas por el fabricante del reactivo y seguir los principios de los métodos descritos anteriormente para
TP/TTPA.

Muestras con lipidemia: Muchos coagulémetros en uso actual que utilizan puntos finales fotodpticos
para el analisis, son muy tolerantes a los niveles altos de lipidos en las muestras. Sin embargo, ocasional-
mente las muestras pueden tener un nivel tan alto de lipidos que el analizador no puede detectar la
formacién de coagulos. Dichas muestras se pueden analizar manualmente y, por lo general, producen
un coagulo soélido que se puede observar visualmente para el tiempo de TP, TTPA y trombina. Puede
ser dificil observar la formacién de codgulos durante el anélisis de Clauss de fibrinégeno de dichas
muestras. Si ese es el caso, otra opcidn es someter las muestras a centrifugacion a 10.000 g durante 10
minutos a temperatura ambiente, si esta disponible (orientacién del ICSH; Kitchen et al, 2021). Después
de esta ultracentrifugacion, el lipido se sedimenta y la muestra se puede analizar en un coagulémetro
automatizado si esta disponible, o mediante la técnica manual de tubo basculante para TP, TTPA, tiempo
de trombina o fibrindgeno.

Muestras con anomalias del fibrinégeno: La formacién de codgulos puede alterarse en presencia de
algunas anomalias del fibrinégeno. Por ejemplo, el fibrindgeno Longmont se asocia con un coagulo débil
y translicido durante el ensayo de fibrinégeno de Clauss. Es posible que los sistemas fotodpticos que
monitorean la luz dispersa a medida que se forma el codgulo (a diferencia del monitoreo de luz transmit-
ida) no puedan detectar el punto final. Dichas muestras se pueden analizar utilizando el método de tubo
inclinable, pero el operador debe ser consciente de que la formacién de coagulos puede ser dificil de
discernir visualmente. Para algunas muestras de disfibrinogenemia en las que falla el anélisis automatizado,
la técnica manual debe realizarse con un escrutinio muy cuidadoso del proceso de coagulacién, ya que
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los codgulos pueden ser fragiles y facilmente interrumpidos por la mezcla/inclinacién adicional después
de que se haya formado el coagulo inicial.

Control de calidad: El material de control de calidad, como se describe en otra parte de este manual para
TP, TTPA, tiempo de trombina y fibrinégeno, es adecuado para su uso con métodos de prueba manuales.
Es aceptable probar un solo nivel de CCl, donde la técnica manual se reserva para muestras ocasionales
que fallan el analisis automatizado. Se debe disponer de dos niveles y probarlos de acuerdo con los
criterios descritos en otras partes de este manual, donde las pruebas manuales son el procedimiento
analitico principal en el laboratorio.

El rango de resultados de CCl obtenidos por un pequefio grupo de diferentes operadores experimentados
en la técnica de tubo basculante manual debe ser tipicamente el siguiente:

Media de +/-1 segundo para un control de calidad con un TP medio en el rango de 10 a 12 segundos.
Media de +/- 2,5 segundos para un control de calidad con un TTPA medio en el rango de 25 a 30 segundos.

Media de +/- 2,5 segundos para un control de calidad con un tiempo medio de trombina en el rango de
12 a 20 segundos.

Media de +/- 0,5 g/l para un control de calidad con una media de fibrinégeno de 2,5 a 3 g/I

Rangos normales: Los resultados de las pruebas manuales suelen ser diferentes de los generados por
los coagulémetros. Por lo general, los tiempos de coagulacién para TP y TTPA son mas cortos para los
analizadores que utilizan fotopica para monitorear la coagulacién en comparacién con los resultados que
se obtienen manualmente. El grado de diferencia no es consistente entre los diferentes analizadores
que pueden utilizar luz transmitida o dispersa. Los analizadores monitorean el cambio en la dispersion/
transmision de luz a lo largo del tiempo después de que se inicia la coagulacion y registran el tiempo
de coagulacién como el tiempo que se tarda en exceder un umbral particular de cambio. Puede ser un
umbral de cambio tan bajo como el 3% con respecto a la linea de base o un cambio maximo como el
50%. Cuanto menor sea el cambio porcentual utilizado en el andlisis de la curva de coagulacién, menor
serd el tiempo de coagulacién reportado. Esto significa que los resultados de las pruebas manuales no
deben notificarse junto con un rango de referencia establecido para una técnica automatizada, incluso
cuando se utilizan los mismos reactivos. Hay dos opciones para tratar este problema. Una es establecer
un rango de referencia para la técnica manual utilizando el proceso descrito en otra parte de este manual.
Esto debe hacerse si todas las pruebas en el laboratorio se llevan a cabo utilizando técnicas manuales.
Mas a menudo, las pruebas manuales se restringen a un pequefio subgrupo de muestras en las que el
analisis automatizado ha fallado. En este caso, la mayoria de los resultados publicados por el laboratorio
se emitirdn con el rango de referencia automatizado correspondiente. No es (til para los usuarios del
servicio ver resultados ocasionales de TP o TTPA emitidos con un rango de referencia diferente. En este
caso, el laboratorio puede adoptar un enfoque pragmaético y utilizar una tabla de conversién como se
describe a continuaciéon, de modo que la prueba se realice mediante técnica manual, pero el resultado de
la prueba se convierta en el resultado que se habria obtenido si la muestra se hubiera analizado mediante
el método automatizado.

Conversién de los resultados manuales de TP, TTPA y tiempo de trombina en nimeros equivalentes
automatizados: Una serie de 20 a 30 muestras que cubran un rango de resultados normales y anormales
debe analizarse utilizando métodos manuales y automatizados. Los datos deben analizarse mediante
anélisis de regresién para establecer la relacién entre los resultados obtenidos con los dos métodos.
Debe haber una correlacion significativa entre los resultados, con un coeficiente de correlacion >0,8. Si
es asi, la relacion de regresion se puede utilizar para crear una tabla que muestre el resultado manual y el
resultado equivalente que se habria obtenido en el sistema automatizado. Cuando se realiza una prueba
manual, el resultado manual se convierte en el resultado automatizado, que luego se reporta junto con
el rango de referencia del método automatizado habitual. Esto significa que los usuarios del servicio solo
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veran un Unico rango de referencia para el tiempo de TP, TTPA o trombina. Esto es importante, ya que es
probable que estos rangos de referencia se incorporen a los protocolos clinicos utilizados para el manejo
de los pacientes. En la Tabla 5 se muestran los resultados manuales y automatizados obtenidos al analizar
las mismas 21 muestras utilizando ambos métodos.

Tabla 5. TTPA manuales y automatizados en las mismas muestras

TTPA TTPA
Nimero de TTPA manual Automatizado | Numero de TTPA manual automatizado
muestra (seg) (seg) muestra (seg) (seg)
1 31.7 27.0 12 31.7 30.1
2 51.1 46.9 13 31.9 28.9
3 27.2 26.5 14 36.2 33.2
4 42.2 39.4 15 33.1 28.5
5 34.5 30.4 16 40.0 36.4
6 44.2 43.2 17 37.1 30.7
7 33.0 30.5 18 29.2 25.6
8 31.9 30.0 19 35.2 28.1
? 22.2 19.6 20 37.1 347
10 34.0 27.8 21 36.5 31.4
1 32.5 31.3

La relacion de regresion lineal entre los dos conjuntos de datos se calcula utilizando un paquete de
estadisticas. En este ejemplo, el coeficiente de correlacion (r) es 0,96 y la relacion de regresion se calcula
de la siguiente manera:

y =0,9551x — 1,887
Dénde

y es el TTPA automatizado,

x es el TTPA manual

0,9551 es la pendiente de la recta de regresion lineal
- 1.887 es la interseccién en el eje de la y.

Esta ecuacién se utiliza para derivar el TTPA automatizado a partir del TTPA determinado manualmente
de cualquier muestra de prueba. Es conveniente preparar una tabla que relacione el TTPA manual con
el resultado equivalente automatizado. La Tabla 6 se obtuvo utilizando la ecuacién de regresion anterior.
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Tabla 6. Tabla de conversiéon: TTPA manual a TTPA equivalente automatizado

TTPA manual TTPA TTPA manual TTPA TTPA manual TTPA
(seg) automatizado (seq) automatizado (seg) automatizado

(seg) (seg) (seg)
19 16.3 40 36.3 61 56.4
20 17.2 41 37.3 62 57.3
21 18.2 42 38.2 63 58.3
22 19.1 43 39.2 64 29.2
23 20.1 44 40.1 65 60.2
24 21.0 45 411 66 61.2
25 22.0 46 42.0 67 52.1
26 22.9 47 43.0 68 63.1
27 23.9 48 44.0 69 64.0
28 24.9 49 44.9 70 65.0
29 25.8 50 45.9 71 65.9
30 26.8 51 46.8 72 66.9
31 27.8 52 47.8 73 67.8
32 28.7 53 48.7 74 68.8
33 29.6 54 49.7 75 69.8
34 30.6 55 50.7 76 70.7
35 31.5 56 51.6 77 81.7
36 325 57 52.6 78 82.6
37 334 58 53.5 79 73.6
38 34.4 59 54.5 80 74.5
39 35.4 60 55.4

Ensayo manual de fibrinégeno de Clauss: Los requisitos y métodos utilizados para el ensayo manual de
fibrinbgeno de Clauss son los mismos que para la versién automatizada (es decir, la misma solucién amor-
tiguadora, trombina y dilucién de la muestra de ensayo). El tiempo de coagulacién de las pruebas manuales
se convierte en concentracion de fibrindgeno mediante una curva de calibracion. La curva de calibracién
debe construirse utilizando el mismo calibrador y las mismas diluciones del calibrador que se utilizarian
para las pruebas automatizadas (consulte la seccion de ensayos de Clauss en otra parte de este manual);
sin embargo, los tiempos de coagulacion de cada dilucion del calibrador utilizada para construir la curva
de calibracién se determinan manualmente. De este modo, los resultados se convierten en concentracion
de fibrinégeno y el resultado se presenta en el mismo formato que la version automatizada (g/I o mg/dl)
utilizando el mismo rango de referencia que para el método de Clauss automatizado en el mismo centro.

Referencias

Kitchen S, Adcock DM, Dauer R, Kristoffersen AH, Lippi G, Mackie |, Marlar RA, Nair S. Recomendaciones del Consejo
Internacional de Normalizacién en Hematologia (ICSH) para el procesamiento de muestras de sangre para pruebas
de coagulacion. Int J Lab Hematol 2021, 43(6): 1272-1283.

van den Besselaar A, van Rijn CJJ, Abdoel CF, Chantarangkul V, Scalambrino E, Kitchen S, Tripod! A, Woolley AM,
Radovan L, Cobbaert CM. Allanando el camino para establecer un sistema de medicién de referencia para la estan-
darizacién del tiempo de protrombina plasmatica: Armonizando el método de tubo basculante manual. J Thromb

Haemost 2020; 18(8): 1986-1994.

Diagnéstico de hemofilia y otrostrastornos hemorragicos: Un manual de laboratorio 33



	General Quality Planning in the Hemostasis Laboratory  Pierre Toulon 
	Hemostasis Test Validation, Reference Intervals, and Performance  Silmara Montalvão 
	Sample Integrity and Preanalytical  Variables  Kieron Hickey 
	Laboratory Investigation Using Only  Manual Tests  Steve Kitchen 
	Initial Evaluation of Hemostasis  Anastasia Khasiani 
	Hemophilia Lab Investigation  Annette Bowyer 
	Detecting and Quantifying Congenital and Acquired Functional Inhibitors in Hemostasis  Silmara Monta
	Von Willebrand Disease Lab Investigation, Tulasi Geevar  Nitty S. Mathews and Annette Bowyer 
	Antiphospholipid Antibody Syndrome (APS) Lab Investigation  Silmara Montalvão 
	Fibrinolysis Lab Iinvestigation  Silmara Montalvão 
	Coagulation Parameters in Pediatric Populations  Pierre Toulon 
	Molecular Genetic Analysis  Carlos De Brasi & Megan Sutherland 

