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Resumen

Se describe con detalle los principales aspectos que deben considerarse para un o6ptimo
funcionamiento en la laboratorio de coagulacion, en cuanto a los cuidados y materiales necesarios en la
toma de la muestra, el procesamiento de la misma y las posibles fuentes de error. (Rev Cost Cienc Méd
Dic 1980; 1(2): 179-184).

Las muestras de sangre para los estudios de la hemostasia, deben ser obtenidas de tal manera que se
preserve la integridad de todos los factores plasmaticos de la coagulacion.

El delicado sistema de coagulacion consiste de enzimas y proenzimas que son facilmente activadas
0 desnaturalizadas. En la sangre que es obtenida lentamente o con dificultad, el mecanismo de la
coagulacién puede ser activado y las pruebas pueden demostrar una actividad de los factores muy alta
y un falso nimero bajo de plaquetas, muchas de las cuales pueden funcionar anormalmente (13).
Ademas, si hay dificultad para obtener la sangre, se puede contaminar con tromboplastina tisular, la
cual activara la serie de eventos de la coagulacion, invalidandose los resultados de las pruebas.

Por lo tanto, una persona experimentada, preferiblemente del laboratorio de coagulacion, es la que
debe obtener las muestras (3, 13).

El método de sangrado con dos jeringas se usa para obtener la sangre para muchas pruebas de
coagulacién (10, 15, 20). Los primeros mililitros son recogidos en una jeringa y descartados o usados
para pruebas no afectadas por la tromboplastina tisular. La sangre obtenida en la segunda jeringa se
usa para llevar a cabo las pruebas de coagulacion.

Las jeringas plasticas o siliconizadas se deben usar para recoger la sangre. No se recomienda usar
tubos al vacio pues pueden dar volimenes no deseables y ademas producir espuma, accidente que
desnaturaliza el fibrindgeno y los factores V y VIII. Luego de la venoclisis se debe colocar la jeringa
pegada a la pared del tubo y dejar correr la sangre evitando la formacion de espuma o de una
turbulencia excesiva (23), y mezclar la sangre por inversion suave, ya que las proteinas de la
coagulacién se pueden desnaturalizar por mezcla vigorosa.

La sangre para el tiempo de tromboplastina parcial (TTP) y ensayo de factores especificos —con la
excepcion del factor VlIl— se debe centrifugar a 4-10°C y mantener en hielo hasta el momento que se
hagan las pruebas. El frio, sin embargo, activa la calicreina en los plasmas de muchas mujeres que
toman anticonceptivos orales, causando una activacion del factor VIl varias veces su nivel normal (5,
13). Por lo tanto, la sangre para tiempo de protrombina, factor VIl y estudios funcionales de plaquetas
se debe centrifugar y mantener a temperatura ambiente hasta que se hagan las pruebas.

La sangre y el plasma se deben mantener en tubos plasticos (20), y todo el manipuleo se debe
hacer con pipetas plasticas. Las superficies de vidrio activan la secuencia de la coagulacion,
invalidandose por lo tanto los resultados de muchas pruebas.
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Si todas las pruebas no pueden ser completadas dentro de 4 horas, se deben congelar alicuotas de
plasma en forma rapida —en alcohol y hielo seco— y guardarlas a —70°C. Luego, el plasma debe ser
descongelado rapidamente a 37°C, inmediatamente antes de las pruebas. Si el plasma se guarda en
pequefias alicuotas, uno de los tubos puede ser descongelado para cada prueba y muy poco plasma se
desperdicia.

Varias drogas y condiciones fisioldgicas (como embarazo y ejercicio vigoroso) afectan algunas pruebas
de coagulacion. La aspirina inhibe la agregacion plaquetaria inducida por ADP y epinefrina (25). Otras
drogas también inhiben la agregacion plaquetaria en alguna via. El tiempo de protrombina, factores |

(fibrinbgeno), Il, VII, VIII, IX, X y XIl, la adhesividad y la agregacion plaquetaria se ven también
aumentadas en un grado estadisticamente significativo en mujeres que toman anticonceptivos orales
(14).

El factor VIII puede aumentar muy rapidamente por ejercicio extremo o infusion de adrenalina (8).

Se recomienda el uso de citrato de sodio 3,8 por ciento para anticoagular la sangre para todas las
pruebas de coagulacion, excepto para aquéllas en las cuales se indique otra concentracion. El citrato de
sodio es superior al oxalato de sodio por varios motivos. Uno de los mas importantes es que los factores
V y VIl son mas estables en citrato que en oxalato (1, 2, 13). En un estudio la actividad del factor V
disminuyd tan rapido como 15 minutos después de que la muestra fue tomada. Por otra parte, el TTP
llevado a cabo en muestras citratadas fue mas sensible a la presencia de heparina que aquéllas
obtenidas con oxalato (11, 21, 22). Esto es importante cuando se usa el TTP para controlar pacientes
gue estan en terapia con dicho anticoagulante.

Muchas tromboplastinas y tromboplastinas parciales (o cefalinas) pueden ser obtenidas
comercialmente o preparadas en el propio laboratorio. En las tromboplastinas se ha encontrado una
amplia variabilidad en cuanto a su sensibilidad al factor VII (19). Las diferencias de variabilidad entre
laboratorios en el tiempo de protrombina han sido atribuidas a diferencias entre las tromboplastinas que
se usan (4, 24). La variabilidad en otras pruebas ha sido atribuida a diferencias entre las tromboplastinas
parciales activadas. En un estudio, ningln reactivo para TTP dio resultados reproducibles y fue
igualmente sensible a todos los factores del sistema intrinseco de la coagulacion (18). Esta variabilidad
en las tromboplastinas y cefalinas persistira hasta que los reactivos sean estandarizados. Muchos grupos
internacionales estan discutiendo la estandarizacion de los métodos y los reactivos.

La escogencia del tipo de tromboplastina total o parcial para ser usadas en un laboratorio, dependera
de la reproducibilidad y sensibilidad de ellas, y de la compatibilidad con el instrumento, si éste se usa.
Muchas tromboplastinas y cefalinas no son compatibles con ciertos instrumentos. Tromboplastinas y
cefalinas particuladas o turbias no pueden ser usadas en instrumentos que detectan el punto final por
medio de un sistema Optico (17). Nunca se insistird lo suficiente acerca de que las instrucciones del
fabricante sobre el uso de las tromboplastinas y cefalinas deben ser estrictamente seguidas.

Por otra parte, la concentracion del cloruro de calcio usado en el TTP es critico y esta relacionado con
la concentracion de citrato de sodio usado con anticoagulante (12,21). Se recomienda una concentracion
de 0,025 M de cloruro de calcio.

Algunas de las pruebas de coagulacion sugieren el uso de soluciones amortiguadoras para asegurar
gue la reaccion tenga lugar en un rango de pH fisiol6gico. Estas soluciones deben ser cuidadosamente
preparadas y el PH probado antes de guardarlas en refrigeracion.
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El agua destilada y desionizada se usa en las pruebas y en la preparacion de los reactivos. Agua con
pH alto prolonga los resultados si el sistema no esta apropiadamente amortiguado. Los anticoagulantes
preparados con agua que contiene amonio causan rapido deterioro del factor V, prolongando el tiempo
de protrombina.

La tromboplastina, cefalina, soluciones amortiguadoras y anticoagulantes se deben mantener en
refrigeracion; el cloruro de calcio y el agua a temperatura ambiente.

Los tubos para las pruebas y para mantener el plasma deben estar limpios y sin quebraduras. El
lavado acido se considera como el mejor método para la cristaleria que se utiliza en los estudios de
coagulacion (10). La cristaleria debe ser luego apropiadamente lavada para remover todas las trazas de
acido debido a que puede cambiar el pH del plasma. La cristaleria descartable y de plastico es muy til.
La cristaleria siliconizada se debe mantener separada de la no siliconizada.

La detencién del punto final requiere un bafio de agua a temperatura controlada y un relgj
crondmetro. La temperatura del agua debe ser de 37 + 1°C.

Muchas variaciones en los resultados de las pruebas son causadas por defectos en las técnicas.
Variaciones minimas en las técnicas, reactivos, temperatura y pH producen una variacion sustancial en
los resultados de las pruebas (24). El tiempo de incubacién y la temperatura son parametros criticos en
el tiempo de protrombina (1). El plasma no debe ser mantenido a 37°C por mas de 10 minutos, y la
tromboplastina por un tiempo no mayor del recomendado por el fabricante.

Las reacciones envueltas en la coagulacion sanguinea son de tipo enzimatico, por lo tanto, se deben
establecer condiciones Optimas de pH y de fuerza iénica cuando se desarrolla una prueba (2). Muchas
de las pruebas de rutina son llevadas a cabo en condiciones amortiguadas que cubren el rango de pH
fisiologico de la sangre —7,2 a 7,4— (23). Los pasos sucesivos de cualquier procedimiento deben ser
definidos exactamente: la cantidad de reactivos, el orden en que se afiaden y el tiempo de incubacion
para los diferentes reactivos (13). Los periodos de incubacién de la mezcla cefalina-plasma en el TTP
deben ser exactamente los mismos para cada prueba. El procedimiento de la mezcla determina el monto
de la activaciéon de contacto del TTP. Una mezcla inadecuada de la cefalina y el plasma durante el
periodo de incubacion causa resultados variables.

Las muestras de plasma deben ser examinadas por hemodlisis, bilirrubina, lipemia o coagulos. Los
eritrocitos contiene fosfolipidos, los cuales cuando se liberan poseen una actividad coagulante similar a
la del factor plaquetario 3 (16). Este fosfolipido puede acortar el TTP en las muestras hemolizadas.
Muestras ictéricas deben ser manejadas con cuidado, debido a que pueden contener antigeno de
hepatitis. Cualquier coagulo en la muestra —no importa su tamafio— invalida los resultados obtenidos.

Los errores de dilucion causan resultados variables. La proporcién de sangre y anticoagulantes debe
ser exacta. Pacientes con un hematocrito muy alto tienen erréneamente tiempos de protrombina
prolongados debido a la alta concentraciéon de citrato en el plasma. Después de que las muestras son
centrifugadas, el volumen de células empacadas se anota y las muestras de pacientes con un
hematocrito muy alto deben ser tomadas de nuevo con una cantidad menor de citrato. Se puede usar la
table de Igram y Hills (9) para determinar el volumen de citrato que se debe usar cuando se toman
muestras de pacientes con hematocritos muy altos.

Excepto para los tiempos de sangrado, de coagulacion y la retraccién del coagulo, cada prueba debe
llevarse a cabo en duplicado. La diferencia entre los duplicados no debe ser mayor del 5 por ciento del
valor menor de los duplicados. Si la diferencia es mayor, se debe repetir en duplicado.
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A pesar de todas las precauciones, los reactivos biol6égicos y los plasmas cambian durante el
periodo de trabajo. Es sensato por lo tanto, minimizar estos cambios efectuando la prueba
apropiadamente (7, 8).

Controles normales, y cuando sea posible controles anormales, deben ser incluidos en cada ensayo.
Controles normales y anormales se encuentran en el comercio o se pueden preparar en el laboratorio.

Los controles caseros deben ser frescos, congelados a —70°C o liofilizados (6). Los plasmas
frescos deben ser usados inmediatamente; los plasmas congelados por 3-4 meses Y los liofilizados, por
lo menos un afio. Si se desea preparar un control normal que sea representativo se debe hacer de un
namero de 10 individuos normales, 5 hombres y 5 mujeres. Para estas Ultimas se debe prever que no
estén tomando anticonceptivos orales, puesto que esta medicacion eleva los niveles de muchos de los
factores de la coagulacién (14).

El promedio, las desviaciones estandar y la diferencia entre duplicados del control deben ser
determinados después de probar el control en duplicado por lo menos 20 dias diferentes. Después que
estos valores son obtenidos, el promedio y las diferencias entre duplicados se plotean en graficos. Para
obtener un estado satisfactorio de control, el promedio de los duplicados debe caer entre dos
desviaciones estandar de la media calculada. Si la media del control esta fuera de dos desviaciones
estandar, se debe probar un nuevo vial de control. Si los resultados todavia estan fuera de los limites, se
deben probar nuevos viales de cada reactivo Si los resultados no son apropiados, se debe probar el ins-
trumento (si se usa) y la temperatura del bafio. Se debe asimismo probar el pH del plasma y los
reactivos. No se debe reportar ninguna muestra hasta que la media del control esté dentro de dos
desviaciones estandar de la media obtenida.

Se deben establecer los limites normales de cada prueba. No son validos los limites normales
obtenidos en otros laboratorios.

Para establecer limites normales, se deben probar bajo condiciones 6ptimas plasmas de un minimo
de 20 hombres y mujeres. Se deben obtener los promedios y las desviaciones estandar. Los resultados
del plasma de aproximadamente el 95 por ciento de la poblacién normal debe caer dentro de dos
desviaciones estandar de la media.

Si los resultados estan fuera de estos limites, el plasma debe ser evaluado para determinar la
causa.

En resumen, las siguientes medidas de control de calidad se deben determinar:

=

La sangre debe ser cuidadosamente tomada con jeringa de plastico y agujas de gran calibre.

2. El plasma se debe mantener de 4-10°C en tubos tapados y llevar a cabo las pruebas dentro de las
primeras 4 horas.

3. El plasma para el TP y para la cuantificacién de factor VI, y el plasma rico en plaguetas, se debe
mantener a temperatura ambiente.

4. Se debe usar citrato de sodio 3,8 por ciento para anticoagular el plasma.

5. Las instrucciones de las casas fabricantes para el manejo y uso de los reactivos deben ser seguidas
al pie de la letra.

6. Latemperatura de reaccion debe ser a 37°C y el pH de la reaccién de 7,2--7,4.

7. No se deben mantener los plasmas a 37°C por mas de 10 minutos y la tromboplastina y cefalina de
acuerdo con las recomendaciones del caso.

8. Se deben hacer todas las pruebas en duplicado.

9. Se deben incluir controles normales cada dia.

10. Se deben determinar los valores normales para cada prueba.
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ABSTRACT

A detailed analysis of the precautions to be taken and of the necessary materials in the
coagulation laboratory is presented, describing sample processing and possible
sources of error.
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