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RESUMEN

Se preparé un agente estromatolisante con “Ce-
trimide” (sigma) y “Sterox” (Harleco) para el cémputo
de los leucocitos, en un contador de particulas
(Coulter Counter ZBl). A dicho reactivo se le adiciond
cianuro de potasio, nitrito de sodio, ferricianuro de
potasio y nitroferricianuro de sodio, para medir la
hemoglobina en un hemoglobindmetro (Coulter
Electronic) mediante la reaccion de Drabkin.

El reactivo se comparé con el Zap-Oglobin I
(Coulter), utilizando 60 muestras de sangre de
pacientes hospitalizados, cuyos recuentos de
leucocitos y concentracién de hemoglobina eran
bajos, normales y altos, dando un coeficiente de
correlacion de 0,98 (y= 103 x - 481), para los
leucocitos y de 0,99 (y= 1,02 x - 0,31) para las
hemoglobinas.

El coeficiente de variaciéon (C. V.) se obtuvo de una
muestra de sangre analizada 33 veces inde-
pendientemente con ambos estromatolisantes y en un
mismo dia; dando con el reactivo preparado en
nuestro laboratorio (C.S.) de 1,47 por ciento, para los
leucocitos y de 0,4 por ciento para la hemoglobina y
con el reactivo Zap-Oglobin Il fue de 1,78 por ciento
para los leucocitos y 0,4 por ciento para la
hemoglobina. [Rev. Cost. Cienc. Méd. 1986; 7(2):197-
202].

INTRODUCCION

La automatizacién en el campode la hematologia ha
sustituido algunos métodos manuales aplicados
usualmente (4), con lo que se ha logrado obtener
resultados valederos tanto por su ejecuciéon, como por
su reproductividad y exactitud.

En Costa Rica, los aparatos electronicos contadores
de particulas, usados para el cdémputo de leucocitos
sanguineos, se introdujeron a principios de la década

del 70. Esto hatraido como consecuencia que
se ha producido una gran dependencia

de la casa fabricante de estos instru-
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mentos, ya que los reactivos que se utilizan son casi

siempre producidos por esa misma compalfiia.

La severa crisis econémica que padece Costa Rica,

ha hecho casi imposible la importacion de los

reactivos, por lo cual los aparatos con cierta
frecuencia no se pueden utilizar. Esta circunstancia
nos ha impulsado a hacer los estudios y las pruebas
necesarias para producir un agente estromatolisante
para el computo de leucocitos. Como agentes
estromatolisantes usados en el computo de leucocitos
en un contador electrénico de particulas, se citan: el

Cetavlon (3), el acido clorhidrico (5), la saponina con

cloruro de sodio-solucion de Cetrimide- Citrato salina

(2) y una solucién de &cido picrico - saponina -

metanol - formalina. (1)

Todos estos agentes, permiten la eritrolisis para

realizar el recuento de leucocitos. Sin embargo, no

convierten la hemoglobina en cianometahemoglobina

(7), pigmento estable capaz de ser cuantificado.

Nuestro propdsito fue tratar de producir un reactivo

con el que se pudieran conseguir ambos fines:

realizar el computo de leucocitos y a la vez cuantificar
la hemoglobina.

Es nuestro criterio que los requisitos que debe

presentar el reactivo para los fines deseados son los

siguientes:

a. Que seaun buen agente estromatolisante.

b. Que no destruya los leucocitos durante un tiempo
determinado.

c. Que permita medir la hemoglobina.

d. Que sea estable.

e. Que no afecte la conductibilidad del liquido de
dilucion en donde se procesa la muestra de
sangre.

f.  Que no deteriore los instrumentos.

MATERIALES Y METODOS

Se tomaron 61 muestras de sangre con EDTA (sal
disédica del &cido etilendiaminotetracético liquido), en

una proporcién de 1,5 mg/mi de sangre, de
pacientes internados enel Hospital San Juan
de Dios, San José, Costa Rica. Estos pa-
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cientes presentaban distintos valores tanto de
leucocitos como de hemoglobina.

Las muestras fueron diluidas 1:500 en una solucién
balanceada de electrolitos, Isoton II' (Coulter) para lo
cual se utilizd un pipeteador (modelo SA Oxford
Laboratories) y una micropipeta (modelo Dialmatic,
The Drummond Scientific Co).

Los computos de leucocitos se hicieron en un
contador electrénico de particulas modelo ZBI
Coulter, con un tubo de apertura de 100 u.m. y un
umbral de calibracién en posicion 10. En su
calibracién se usé el control de células 4C (Coulter).
Para obtener la concentracion de la hemoglobina se
utilizé un hemoglobin6metro modelo HG BR 2
(Coulter), calibrado con controles HB1o/HBx (Coulter).
Para efectuar el programa de control diario y el
funcionamiento del contador electrénico se siguieron
las indicaciones dadas por los representantes de la
casa Coulter Company; ademas se disefié un
programa de control interno utilizando el método de
Paz (6).

Como estromatolisante se usaron el Zap-Oglobin II?
(Coulter) y el estromatolisante C.S. cuya férmula es la

siguiente:

Sterox (HarleCo) ™ ... 40ml
Cetrimide B.P. (Sigma)***.........cccccceovnernennn. 26,4 g/dl
Nitroferricianuro de potasio (Merck) ****_....... 0,7 g/dl
Cianuro de potasio (Merck) **** ...........cccoeue. 3,5 g/dl
Nitrito de sodio (Sigma)* ** ........cccccevvverecennens 1,0 g/l
Ferricianuro de potasio (Sigma)***.................. 0,3 g/dl
Agua destilada C.S.P .......ccccevvvvviieiiienen, 1000,0 ml

Se agreg6 6 gotas (aprox. 0,2 ml) de Zap-Oglobin e
o de estromatolisante (C.S.) a 20 ml. de sangre
diluida 1:500 en Isoton II? (Coulter): las lecturas se
efectuaron después de 10 minutos de ser agregados
los estromatolisantes. Para el lavado de los
instrumentos se usé Hemoterge R (Coulter) e
Isoterge® (Coulter).

RESULTADOS

Los coeficientes de correlacion (r2) obtenidos
de 60 muestras de sangre fueron satisfactorios
al compararse ambos estromatolisantes (Zap-

+ Coulter Electronic Inc. 590 West. 20 Th Street,
Hialeah, Florida 33010. E.U.A.

** Harleco, 480 Democrat Road, Gibbstown, N.J. 08027,
EUA
*** Sigma Chemical Company. PO. Box 14508, Saint Louis
MO, 63178, E.U.A.
*% Merck, E. Merck, Dramstadt, R.F. Alemania.
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Oglobin IR y estromatolisante C.S.): para los
cémputos de leucocitos r?0,98 (Figura 1) y la
hemoglobina. r* 0,99 (Figura Il). Se compard la
reproductibilidad de ambos reactivos. Se usé una
misma muestra de sangre, y se analiz6 in-
dependientemente 33 veces con los dos estro-
matolisantes en un mismo dia. Con el estroma
tolisante (C.S.), se obtuvieron los siguientes re-
sultados, C.V.:

— Para los leucocitos............... 1.47%

— Para la hemoglobina ........... 0.40%
Con el reactivo comercial:

— Para los leucocitos ............ 1.78%

— Para la hemoglobina ......... 0.40%

Los resultados obtenidos son analizados en el
Cuadro 1.

Los cémputos de leucocitos no variaron en forma
significativa entre 10 minutos y 2 horas después de
agregado el estromatolisante (C.S.), permitiendo de
esta manera hacerlos cémputos de leucocitos en ese
lapso durante la rutina diaria (Cuadro 2).

Se procedié a hacer una prueba de precision con
valores altos y bajos de leucocitos y hemoglobina,
con el estromatolisante (C.S.). Para ello se probé una
muestra de sangre 15 veces para cada parametro.
Los coeficientes de variacion en los cémputos de
leucocitos fueron de 2,7 por ciento y de 0.6 por ciento
para los valores bajos (X = 2,8 x 10%mm? y altos (X
= 16,8 x 10¥mm?®, respectivamente. Los coeficientes
de variacién en la hemoglobina fueron de 0,7 por
ciento y = 0,3 por ciento para los valores bajos (X =
4,6 g/dl) y altos (X=21,6 g/dl) respectivamente.
(Cuadro 3).

CONCLUSION

El estromatolisante (C.S.) demostré ser un buen
agente usante de glébulos rojos y eliminador de
estromas, ademas no destruy6 los leucocitos hasta
después de 2 horas de ser agregado a las muestras
de sangre; correlacion6 con el ZapOglobin IR
(Coulter) tanto para el cémputo de leucocitos como
para a concentracion de hemaoglobina; no hubo
emisiones anormales en la pantalla del osciloscopio;
no hubo deterioro de los aparatos, contador
electronico de particulas y hemoglobinémetro durante
la experiencia aproximadamente de 4 meses,
posteriormente se ha estado usando en nuestro
laboratorio sin ninguna anormalidad
(aproximadamente 3 afos).

Se concluye que ambos estromatolisantes Zap-
Oglobin 1I? (Coulter) y C.S. pueden ser usados
indistintamente, con la ventaja que el estromato-
lisante C.S. es de un costo mucho menor.



FIGURA 1

CORRELACION ENTRE EL ZAP O GLOBIN Il v.s.
CETRIMIDE - STEROX (C.S.)
CONRESPECTO AL RECUENTO DE LEYCOCITOS
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FIGURA 2
CORRELACION ENTRE EL ZAP O GLOBIN Il v.s.
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CUADRO 1

COMPARACIONES ESTADISTICAS ENTRE LOS ESTROMATOLISANTES
ZAP O GLOBIN Il Y EL CETRIMIDE-STEROX (C.S.)

Prueba ZapoGlobin Cetrimide - Sterox (C.S.)

RECUENTO LEUCOCITOS

Numero de muestras 33 33

Promedio 12.200/ mm?® 12.400/ mm?

Desviacion estandar 217/mm3 183/mm?®

Coeficiente de variacion 1,78% 1,47 %

HEMOGLOBINA

Numero de muestras 33 33

Promedio 14,7 g/dl 15,1 g/dl

Desviacion estandar 0,1g/dl 0,1 g/dl

Coeficiente de variacion 0.4% 0,4%
CUADRO 2

ESTABILIDAD DE LOS LEUCOCITOS DESPUES DE AGREGADO EL ESTROMATOLISANTE
CETRIMIDE-STEROX (C.S.) A LOS 10 MINUTOS Y A LAS 2 HORAS

Nomero de Muestra Alos 10 minutsos Alas2 horag

(x 1000/ mm>~) (x 1000/ mm>)
1 22,7 22,8
2 7,7 7,7
3 9,0 9,1
4 23,8 23,6
5 5,8 58
6 11,8 11,8
7 75 7,7
8 7.3 7.4
9 11,2 11,5
10 11,8 11,6
11 17,4 18,0
12 11,56 11,5
13 36,8 36,8
14 12,4 12,6

15

15,0 14,9




CUADRO 3

REPRODUCIBILIDAD EN EL COMPUTO DE LEUCOCITOS
Y LA CONCENTRACION DE HEMOGLOBINA UTILIZANDO EL
ESTROMATOLISANTE CETRIMIDE-STEROX (C.S.)

Recuento bajo Recuento alto Concentracién baja Concentracion alta
2,8 2,9 16,8 16,7 4,6 4,6 21,6 21,6
2,8 2,8 16,8 16,6 46 4,6 21,7 21,6
2,7 2,7 16,8 16,9 46 4.6 21,7 21,7
2,7 2,8 16,8 16,6 4,6 4,6 21,7 21,7
2,7 2,8 16,8 16,7 4,6 46 21,7 21,6
2,8 28 16,8 16,8 46 46 21,7 216
2,7 29 16,8 16,8 4,6 4,6 21,7 21,6
2,9 16,7 4,6 21,6

Promedio 2,8 16,7 4,6 217

Desviacion

estandar 0,076 0,096 0,03 0,1

Coeficiente

devariacion 2,7 % 0,6 % 0,7% 0,3%
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ABSTRACT

A stromatolisant agent was prepared with “Cetrimide”
and “Sterox” to count while blood cells in an electronic
particle  counter. Sodium nitrite, Potassium
ferricyanide and Sodium nitroferricyanide were added
to that reagent, to measure the hemoglobin in an
hemoglobinometer (Coulter Electronic), by the
Drabkin reaction.

The reagent was compared with Zap-Oglobin R
(Coulter), using 60 samples of whole blood.
Samples from hospitalized patients, whose
leucocyte count and hemoglobin concentration

0,99 (y=1,02 x-0,31) for hemoglobin.

The variation coefficient, obtained from a blood
sample analyzed 33 times for these two
stromatolizants, yielded with C.S. reagent variation
coefficients d 1,47 percent and of 0,4 percent for
white cells and hemoglobin, respectively, and with
Zap-Oglobin T Reagent, the variation coefficients
were 1,78 percent and 0,4 percent.
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