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Microtécnicas en caagu!mféu

Por los Dres.:

Ernxesto pE LA Torre MoxteEle ¥ WiLFReno Torgpes [RIBARUCC®)

Con o colaborecidn técnice de:

Axpres Cruz Tirapo(®®*)

El diagndstico vy clasificacion de las
enfermedades hemorrdgicas mds fre-
cuentes en pediatria requieren, desde el
punto de vista de Laboratorio, a mas de
un personal técnico especialmente cn-
trenado, técnicas, que por una parte,
toman un tiempeo considerable y por
otra necesitan de una cantidad impor-
tante de sangre, no siempre ficilmente
obtenible de una wvena superficial en
un nifio pequeiio. Estas dificultades han
dade lugar al desarrollo de téenicas que
a la vez que relativamente sencillas, sean
lo suficientemente sensibles para hacer
descartar un grupo importante de en-
[ermedades hemorrigicas en poco tizm-
po ¥ con escasa cantidad de sangre. El
objeto de este trabajo ¢s dar a conocer
nuestra experiencia con las microtéeni-
cas de Lovric-Margolis'® para tiempo de
protrombina v de coagulacién con kao-
lin, ¥ la microtéenica de T.G.T. de Hicks

v Pitney.®*

(*} Trabajo presentade en el X1 Congrese
Medico v VII Estomatolégico Nacional, cele-
brado en la Habana, del 23 sl 26 de febrero
de 1966,

(**) Del Departaments de Hematologia del
Hospital Infantil “William Soler”, Heparto Al
tahabana, Habana, Cuba.

(***}  Téenico del Departamento de Hemu-
tologia del Hospital Infamtil “William Soler™
Reparto Altahabana, Habana, Cuba.

Mererial y métodos:

Tiempo de coagulacién con kaolin ¥
tiempo de protrombina (Microtéenicas
Lovric-Margolis) .

Material:

1. Hoja de bisturi.
2. Pipeta de 0.2 ce. para microtécnica.
3. Tubes de ensavo 10 x 75. siliconiza.
dos y no siliconizados,
Baio de Maria.

3. Cronometro.

Reactivos:
Citrato trigddico al 0,27,

2. Suspension de kaolin (5 mg. x ml. de
Cl Na al 0,977 1.

3. Clorure de Ca 0,025 M en solucion
de Cl Na al 097 ).

. Cloruro de Ca 0.025M.

3. Tromboplastina.

Wérado: (Tiempo de protrombinai

~53¢ obtienen 0.2 ml. de sangre de una
pequeiia herida en un dedo de la ma-
no o talén en el pie.

—Los 0.2 ml. de sangre obtenidos se de.
positan en un tubo siliconizade con-
teniendo 0.8 ce. de citrato trisédico al



1.2% aspirando varias veees y dejando
que la pipeta escurra por alrededor
de un minuto.

—El tiempo de protrombina se puede

determinar en cualquier momento en
las siguientes cinco horas:
En un tubo de 10 x 75 mm. no silico-
nizado, en hano de Maria a 37°C se
mezclan 0.2 ml. del hemolisado, 0.1
ml. de tromboplastina y 0.1 m. de CI*
Ca al 0.025 M. El coagulo es pequeno,
pero bien visible. El resultado se com-
para con las teblas adeenadas de
acuerde a la hemoglobina del pa-
ciente.

iTiempo de coagulacion con kaolin).

~Debe realizarse una vez que el hemo-
lisade se ha incubado a la temperatu-
ra del emarto por cspacio de 14 a 2
horas.

—En un tubo no siliconizado de 10 x 75
mm. y en hafio de Maria a 37°C se
mezelan 0.2 ml. del hemolisado con
0.1 ml. de la suspensién de kaolin, in-
cubdndose la mezela por tres minutos
y agitando ocasionalmente.

—A los tres minutos se afiaden 0.1 ml.
de Cl: Ca al 0.025 M. en solucidn sali-
na, se¢ arranca el cronémetro, anotan-
dose ¢l momento e¢n que se produce ¢l
codgulo. El valor obtenido se compa-
ra con ¢l valor normal que correspon-
de a la hemoglohina que tiene ¢l pa-
ciente. Un defecto del sistema intrin.
seco debe sospecharse si el tiempo ex-
cede en 10 segundos o mas al conside-
rade normal.

~Debe siempre hacerse un control nor-
mal para asegurarse que todos los re-
activos estan trabajando hien.

T.G.T. (Hicks y Pitney).

~5e hace una pequeiia puncién con ho-
ja de bisturi No. 11, obteniéndose 0.1
ml. de zangre en una micropipeta si-
liconizada.
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La sangre se mezcla con 0.9 ml. de
una solucién buffer de citrato conte-
nida en un tubo de centrifuga de po.
lietileno o siliconizado.

Se centrifuga a 3.000 R.P.M. durante
15 minutes y la porcién sohrenadante
se lleva a un tuho 13 x 100 (La por-
cién sobrenadante representa una di-
lucién del plasma al 1 x 20 aproxima-
damente) . Se deja en ¢l refrigerador
durante 30 minutos,

En un tubo de ensayo en bano de Ma-
ria a 37°C se mezelan 0.5 ml de la
dilucién del plasma del paciente, 0.5
ml. de eefalina (0.025%) y 0.5 ml. de
Cl. Ca (0.0125 M), echando a andar
el cronémetro.

—A los 3, 5 v 7 minutos 0.1 m. de la
mezcla y 0.1 ml. de Cl: Ca (0.025 M)
s anaden en secuencia a on tubo de
ensayo conteniendo (O.1. m. de plasma-
substrato, cronometrindose el mo-
mento de la formacién del coagulo.
Normalmente no debe haber un tiem-
po de mas de 13 segundos én el tubo
de los 7 minutos,

RESULTADOS

Se hicieron determinaciones en nifios
normales escogiendo inicialmente los
casos que iban a ser intervenidos por
patologia banal respiratoria superior
{adenoidectomia v / o amigdalecto-
mia). Para casos de hemoglobina infe-
riores a 10 g. Se escogieron nifios ingre-
sados por diversas patologias en ¢l Hos-
pital. Los resultados fueron agrupados
por valores de hemoglobina entre 6 ¥
14 . v comparados con los valores ob-
tenidos por los autores originales (ver
Tabla 1). Se hicieron una serie de de-
terminaciones en pacientes adultos que
estaban recibiendo terapéutica anticoa-
gulante. El resultado se compard con la
determinacién del tiempo de protrom-
bina segin Quick (ver Tabla No. 2).
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TABLA No.

Valores promedios en grupos de pacientes normales.

Las cifras entre puréntesis indican los valores obtenidos por los

autores originales.

Hemoglobina Tiempo protrombina Tiempo de coagulacién
CM % Segs. Kaolin Segs.
6 18.5 a4
T 19 a7
8 19.1 117.5) 39 a7)
9 19 6.4
10 19.5 (18.5) 30.6 162)
11 21.2 56.1
12 20.7 120.5) 58 163)
13 222 63
14 21.2 a9
15 124.5) (73)

TABLA No. 2

Tiempo de protrombina en pacientes con terapéutica anticoagulante.
Los asteriscos indican casos en las que la alteracion del tiempo de
coagulacion con kaolin evidencié un defecta del sistema intrinseco.

T. DE P T. DE P

(Quick) { Lovric Margolis)
Control Paciente Normal Paciente
13 segs. 24 segs. 24.5 segs *58  segs.
i P 0 P 245 7 57 il
14 28 ™ 126 ~© *36 i
14 17 " 185 ~© 23 &
13 - 13 205 7 *35 ™
14 - 3 - 205 ¢ 545 7
13 - 33 » 22 » 68 =
2 = 18 - 22 ” *30 "
12 segs. 20 segs. 24 scpgs *32  segs.
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A todes los casos que fucron estodia-
dos por ser sospechosos de tener alguna
diitesis hemorragica se les realizaron en
loz tltimos meses las pruchas convencio-
nales y las microtéenicas, encontrandose
una perfecta correlacién entre ambos
estudios. De acuerdo a lo senalada en
la literatura® se encontré que los estados
trombocitopénicos no afectaron ni el
ticmpo de coagulacién con kaolin ni el
T.G.T. de Hicks y Pitney.

En los tres casos que resumimos a
continuacion s¢ evidencia la importan-
cia de la microtéenica en circunstancias
en las que no fue posible obtener la san-
gre requerida para las téenicas conven-
cionales.

L.A.C.: Niiio de tres afios que con el
inico antecedente de hematoma frontal
post-traumatico a los 214 afios comienza
a sangrar por los incizsivoes centrales su-
periores dos dias antes de ser visto por
nosotros. Al no ser posible obtener sufi-
ciente cantidad de sangre para todo el
estudio deseado s¢ completé con miero-
téenica.

Tiempo de sangramiento {Duke): 2
minutos,

Tiecmpo de coagulacién (Lee White) :
11.30 minutos.

Tiempo de coagulacion con kaolin
i Lovrie-Margolis) : 120 segs.

Normal: 65 segundos. + — 10.

Prueba del Lazo: Negativa,
Retraecion de coagulo: Retractil.

Conteo de Plaquetas (método de Bre-
cher) : 190,000 p.m.c.

Tiempo de Protrombina (Quick) :
Control: 12 segs. Paciente: 12 seps.

Tiempo de Protrombina: (Lovrie-
Margolis) : 20 segs. Normal: 20 scgs.
Protrombina residual  (Stefaning) :
Control: 54 zegs. Paciente: 14 segs.
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T.G.T. (Hicks y Pitney):

Minutos 3 3 T
Control 41 segs. 22 zege. 13 segs.
Paciente  +50 ., +50 ,, +50
P. B.C. +50 ., 32 15,
5 C 20 ., 12 .. 23

:.5.M.: Niio de dos meses de edad,
cen historia de hermano hemofilico por
defecto de Factor VIII, es remitido al
servicio porque la madre “ha sido in-
formada™ gue el niiio tiene una diatesis
hemorriagica de distinta indole, No fue
posible obtener sangre de vena superfi-
cial, por lo que se realizé cstudio con
microtécnica.

Tiempo de sangramiento (Duke): 2
minutos,

Tiempo de coagulacion (Lovrie.-Mar-
golis) ¢ 230.250 segundos.

Nermal: 65 segundos + — 10,

Prucha del Lazo: ligeramente positi-
Vil

Conteo de Plaguetas (método de Bre-
cher) : 288,000 p.m.c.

Tiempo de Protrombina | Lovric-Mar-
golis) : 18 segundos. Normal: 20.5 se-
sundos.

T.G.T. (Hicks y Pitney):

Minutos 3 5 1
Control 11 scge. 11 segs. 12 segs.
Paciente 52 32 . 65 .,

G.V.C.: Nino de scis meses con age-
nesia de vias biliares, intervenideo gqui-
rargicamente por anastomosis de yeyu-
noe a higado. Tranzsfundido masivamente
durante la intervencién. Pocas horas
después de salir del Salén comenzé a
szngrar por la sonda gastrica. Se realizod
pequeno estudio de coagulacién por mi-
crotécnica:

Conteo de Plagquetas (método de Bre-
cher) : 65,000 p.m.c.
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Tiempo de Protrombina (Lovric-Mar-
golis) : 25 scgundos.

Normal: 23 sezundos + — 3 segundos.

Tiempo de coagulacion con kaolin
{Lovric-Margelis) : 93 segundos.

Normal: 70 segundos + — 10 segun-
dos.

T.GC.T. (Hicks v Pitney) :

Minutos 3 5 7
Control 45 segs. 25 szge. 13 segs.
Paciente +50 ,, +30 , 24 ,

Fue tratado con sangre y plasma fres-
co disminuyendo progresivamente el
sangramiento en los dias signientes.

DISCUSION:

De las investigaciones necesarias para
la elazificacién de la mayor parte de los
casos de sindromes hemorrigicos en pe-
diatria, ¢l tiempo de sangramiento y
conteo de plagquetas necesarios para el
diagnéstico de las didtesis vasculares y
plagquetarias s¢ puede hacer por sangre
capilar. El diagndstico de los defectos
plasmaéiticos requiere técnicas laboriosas
y cantidades importantes de sangre. Es
aqui, donde las microtécnicas son de
miis utilidad, v si contamos con métodos
para determinar los defectos del siste-
ma intrinseco (tiempo de coagulacién
con kaolin, T.G.T. de Hicks y Pitney) ¥
sistema extrinseco (tiempo de protrom-
hina de Lowvric-Margolis), un estudio
bastante completo puede realizarse con
s6lo unas poecas décimas de cc. de sangre.
Con diseretas modificaciones pueden in-

tentarse la corrzecion del defecto encon-
trado con plasma, bario o suero viejo,
permitiendo esto coneretar aiin mas el
diagnéstico. Ocasionalmente hemos teni-
do dificultad ¢n este iiltimo aspecto no
siendo la correccion obtenida lo sufi-
cientemente evidente como para permi-
tirnos llegar a conclusiones definitivas.
Desde el punto de vista de la sencillez y
reproducibilidad entendemos que las
técnicas de Lovric-Margolis pueden re-
sultar de mas utilidad en el Laborato-
rioc Hematolégico Pediitrico, aunque ¢l
Hicks v Pitney de técnica algo mis ela-
borada puede resultar dtil como com-
plemento en caso de diagnéstico dudoso.

CONCLUSIONES Y RESUMEN:

Se reporta nuestra experiencia con las
microtécnicas de coagulacién de Lovric-
Margolis y T.G.T. de Hicks y Pitney.
Estos métodos fueron elaborados en ca-
s0s normales y en diitesis hemorrigicas
de distinta indole. En muchos casos se
realizaron paralelamente las técnicas
convencionales de coagulacién.

Se encontré que las técnicas eran sen-
cillas, sensibles, y por lo tanto, de gran
utilidad en €l diagndstico de los sindro-
mes hemorrigicos en pediatria,

Estas pruebas pueden usarse como
método rapido y sensible de descarte
en nifios y en algunas circunstancias en
adultos. Siempre que se estime oportu-
no debe intentarse la comprobacién de
sus resultados con laz técnicas conven-

cionales.
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