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RESUM

El meu treball de recerca es basa fonamentalment en I'Us de les noves tecnologies al
laboratori clinic per arribar a fer diagnostics de diferents malalties. Amb els
analitzadors que es troben als laboratoris clinics actualment es poden fer molts
algoritmes i processos per poder arribar més rapid i amb més confianca al diagnostic

d’una malaltia.

La limfocitosi o excés de limfocits a la sang és una condicid patologica molt habitual en
la poblacié. Cal saber si aquesta alteracid es troba relacionada amb una malaltia
maligna de la sang o bé és una infeccid virica. Combinant diferents metodologies he

pogut saber i fer tots els passos que son necessaris per arribar a aquest diagnostic.

L’edat dels pacients, els resultats de I’hemograma i les proves addicionals que es fan al
laboratori son imprescindibles per poder assegurar quin tipus de malaltia pateix el
pacient. Es molt important que es segueixin tots els passos de forma endregada, fixar-
se molt bé en tots els resultats i interpretar correctament totes les dades que es tenen
d’una mostra d’algu que no es troba bé. Com en tots els camps de la medicina, no es

troben malalties sind que es veuen malalts.

ABSTRACT

The main goal of my research study is to know how new technologies can improve the
process of diagnosis in clinical laboratories. Nowadays new analysers provide
physicians with advanced software which can work with algorithms in order to obtain

accurate results and early diagnosis.

Defined as a higher number of cells in peripheral blood than usual, lymphocytosis is a
common pathological condition. We have to know if this alteration is related to a viral
infection or a neoplasic disease. In the laboratory the most important thing is to follow
all the steps needed as well as a correct interpretation of the results when we have

someone that presents a bad clinical condition.

It has to be said that when we are working in this field, medicine, we are talking about

people with a disease, not only diseases.
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1. INTRODUCCIO

1.1.  JUSTIFICACIO DEL TREBALL

El meu treball es basa fonamentalment en el diagnostic de diferents malalties al
laboratori. Les analisis cliniques constitueixen una branca de la medicina no massa
coneguda entre la poblacié general i inclus entre alguns metges i personal sanitari. La
feina que es fa en un laboratori clinic és molt complexa i per molta gent sembla
invisible ja que ningu es conscient del que realment es fa en aquest tipus de servei

meédic. Es on es comenca el diagnostic de moltes malalties de diferents tipus.

Per motius familiars conec bé aquest tipus de practica medica i a mi sempre m’ha
cridat molt I'atencid ja que séc una persona curiosa i m’agrada la dinamica de treball

gue tenen tots els professionals del servei.

Al ser conscient realment del que fan en un laboratori, parlant amb alguns treballadors
del laboratori, em van explicar que a través de una sola prova es podien diagnosticar
des d’un cancer fins a una infeccid virica entre moltes altres malalties, i vaig tenir la
necessitat de saber quin era el seglient pas i quins passos s’han de seguir per poder

determinar finalment per quin cami anava la anomalia del pacient.

Em vaig decidir més per la branca del diagnostic ja que vaig veure que la tecnologia
actual avangava rapidament i vaig veure millor opcié entrar en aquest mon per seguir
amb precisié tots els moviments que es fan dins el laboratori i per veure com realment

es diagnostiquen aquests tipus de malalties amb detall.

Vaig sol-licitar una estada formativa per estudiants de batxillerat al laboratori pel meu
interés personal per les ciencies biosanitaries; el fet de tenir I'oportunitat de fer
diagnostics amb les meves propies mans em va motivar per tirar la idea endavant i em

va servir molt per enfocar el meu treball de recerca.

Els objectius que m’agradaria dur a terme un cop comenci la meva experiéncia al

laboratori son:

- Saber tot el que pugui de les malalties que es diagnostiquen al laboratori i ser

conscient del que passa dins del organisme del pacient en cada cas



- Veure quin es el procés que duen a terme tots els professionals del laboratori
per arribar al diagnostic final

- Quins procediments fan servir al laboratori per poder dur a terme el diagnostic
i quines maquines utilitzen durant el procés

- Com funcionen els autoanalitzadors i el procés al laboratori des de que la
infermera punxa al pacient fins que es dona el diagnostic final

- Centrar-me en la informacié que obtenim del hemograma i que ens orienta per
poder arribar a la conclusio final

- Saber quin es el ritme de treball de cada area del laboratori clinic i tenir clara la
diferéncia entre tots ells i el que el seu treball comporta

- Quina repercussio té sobre el pacient el resultat diagnostic que donem al
laboratori

- Un cop tingui els coneixements necessaris, veure si jo mateix soc capac¢ de
seguir la malaltia de certs pacients i veure si puc fer jo el diagnostic utilitzant les

mateixes proves que fan servir els professionals.

1.2. EVOLUCIO HISTORICA DE L'HEMOGRAMA AL LABORATORI; SITUACIO ACTUAL
DEL LABORATORI D’HEMATOLOGIA.

Fins I’'any 1953 el recompte dels elements cel-lulars de la sang es feia de forma manual
amb una camera de vidre graduada, com veiem en la figura 1, on amb una quantitat
coneguda de liquid (sang, liquids bioldgics, orina...) generalment de 1mm3 es podia
avaluar la quantitat de concentracidé de cél-lules. Era un metode molt poc precis amb

molt marge de error i que consumia molt de temps.

Figura 1: camera de Neuaber (reixeta amb zones d’analisi d’1 mm3) (Font:
http://equipamientocientifico.com/home/1465-camara-neubauer-con-espejo-de-vidrio-76mm-

x-31mm.html)




Agquest és I'exemple dels calculs matematics que s’havien de fer per obtenir el resultat de la

guantitat de leucocits per un pacient com podem veure a la figura 2.
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Figura 2: interpretacio del recompte dels elements cel-lulars de la sang de forma manual amb
camera de Neuaber (Font: http://soyroger.blogspot.com/2011/05/recuento-manual-de-

leucocitos-en-camara.html)

L’any 1947 l'investigador america Wallace Coulter aplica la corrent eléctrica en una
suspensioé cel-lular de sang a traves de un camp amb dos eléctrodes; descobreix que les
cel-lules deixen passar la corrent electrica provocant un pols eléectric al seu pas pel mig
dels eléctrodes. Per tant aquest es el fonament de la impedancia utilitzada per medis
diagnostics al laboratori clinic. Actualment es coneix com principi Coulter, i es troba a

tots els analitzadors hematologics.

El primer analitzador hematologic veu la llum I'any 1953, imatge que veiem a la figura

3.

Figura  3:  Primer analitzador
1) § Automatic per fer Hemograma
(Model Coulter A; Patent US N°
2656508 Means  for  counting
particles suspended in a fluid,
October 20, 1953, Wallace H.
Coulter) (Font:
https://es.wikipedia.org/wiki/Conta

dor Coulter)




Actualment els autoanalitzadors, com podem apreciar a | figura 4, son de quarta
generacio i tenen incorporats programes de gestido de les dades de tots els pacients
analitzats permetent elaborar algoritmes diagnostics i regles expertes segons els
criteris diagnostics actuals, per cada grup de patologies. A més es disposa de robotica
per fer treballar els analitzadors en cadena permetent processar mes de dos mil

mostres en menys de dotze hores.

| | e
v v v v v 0 \J/

Figura 4: analitzadors de quarta generacid, disponibles en cadena de forma robotitzada i amb

programes de gestio de les dades.

1.2.1. NOVES TECNOLOGIES APLICADES AL LABORATORI

El principi Coulter segueix sent a dia d’avui la principal metodologia utilitzada pels
aparells que trobem en els laboratoris d’Hematologia. S’han millorat molt amb noves
tecnologies que ajuden a fer millor el diagnostic. També cal dir que no només han
millorat els aparells sind que també disposem de moltes més eines informatiques que

permeten gestionar totes les dades que s’obtenen dels aparells.

Actualment hi ha al mercat 5 tipus diferents d’analitzadors hematologics, en funcid de
la casa comercial que els patenta i distribueix. Tots disposen d’impedancia per la
mesura de la concentracié dels tres elements cel-lulars de la sang (globuls vermells,
globuls blancs i plaquetes). Per saber quin tipus de leucocit té el pacient, alguns

analitzadors utilitzen la Citometria de Flux (usant marcadors fluorescents), d’altres fan



servir una tecnica que es diu Citoquimica (marcar les cél-lules amb substancies

guimiques) i per ultim alguns fan servir la radiofreqiiéncia per fer aquest recompte.

Tots els analitzadors mesuren el mateix tipus de magnitud (valors de I'Hemograma)
pero utilitzant diferents metodologies per fer-ho. Una de les coses més importants en
un laboratori és coneixer bé quin analitzador es fa servir per poder interpretar

correctament els resultats que dona i saber que li passa al pacient.

1.2.2. DIAGNOSTIC INTEGRAT EN ALGORIMTES

Gracies a tota la informacié que s’obté de I'hemograma i amb I'accés informatic i
compartit de les dades cliniques dels pacients, es poden elaborar algoritmes per fer el

diagnostic dels diferents tipus de malaltia al laboratori clinic.

Per elaborar aquestes regles es tenen en comte les recomanacions internacionals de
les diferents agrupacions professionals, en aquest cas les de Laboratori Hematologia i

Clinic.

Si es combinen aquestes recomanacions amb I'experiéncia dels metges i professionals
que se’n fan carrec cada dia de revisar els resultats, la possibilitat de detectar

correctament i de forma rapida les malalties és molt alta i precisa.

Com a exemple, quan es troba una quantitat disminuida d’hemoglobina a
I'hemograma (molécula necessaria per repartir oxigen als teixits) , la malaltia es diu
anemia. Amb la resta de dades de I’lhemograma com el volum dels hematies podem
saber si és per qué falta ferro (anemia ferropénica) o falta un altre tipus de vitamina
(B12 o cobalamina); també pot ser anémia en pacients amb alcoholisme cronic. Amb
un algoritme que inclou Hemoglobina i Volum dels eritrocits es pot fer aquest

diagnostic.

A la figura 5 podem veure un exemple d’algoritme per fer el diagnostic diferencial de

les anemies, validada per les diferents associacions cientifiques especialistes.
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Figura 5; exemple algoritme per la deteccio d’anémia en funcié del volum dels

hematies o globuls vermells (Font: https.//www.pediatriaintegral.es/publicacion-2016-

06/anemias-en-la-infancia-y-adolescencia-clasificacion-y-diagnostico-2016-06/)

1.2.3.

Una de les coses que és més urgent en el laboratori clinic d’hematologia és saber si el

DETECCIO DE PATOLOGIA BENIGNA | MALIGNA

pacient que estem estudiant té una malaltia benigna o maligna.

Les malalties benignes no solen ser molt urgents (hi ha alguna excepcié com una
hemorragia aguda o algun quadre infeccidés greu, per exemple); les malignes son

malalties que solen ser neoplasiques, és a dir, que son un cancer relacionat amb la

sang.




El cancer de la sang o també anomenat Leucémia es caracteritza per donar valors que
no son normals a I’hemograma. Sovint cal fer un diagnostic rapid per poder avisar al

pacient i posar el tractament quan més aviat millor.

En aquest tipus de malaltia també és important saber si son de tipus Agut (de
presentacid molt rapida i cal fer tractament urgent) o cronica (de presentacid més

lenta pero que cal tractar també).
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1.3. MARC TEORIC.

1.3.1. FISIOLOGIA DE LA HEMATOPOESI | FACTORS DE CREIXEMENT
HEMATOPOETICS

L’'hematopoesi és el procés de generacid, regulacié, produccid i manteniment de
cel-lules de la sang periferica, que sorgeix a partir de una sola cel-lula mare progenitora
situada a la medul-la ossia. El seu funcionament normal surt de la interaccié entre
mecanismes intracel-lulars i la influencia del microambient on es desenvolupen les

cél-lules hematopoeétiques.

El sistema hematopoétic consta de diferents tipus cel-lulars: cél-lules mare, cel-lules
progenitores i cel-lules madures. Primerament, en les etapes embrionaries i fetals,
aquest sistema es desenvolupa al intesti i a la melsa, i posteriorment a la medul-la
ossia. Quan l'individu ja és adult, només es localitza a la medul-la dssia on les cél-lules
germinals es diferencien a cel-lules més madures, i aquesta diferenciacid esta regulada
per mecanismes complexos. Pel desenvolupament de les cel-lules hematopoetiques

son fonamentals alguns elements quimics coneguts com factors de creixement.

La medul-la 0ssia cedeix les cel-lules hematopoétiques més madures a la circulacié on
s’acaben de fer madures a I'arbre vascular i als diferents teixits, és necessari que es
mantingui un equilibri entre la proliferacid, diferenciacié i I'apoptosi (mort programada
de la cel-lula quan detecta que ja no és funcional; també es coneix com suicidi cel-lular)
de les cel-lules per mantenir-se entre les xifres considerades normals de les cel-lules

sanguinies.

ANATOMIA CEL-LULAR DE LA HEMATOPOESI: aquest sistema estd compost per
diferents tipus cel-lulars organitzats jerarquicament, és a dir, mentre es produeix el
desenvolupament i maduracié dels precursors, els elements madurs i els immadurs
circulen per la sang periférica distribuits per tots els organs i aparells, per tant, per tot
el cos. L'inici del procés de diferenciacié hematopoétic es dona a la medul-la Ossia.
Totes les linies cel-lulars provenen de una cellula progenitora anomenada cel-lula
mare o stem cell, que donara lloc als precursors de les tres series hematopoétiques:

eritroide, granulocitica i megacariocitica.
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A la figura 6 podem veure un esquema de I’hematopoesi que es dona lloc a la medul-la

ossia alliberant les cel-lules a la sang periférica.

Les cél-lules mare hematopoeétiques : les cel-lules hematopoéetiques son aquelles que
tenen la maxima capacitat d’autorrenovacio, proliferacié i diferenciacid. Aquests

aspectes es van perdent conforme la ceél-lula es diferencia en elements més madurs.

La majoria es troben a la medul-la 0ssia i un petit percentatge en la melsa o a la sang
periférica. La cel-lula mare comu dona lloc a la cel-lula progenitora i la diferenciacié
cel-lular. Les cél-lules progenitores es troben orientades cap a una de les linies

hematopoetiques: granulomonocitica, limfoide, eritroide o megacariocitica.

- Progenitors granulomonocitics: inclouen unitats formadores de colonies
granulocitiques (CFU-G), donant lloc a mieloblasts, promielocits, mielocits,
metamielocits i neutrofils; també donen lloc a unitats formadores de colonies
monocitiques (CFU-M), que diferencien successivament a monoblasts,
promonocits, monocits i macrofags.

- Progenitors limfoides: anomenats ELPs (early lymphoid progenitors) donen lloc
als progenitors limfoides comuns (CLPs), reconeguts com els precursors més
eficients de limfocits B i cél-lules NK de la medul-la 0ssia. Els ELPs migren per la
colonitzacio del timus i la iniciacié de la limfopoesi dels limfocits T.

- Progenitors eritroides: els progenitors més primitius s’anomenen unitats
formadores de colonies eritroides (BFU-E), que mantenen una alta taxa de
proliferacié i també trobem les unitats formadores de colonies eritroides (CFU-
E), que tenen un potencial de proliferacié limitat. Aquests progenitors, donen
lloc a precursors eritroides que donen origen als eritrocits.

- Progenitors megacariocits: cel-lules formadores de megacariocits (meg-BFC),
que donen lloc a colonies de megacariocits (meg-CFC) que representen els
progenitors finals. Els (meg-CFC) també porten a la formaciéo de precursors
poliploides que s’anomenen megacariocits immadurs, que formen un

citoplasma madur donant lloc a megacariocits que donaran lloc a les plaquetes.

12
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Figura 6: Esquema de I’hematopoesi (font:https://es.wikipedia.org/wiki/Hematopoyesi)

REGULACIO DE LA HEMATOPOESI: en aquest punt, entre en joc els factors de
creixement i el microambient medul-lar, que regulen en el adult de la hematopoesi. El
microambient de la medul-la esta format per un conjunt de substancies quimiques,
hormonals i diferents tipus cel-lulars i és imprescindible per qué les cel-lules mare es
desenvolupin i es diferenciin cap a cél-lules madures, i aixi afavorir la regulacié de la

hemopoesis.

Factors de creixement: els factors de creixement son molécules molt importants per la
formacié de les cél-lules sanguinies i poden actuar sobre la proliferacié, maduracié i

funcions sobre elles mateixes.

Els factors duen a terme la seva funcid mitjancant receptors de membrana de la

cel-lula diana especifics per cada un d’ells, que tindra un paper important en la
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regulacio cel-lular. Avui en dia es coneixen 25 tipus de factors de creixement diferents

(citosines), la majoria de forma sinérgica entre ells (és a dir que el seu efecte es suma).

Els factors reguladors de la hematopoesi es poden classificar en tres grans grups: els

factors estimuladors, que indueixen per ells mateixos la proliferacié de determinats

progenitors hematopoetics, els factors potenciadors, que augmenten la accié dels

factors estimuladors, i per ultim els factors inhibidors que tenen una accié de control

sobre la produccié de la cél-lula.
Els factors estimuladors més importants son:

- EPO eritropoetina: és el regulador més important durant la eritropoesis, ja que
estimula la proliferacié i la diferenciacié entre eritrocits no madurs, estimula el
creixement de les cel-lules progenitores de colonies d’eritrocits a
proeritroblasts.

- GM-CSF: factor estimulant de colonies granulomonocitiques: actua sobre el
creixement i diferenciacié de progenitors hematopoetics, participa en la
regulacié de la resposta immune, augmenta la funcié dels neutrofils mitjangant
fagocitosi, incrementa la citotoxicitat d’eosinofils i monocits.

- G-CSF: factor estimulant de colonies granulocitiques: format per uns tipus de
cél-lules endotelials, monocits, macrofags i fibroblasts que el lluiten contra
estimuls infecciosos o sota la induccié de una altre citosina, actua com a factor
de creixement especific de linia, estimulant la proliferacié, la maduracio i la
diferenciacié de la série neutrofila.

- M-CSF: factor estimulant de colonies macrofagiques: especific per les cél-lules
de llinatge de macrofag, aquest és sintetitzat per fibroblasts, cel-lules

endotelials, monocits i macrofags. Tenen activitat proliferativa molt escassa.
Els factors potenciadors més importants son:

- SCF: Stem cell factor: La seva activitat biologica hematopoética radica en que
augmenta la capacitat proliferativa de progenitors primitius que responen a

unes altres citosines.
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IL-1: Interleukina 1: és una de les interleucines més importants en la modulacio
de la resposta immune, el seu funcionament és incrementar la activacié de les
cel-lules T en resposta a un antigen.

IL-2: Interleukina 2: produida i secretada per cél-lules T activades, és la principal
responsable de la proliferacio clonal de les cel-lules T.

IL-4: Interleukina 4: la produccié de IL-4, es gracies als focids Th2, que també
sintetitzen IL-3, IL-4, IL-6 | GM-CSF. L’efecte de la IL-4 es produeix sobre cel-lules
de estirp limfoide , i actua sobre limfocits B en repos . A nivell de la
hematopoesi té un efecte inhibidor sobre la proliferacié de GM-CFU.

IL-6: Interleukina 6: s’encarrega dels limfocits T, pero és capag¢ de sintetitzar
limfocits B, monocits, fibroblasts, queratinocits, cél-lules endotelials, astrocits,
cel-lules sinergia . La IL-6, és el principal inductor de resposta de fase aguda en
el intesti, augmenta el nombre de cél-lules progenitores megacariocitiques, la
mida dels megacariocits i el numero de plaquetes circulants.

IL-7: Interleukina 7: actua en la limfopoesi com un factor regulador de la
diferenciacié de cel-lules B i T.

IL-8: Interleukina 8: és produida per monocits, neutrofils, i cél-lules NK, per
macrofags alveolars, cél-lules endotelials i fibroblasts. Aquesta té capacitat
d’activar la desgranulacié de neutrofils i afavorir la quimiotaxi.

IL-9: Interleukina 9: produida per cél-lules T, i actua sobre progenitors primitius
de linia eritroide i megacariocitica.

IL-10: Interleukina 10: s’origina a partir de cél-lules Th2 activades, CD8+,
cel-lules T i B i macrofags. La seva funcid és inhibir la produccié de citosines,
promou la proliferacido de cél-lules B i la produccié d’anticossos, suprimeix la
immunitat cel-lular i el creixement de mastocits.

IL-11: Interleukina 11: produida per cél-lules de I'estroma i la medul-la dssia. Té
una funcié similar a la de I'lL-6, perd té diferents efectes sinergics

hematopoetics i trombopoetics.
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Els principals factors inhibidors son:

- INF: Interferd alfa, beta i gamma: 'alfa i el beta es coneixen com interferons de
tipus I: principals responsables de I'accié antiviral dels interferons, i els gama de
tipus Il: secretat per cel-lules Ti CD8+.

- TNF: Factor de necrosis Tumoral alfa i beta: Aquest factor engloba una série de
proteines produides per cel-lules del sistema monocit-macrofag i de limfocits T.

- MIP: Macrophage Inflammatory Protein: Proteines secretades pels macrofags,
que tenen accid potenciadora sobre el desenvolupament dels progenitors
hematopoetics madurs.

- TGF: Transforming growth factor: Aquest factor el podem dividir en alfa i beta:

o TGF-B: proteines que tenen efecte proliferant en molts tipus de cel-lules
mesenquimatiques i epitelials. Aquests efectes faran que hi hagi una
disminucido de secrecid de immunoglobulines i de la supressié de
hematopoesi.

o TGF-a: els carcinomes son les fonts predominant.
Aquestes molecules reguladores de la sintesi de cél-lules de la sang es poden veure

resumides a la figura 7. Veiem com trobem factors estimuladors i inhibidors que

regulen aquesta hematopoesi.
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Figura 7: Esquema dels Factors Estimuladors i Inhibidors de [I’Hematopoesi (font:

https://accessmedicina.mhmedical.com/content.aspx?bookid=1506&sectionid=98183011)

1.3.2. PRINCIPALS PARAMETRES SANGUINIS EN HEMATOLOGIA CLINICA.
INTERPRETACIO DE LA HEMATIMETRIA

L’hemograma és un conjunt de determinacions del laboratori que mesura els elements
formes de la sang (cél-lules). Avui en dia disposem de comptadors que treballen a gran
velocitat i de manera fiable que determinen multiples parametres hematologics basics
que serveixen per detectar alteracions quantitatives i qualitatives de cel-lules

sanguinies.

La majoria de comptadors centren el seu funcionament en un d’aquests principis:
impedancia eléctrica i la dispersié d’un feix de llum. Aixo ens dona informacié sobre el

recompte, la mida, la distribucid i la classificacio cel-lular.
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L’hemoglobina es determina mitjangant espectrofotometria mentre que d’altres

parametres son calculats a través dels ja mesurats.

Els parametres basics de I’'hemograma son: recompte d’eritrocits, leucocits i plaquetes;
altres parametres de la seérie eritroide relacionats amb la mida i la quantitat
d’hemoglobina i el diferencial leucocitari (neutrofils, limfocits, monocits, eosinofils i

basofils).
PARAMETRES DE LA SERIE ERITROIDE

Hemoglobina (Hb): proteina que transporta I'oxigen als teixits a través de la sang amb
una molécula de Ferro. Quan la quantitat d’hemoglobina esta per sota del limit inferior
de refereéncia segons edat, sexe i localitzacié geografica es pot dir que hi ha algun tipus

de anémia.

Volum corpuscular mig (VCM): és el valor mitja del volum dels hematies. Per
determinar la mida dels hematies, actualment els analitzadors hematologics els
mesuren un per un. El VCM és un parametre fonamental que serveix per la classificacié

morfologica de les anemies i orientar-ne les seves possibles causes.

Hematocrit (Hto): és el volum que ocupen les hematies en el volum total de sang
expressat en (%). Es pot determinar per centrifugacié amb marc o multiplicant el VCM

pel recompte d’hematies.

Hemoglobina corpuscular mitja (HCM): és el valor mitja del contingut d’hemoglobina
gue té cada eritrocit. Es calcula utilitzant els comptadors automatics que ho fan a
partir del quocient entre ’lhemoglobina i el numero d’hematies. L'HCM participa en el

diagnostic i classificacié de les anémies.

Concentracié de hemoglobina corpuscular mitja (CHCM): és la concentracié mitja
d’hemoglobina en un volum determinat d’hematies. Es calcula a partir del quocient

entre la concentracié d’hemoglobina i I'hematocrit.

Amplitud de distribucié eritrocitaria (ADE, IDE, RDW): és la mesura del grau de
dispersié de la distribucié d’hematies, informa de ’lhomogeneitat o heterogeneitat de

la mida dels eritrocits. Per minimitzar I'error que produeix el VCM (poden haver-hi
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eritrocits de mides diferents barrejats), s’ha d’informar del valor de I’ADE que s’utilitza

com a complement en la classificacié de les aneémies.

Totes aquestes magnituds es troben resumides en les taules 1i 2.

Hemoglobin Hematocrit Hematies VCM (fl) HCM CHCM
a (g/dl) (%)
(x10*%/1) (pg) (g/dl)

Nadé (a 16+3 54+10 56+1,0 107 34+5 33+2,5
terme)
7dies a 3 15+2 38+6 4,0+0,8 92+6 30+4 33+3
mesos
Finsa 1any 12+1 40+ 4 4,4+0,8 78+ 8 264 33+2,5
1a12anys 13+1 40+ 4 4,8+0,7 85+8 27+3 33+2,5
Dones no 14+2 40%5 48+1,0 89+9 30+£3 34+2,5
gestants
Homes 15+2 507 55+£1,0 909 303 3425

Taula 1: valors de normalitat en els parametres de la serie eritroide de I’hemograma

PARAMETRES DE LA SERIE BLANCA

Leucocits o Globuls blancs; son les cel-lules de la sang que s’encarreguen de la
resposta immune o mecanisme de defensa del cos davant d’agressions externes
(infeccions fonamentalment) . Les principals alteracions son la Leucocitosi o diferencia
del recompte de leucocits per sobre dels limits superiors dels valors de referéncia

segons edat i sexe. Pot ser causada per un augment d’alguna de les subpoblacions de

leucocits.
Leucocits X | Neutrofils X | Eosinofils X | Basofils X | Monocits X | Limfocits X
10°/L 10°/L 10°/L 10°/L 10°/L 10°/L
Adults 4,5-11,0 1,8-7,7 0,05-0,45 0,01-0,20 0,05-0,8 1,0-4,8
Nens de | 6,0-17,5 1,5-8,5 0,05-0,7 0,01-0,20 0,05-1,1 4,0-10,5
12 mesos
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Nens de 4 | 5,5-15,5 1,5-8,5 0,02 -0,65 0,01-0,20 0,05-0,8 2,0-8,0
anys

Nens de 6 | 5,0-14,5 1,5-8,0 0,05-0,65 0,01-0,20 0,05-0,8 1,5-7,0
anys

Nens de | 4,5-135 1,8-8,0 0,05-0,6 0,01-0,20 0,05-0,8 1,5-6,5
10 anys

Taula 2: valors de normalitat en els parametres de la serie leucocitaria de ’hemograma

Les causes més freqlients de leucocitosi son:

Processos infecciosos causats per bacteries i fongs
- Processos infecciosos causats per virus

- Processos reactius i inflamatoris aguts i cronics

- Farmacs

- Leucémies agudes i/o croniques

- Neoplasies hematologiques

- Neoplasies no hematologiques

Variacions fisiologiques del retorn leucocitari; el nombre absolut de leucocits en una
persona es pot veure influit per diferents situacions fisiologiques o patologiques.
Aquest canvi es produeix segons sigui la situacio del pacient. Per exemple, 'estres o
I’exercici intens produeixen més leucocits, augmentant la concentracié de neutrofils.
Els fumadors tenen més leucocits que els no fumadors, afectant al percentatge de
neutrofils, limfocits i monocits. Les dones fertils tenen més leucocits que els homes en
condicions normals i la situacid s’inverteix després de la menopausa. Els nens també
tenen una xifra més gran de leucocits que els adults, sobretot de limfocits ja que la

seva medul-la no es prou madura i ha de fer front a més infeccions viriques.

Augment d’una subpoblacié leucocitaria: Un augment en la concentracié absoluta o
el nombre de cel-lules és un augment absolut mentre que si és un augment només en

el percentatge d’un tipus cel-lular és un augment relatiu.
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Neutrofilia: Es un augment de la concentracié absoluta de neutrofils per sobre del limit
normal tenint en compte 'edat i la raca. Els primers 5-7 anys després del naixement la
mitjana de neutrofils és de 11x10°/L i a mesura que transcorre el temps s’iguala

progressivament amb els adults.

Eosinofilia: Es la xifra total d’eosinofils en sang periférica superior a 0,5x10%/L que pot
ser provocada per malalties al-lergiques o atopiques, malalties de la pell, parasitosis,

ingesta de determinats farmacs, neoplasies, sindrome hipereosinofilic primari etc...

Basofilia: La basofilia es dona quan la xifra de basofils en sang periférica és superior a

0,20x10°/L i s’observen freqiientment en sindromes mieloproliferatius.

Limfocitosis: Es I'augment de la xifra de limfocits totals per sobre de 5,0x10°/L en
I'adult i 8,0x10° en els nens. Es fisiologica en la infancia, i podem observar-la en

infeccions causades per virus i en la leucémia limfoide cronica (LLC).

En aquest treball de recerca em centraré més especificament en la Limfocitosi. Els
valors de limfocits d’un adult estan entre el 21-51%, i la seva alteracidé per excés

s’anomena limfocitosi mentre que la seva alteracio per defecte s’Tanomena limfopeénia.

La limfocitosi és una alteracio per excés dels limfocits dins de I'organisme del pacient, i

pot ser absoluta o relativa. L’absoluta es denomina quan hi ha un augment global del

numero de limfocits, en canvi la relativa es denomina quan es detecta un augment en
el percentatge, en relacido amb la resta de cel-lules hematiques. Aixd no vol dir que hi
ha hagut un augment de limfocits, només que la quantitat i relacié entre aquests i les

cél-lules hematiques esta descompensat.
Hi ha diferents causes de la limfocitosi, les més comuns son:
- Limfocitosis fisiologiques
- Limfocitosis infeccioses: causada per bacteris, virus i toxoplasmosi.

- Limfocitosi no infeccioses: causades per malalties hematologiques, endocrines,

toxiques, autoimmunes, neurologiques, ruptura de brag i tabaquisme.

La limfocitosi només es pot diagnosticar mitjancant un analisi de sang en un laboratori

clinic que posteriorment sera processat pels professionals per arribar al diagnostic.
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Normalment en gairebé tots els casos es fa servir la prova de I'hemograma que és una

prova automatitzada.

Monocitosis: Es duu a terme quan la xifra de monocits en la sang periferica supera el
limit de referéncia que és 0,9x10°/L. Es fisioldgic en un nadd, i apareix en la

recuperacié d’una infeccid aguda i després del tractament de quimioterapia.

La Leucopénia és la disminucié de niumero de leucocits per sota del limit inferior del
valor de referéncia segons sexe, edat i raca. Es pot enfocar en global o només en un

tipus de cel-lula.
Les causes més freqlients de leucopenia son:

- Processos infecciosos bacterians severs

- Infeccions virals

- Aplasia medul-lar, idiopatica o secundaria
- Farmacs

- Immunodeficiéncies congenites i adquirides

La deteccio de Cel-lules anormals, detectades pels comptadors hematologics es fa
mitjangant una serie d’alarmes (valors qualitatius). La presencia d’alarmes als
analitzadors solen anar relacionades amb la dispersid anomala de la llum per part de la
cel-lula anormal i/o per la distribuciéd del material nuclear atipic d’aquest tipus de
cél-lula. En aquests casos és necessaria la correcta identificacid al microscopi optic
d’aquestes cel-lules per poder descriure’n les alteracions morfologiques. Ampliaré

aquesta descripcio en el seglient apartat d’examen de la morfologia de sang periférica.
PARAMETRES DE LA SERIE PLAQUETAR

Els trombocits o plaquetes son fragments de megacariocit madur que des de la
medul-la Ossia allibera aquests petits trossets a sang periferica. Les alteracions més

habituals a I’'hemograma tenen relacié amb la seva concentracio.

Trombocitosi és I’laugment del nimero de plaquetes per sobre de 450x10°/L.
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La Trombopénia és el descens en el recompte de plaquetes per sota de 130x10°/L; pot
ser per disminucid en la produccié a la medul-la 0ssia o per excés de destruccio

periférica. Pot ser produida per mecanismes immunes o no immunes.

1.3.3. EXAMEN MORFOLOGIC DE LA SANG PERIFERICA

Quan es detecta alguna alteracid quantitativa o numeérica a ’hemograma i/o veiem
alguna alarma de l’analitzador, cal fer una observacidé de la sang periférica al
microscopi optic. Quan es fa aquest analisi de la sang periferica s’han de mirar les tres
séries (eritroide, leucocitaria i plaquetar) sigui quina sigui I'alteracié que ens ha fet fer

aquesta revisio.

A la sang periféerica s’analitza la morfologia de les cél-lules i se’n fa una descripcié en
relacio a la patologia que es sospita. Per aixo cal saber com és la forma normal de totes

elles.

Neutrofils: nuclis dividits en 2-5 [obuls i units per ponts de cromatina molt fins,
madura i condensada. Presenta un citoplasma rosa pal-lid i els organuls son rosats amb
granulaciéo molt fina. Poden tenir alteracions morfologiques adquirides o hereditaries, i

amb alteracid funcional o sense.

Imatge 1: fotografia de un Neutrofil morfologicament normal (font propia)

Les principals alteracions morfologiques dels neutrofils son la Hipersegmentacié amb
més de 5 Idbuls al nucli. Es relacionen amb el déficit de vitamina Bi i acid folic. També
pot rebre el nom de gegantisme cel-lular; la Granulacié toxica o refor¢ de la
granulacido que normalment presenten els neutrofils. Esta relacionada amb infeccions,

cremades o carcinomatosis generalitzada. O la podem observar de manera fisiologica
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en la gestacid i la Desgranulacid, presencia de neutrofils d’aparenca blava hipogranular

amb granulacié citoplasmatica irregular.

Imatge 2: Hipersegmentacio, desgranulacio i granulacio toxica als neutrofils (font propia)

Eosinofils: tenen un nucli bilobulat amb cromatina madura i condensada. Té un

citoplasma amb granuls acidofils i refrigerants que I'ocupen tot.
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Imatge 3: Fotografia de un Eosinofil morfologicament normal (font propia)
Basofils: tenen un nucli lobulat, i el seu citoplasma conté granuls de color lila que
ocupen casi tot el citoplasma. La seva alteracié més freqlient es la desgranulacié.

® v

Imatge 4: Fotografia de un Basofil morfologicament normal (font propia)
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Monocits: son cél-lules més grans que els limfocits i més petits que els granulocits,
qgue tenen el nucli no segmentat, de forma ovalada, lobulada o arronyonada. Tenen un
citoplasma ample, de color blau clar o gris una granulacié fina atzurofila. Tenen una
cromatina menys condensada que la dels limfocits i granulocits, i acostumen a
presentar vacuols citoplasmatics. Es poden diferenciar a macrofags en els teixits.
Actuen en defensa de les infeccions bacterianes o fungiques i son capacos de fer

fagocitosi.

Imatge 5: Fotografia de un Monocit morfologicament normal (font propia)

Limfocits: son més petits que la resta de leucocits i el seu nucli es rodo, amb
cromatina madura i condensada. Tenen un citoplasma agranular, escac i de color blau

clar, i la RNP és bastant elevada.

Imatge 6: Fotografia d’un Limfocit morfologicament normal (font propia)

Les principals alteracions dels limfocits son morfologiques, Limfocits d’aspecte activat,
limfocits reactius, amb una mida augmentada, i la cromatina condensada més o menys
i es poden observar nucleols. Té un citoplasma hiperbasofil i la relacié nucli-citoplasma
baixa. La podem trobar en infeccions viriques fonamentalment i en edats pediatriques
sense significat patologic; Limfocits granulars, més grans que els limfocits, la
cromatina nuclear menys densa i amb la presencia de granulacid citoplasmatica. Son
limfocits T citotoxics o NK, i es poden veure augmentats en la sang periferica; Cél-lules
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plasmatiques, cel-lules que deriven de la maduracioé dels limfocits B, que son de mida
mitjana perd0 més grans que els limfocits. Tenen un nucli rodo i excentric, i un
citoplasma hiperbasofil amb un arcoplasma (zona pal-lida al costat del nucli) i Ombres
de Giimprecht, restes nuclears de limfocits fragils que es trenquen a I'estendre la

mostra. S’observen freqlientment en la leucémia limfoide cronica (LLC).

-

Ceéllula

Imatge 7: morfologia dels diferents limfocits anormals que es poden trobar a sang periférica

(font propia)

Pel que fa a les alteracions morfologiques de la série eritroide, destaquem:

- alteracions de la mida: Anisocitosi que indica la desigualtat de mides entre els
hematies; Microcits o presencia predominant d’hematies de diametre menor a
6 micrometres i un VCM inferior als 80 fl; Macrocits amb predomini d’hematies
de diametre entre 8-11 micrometres i VCM major a 100 fl.

- alteracions de la forma: Poiquilocitosi és la desigualtat en la forma dels
hematies. Les formes més comuns son les seglents: Esferocits, El-liptocits,
Estomatocits, Ovalocits, Dacriocits, Esquistocits, Hematies espiculats:
Equindcits i Acantocits, Drepandcits i Excentrocits.
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alteracions en la concentracié d’hemoglobina: Hipocromia, hematies tenyits
més debilment pel seu menor contingut d’hemoglobina; Hipercromia: que es
tenyeixen més intensament pel seu major contingut en hemoglobina i
Policromasia o presencia d’hematies en color blau grisenc. Normalment
correspon a la presencia d’eritrocits joves o amb alteraciéd de la maduracié
normal. Son més grans que els hematies madurs i la seva presencia significa
una activitat medul-lar augmentada. La xifra normal de reticulocits en sang
periferica oscil-la entre el 0,5-2% del total d’hematies.

Eritrocits nucleats o Eritroblasts, son precursors dels hematies madurs que
estan a la sang periférica, i en un adult sa només estan a la medul-la ossia. En la
sang periferica els veiem que acaben de néixer i en algunes malalties on hi hagi

una alta demanda medul-lar.

> =

Figura 8 :imatge a petit augment dels eritrocits i leucocits (cél-lules més fosques); es veuen

diferents formes i tamanys (anisocitosi i poiquilocitosi) (font propia)
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Figura 9: diferents morfologies dels eritrocits que es poden trobar en sang periférica

(https://pt.slideshare.net/ArturoLennon/hematologa-cinica/18)
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Imatge 8: imatges corresponents a eritrocits nucleats o eritroblasts, en diferent estadi

maduratiu (font propia)

Finalment, pel que fa la morfologia plaquetar cal dir que les plaquetes tenen origen a
partir de la fragmentacié del citoplasma del megacariocit. Son els elements sanguinis
mes petits (1-3 micrometres). Contenen una fina granulacié atzurofila que es situa a la
zona central que anomenem granulomer, que esta rodejada per una zona de

citoplasma pal-lid anomenat hialomer.
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Les alteracions morfologiques més significatives son la presencia de Macrotrombaocits,
plaquetes grans, de mida superior als 15 micrometres; les Plaquetes displasiques, que
fa referéncia a la dismorfia plaquetar (plaquetes sense la seva granulacid tipica o amb
presencia de pseudopodes) i els Agregats plaquetaris. Quan extraiem sang periférica
trobem les plaquetes separades entre elles. Perd en alguns casos es produeix una
agregacio plaquetar espontania o induida, que fa disminuir de manera erronia la xifra

de plaquetes.

Per resoldre aquest problema cal realitzar un frotis de sang periferica que ajudara a
confirmar la presencia de aquestes agregacions plaquetaris i realitzar el seu recompte
amb un tub que contingui citrat sodic que funcioni com anticoagulant per precisar el

numero de plaquetes de la mostra que volem analitzar.

Imatge 9: macrotrombocit, plaqueta displasica i agregats de plaquetes respectivament

(d’esquerra a dreta) (Font propia)

1.3.4. FONAMENT BASIC DE LES PRINCIPALS TECNOLOGIES AL LABORATORI
D’HEMATIMETRIA

Al laboratori d’"Hematimetria i com s’ha comentat en el segon punt de la introduccid, el
conjunt de proves fonamentals constitueixen 'Hemograma. Per fer-ho es fan servir
autoanalitzadors que mitjancant diferents tecnologies donen valors quantitatius i

gualitatius de cada pacient analitzat.

Les técniques usades per aquests analitzadors son la Impedancia, la Citometria de flux i

VCSn amb Automated Intelligence Morphology (AIM).
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1.3.4.1. IMPEDANCIA

La impedancia consisteix en la mesura de la resisténcia que mostren les cel-lules quan
se les fa passar per un espai entre dos eléctrodes amb corrent continua; en funcio del
tamany de la cel-lula s’origina un pols del que podem mesurar duracid, amplitud i
forma. Aix0 a Hematimetria es coneix com el Principi Coulter (any 1956, Wallace
Coulter, US). Cal tractar la mostra del pacient amb una solucié electrolitica que
permeti la conduccio de la corrent. Aquesta metodologia la podem veure representada

amb el seu fonament basic a la figura 10.

Electrodo interno

== \/acio regulado

Cubeta

de conteo Electrodo
externo

Micro orificio 1 pulso =
1 particula

Flujo del diluyente

Diametro apertura aprox. 4mm

Figura 10: esquema del funcionament del camp eléctric entre dos eléctrodes i la mesura dels
polsos cel-lulars a través de Iorifici. (Font: https://es.slideshare.net/ymonteza2/automatizacin-

en-hematologa)

Les dades son transformades per algoritmes matematics obtenint grafiques en que es
relaciona el nimero cel-lular contat amb el volum de cada cel-lula. Aixi doncs es poden
agrupar per similitud de mides, essent els elements mesurats més petits les plaquetes,

els mitjans els eritrocits i els més grans els leucocits.

A la figura 11 podem observar com a partir d’un flux de cel-lules alineades i passant per

una obertura es produeixen polsos electrics que es transformen en grafiques.
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Sheath fluid

Aperture

Sample nozzle Collection tube

# This is a conceptual drawing.

RBC histogram PLT histogram

Figura 11: esquema dels grafics per impedancia del recompte cel-lular, dels eritrocits a

I'esquerra i les plaquetes a la dreta. (Font: manual de I'usuari Sysmex XN Series, Kobe, Japd).
1.3.4.2. CITROMETRIA DE FLUX

Es una técnica qualitativa i quantitativa de I'analisi i separacié de particules que
mesura de forma rapida i sensible multiples parametres de manera simultania,

representada a la figura 12.

El seu funcionament consisteix en fer passar un grup de cel-lules alineades per davant
de un laser i observar i mesurar la llum que emet cada cel-lula a mesura que passen
per davant el laser, calculant aixi la mida, la forma i la estructura en general de la
particula, i d’altre banda, si aquestes cel-lules han estat tenyides amb una o més d’una
molecula fosforescent, el laser excitara aquestes molecules fent aixi, que ens donin
certa informacié biologica addicional relacionada amb cada particula individual
(activitat metabolica, contingut de ADN o la presencia de alguns marcadors

intracel-lulars o de superficie).
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Per dur a terme aquesta prova, hem de precisar d’un Citometre de Flux, que sera
capag d’analitzar milers de particules cada segon. Pot separar i identificar aquelles
particules que tinguin propietats especifiques. Aquesta maquina té un funcionament
similar al microscopi amb la diferencia que per formar una imatge de la cél-lula ha de

quantificar informaticament els parametres que vol analitzar.

Els components principals del citometre de flux son: un flux cel-lular; una font de llum;
un detector; un sistema d’amplificacid lineal o logaritmic i un ordinador per I'analisi de
senyals. La llum que fara la cél-lula sera convertida en una senyal digital que sera

interpretada per un ordinador per la seva analisi.

Side fluorescent light receiver

Semiconductor laser (633 nm)
Avalanche photodicde

Spectral filter

Side scattered
light receiver

. Side condenser lens
Beam Photodiode
stopper

Photodiode

Forward scattered light receiver

Side fluorescent light
Type and amount of nucleic acids and cell organelles

Dichroic mirror

Side scattered light
Intracellular information

Forward scattered light
Cell size information

# This is a conceptual drawing.

Figura 12: esquema del funcionament del Citometre de Flux (Font: manual de I'usuari Sysmex

XN Series, Kobe, Japd).

La citometria de flux al laboratori d’hematologia es pot usar amb dos tipus de reactiu

diferent en funcio del que hem de fer en la mostra del pacient.
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Si es troba a I'analitzador de I’'hemograma, es fan servir colorants fluorescents que no
son especifics de les cel-lules i ajuden al laser a seleccionar-les per mida, forma i

granulacio del citoplasma.

En funcié d’aquests tres parametres I'aparell classifica els leucocits en els 5 grups
normals o fisiologics (neutrofils, limfocits, monocits, eosinofils i basofils), segons
podem veure a la figura 13, on cada color representa un tipus cel-lular (ex, color rosa

son limfocits).

També en mesura la concentracid i quantitat per poder comprovar segons les taules

que abans he citat si estan dins dels valors de normalitat.

Figura 13: imatge del diferencial leucocitari analitzat en un pacient normal tenint en comte la
intensitat de la llum emesa per la cél-lula a I'eix Y (relacio amb la mida) i la dispersid de la llum
a l'eix X (complexitat citoplasmatica). En rosa, limfocits, verd els monocits, blau clar els
neutrofils i vermell els eosinofils. Els basofils en aquesta metodologia es veuen en un altre

canal. (Font: manual de I'usuari Sysmex XN Series, Kobe, Japd).

En I'esquema representat a la figura 14, on veiem que la representacié grafica dels
leucocits ens pot ajudar també a saber quan un pacient té alguna malaltia a les
cél-lules per que I'esquema és diferent. A I'esquerra imatge dels leucocits normalsiala

dreta una mostra d’un pacient malalt.
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INTENSIDAD FLUORESCENCIA (SFL)

COMPLEJIDAD CELULAR (SSC)

Figura 14: imatge del diferencial leucocitari analitzat en un pacient patologic on no es veuen els

diferents grups de colors de les cél-lules (Font propia).

Si el que volem és aprofitar la capacitat multiparametrica de la citometria de flux per
analitzar moltes cel-lules en poc temps, podem usar marcadors fluorescents especifics
per les cel-lules que volem analitzar. Com a exemple, de tots els limfocits que té un
pacient podem usar marcadors com el CD3 (limfocits T), CD19 (limfocits B) i CD56
(limfocits NK) per poder diferenciar quin tipus de limfocit exactament és i si la seva
proporcio en el pacient és la correcta. Aquests marcadors son anticossos que es troben

a la membrana, nucli o citoplasma de les cél-lules.

La gran diferéncia en aquest cas és que cal analitzar les poblacions amb “gates”, és a
dir, seleccionant un mateix tipus de cel-lula cada vegada que vulguem saber-ne les
propietats. Com que aquest analisi de les cel-lules el fem usant anticossos, en aquest

cas la citometria de flux s’Tanomena Immunofenotip Cel-lular. Aquesta tecnica la veiem

representada a la figura 15, on es veuen dos colors diferents que es corresponen a

dues poblacions de cel-lules marcades amb diferents colors fluorescents.
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Figura 15: imatge de I’analisi d’una poblacid de limfocits amb el marcador CD19 per saber si el

pacient té massa limfocits B.
1.3.4.3. TECNOLOGIA VCS | AIM “automated intelligent morphology”

Hi ha analitzadors que enlloc de fer I'analisi dels leucocits amb citometria de flux ho
fan amb wuna tecnologia anomenada AIM de I'angles Automated intelligent

morphology, representada a la figura 16.

Aquesta metodologia té en conte tres mesures diferents per cada cél-lula que provoca
el pols eléctric al seu pas pel laser o feix de llum: mesura el volum cel-lular, la dispersiod
de la llum a través de la cel-lula i la transmissié d’un corrent electric a través de la
cél-lula. Amb aix0 s’obté informacié sobre la mida cel-lular (volum), tipus de citoplasma
(dispersidé de la llim) i quantitat de cromatina i informacié del nucli cel-lular (pas del

corrent eléctric). Per tant VCS vol dir: volum, conductivitat i “scatter” de dispersio.

V=Volum € = Conductivity S =Scatter (dispersid
Principi Coulter Correntd'alta freqiiéneia Llum dispersada a travésde la cl-lula
Tamany Cel-lular Relacis nucli/citoplasma

. Granularitat citoplasmatica
Composicié nuclear

Figura 16: descripcio esquematica de la tecnologia AIM-VCS per mesurar les cél-lules per
impedancia i conductivitat. (Font: manual de I'usuari de I'aparell DxH 900 de Beckman Coulter,

Miami, US).
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La classificacio dels diferents leucocits en aquests aparells es fa usant aquesta triple
mesura per cada cel-lula i s’obtenen imatges visuals per poder-les interpretar com

normals o patologiques, com podem veure a la figura 17.

Tamany Conductivitat  Dispersio (Sn)
Limfocits + + +
Monocits +++ ++ +
++ +4++ ++
++ +4++ +++
Basofils + +++ ++

Figura 17; imatge del diferencial leucocitari d’un pacient sa tenint en conte la mesura de la llum
emesa a l'eix de les Y i el volum de les cél-lules a I'eix de les X. . (Font: manual de 'usuari de

I’aparell DxH 900 de Beckman Coulter, Miami, US).

En aquest tipus de metodologia també permet veure si I'esquema dels leucocits és
diferent al que esperem i podem detectar alguna malaltia. A la figura 18 podem
observar com son diferents els dos esquemes, a I'esquerra una mostra d’un pacient sa
i a la dreta un pacient amb més niumero de monocits, representats pel nuvol de color

verd, molt més abundant.
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Figura 18: imatge del diferencial leucocitari analitzat en un pacient patologic on es veu que el
grup de cel-lules de color verd és molt més abundant en el cas patologic (pacient de la dreta)

que en el normal (pacient de I'esquerra) (Font propia).

1.3.4.4. SEROLOGIA | DETECCIO D’ANTICOSSOS

Les malalties provocades per virus produeixen al nostre organisme lalliberament
d’unes substancies quimiques que es coneixen com anticossos o immunoglobulines.
Se’n coneixen de diferent tipus: Ig A, Ig G, Ig M i Ig E. Cadascuna d’elles es troba
relacionada amb un procés infeccids diferent i poden ser detectades al laboratori amb

una mostra de sang del pacient.

En els pacients en que es sospita una infeccid virica cal determinar les Ig M i les Ig G
especifiques pel germen que busquem. Quan l'infeccié acaba de comengar o és aguda,
trobarem elevada quantitat d’lg M; si 'infeccid es troba en fase de resolucido o ha

deixat memoria als limfocits, trobarem augmentada I'lg G.

La serologia detecta i quantifica les immunoglobulines que un pacient té en el seu organisme

perun virus en concret.

Aguesta tecnica es veu representada a la figura 19, on veiem com es pot saber si un pacient té

al seu serum Ig M, Ig G o bé Ig A, usant reactius marcats amb colors fluorescents.
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Figura 19: esquema de la técnica utilitzada per marcar amb fluorescéncia antigens o anticossos

en el serum d’un pacient. (Font: http://www.immunospot.com/immunospot-kits/human-igm-

igg-iga-three-color-fluorospot).

1.3.5. DESCRIPCIO DE LES PATOLOGIES INCLOSES EN EL TREBALL

1.3.5.1. LIMFOCITOSI REACTIVA

El fet de trobar més limfocits del que s’espera en un pacient sa i com he explicat

anteriorment s’anomena LIMFOCITOSI.

Les principals causes de trobar més limfocits del normal solen ser fisiologiques o
reactives a malalties que no son greus com refredat comu, grip o gastroenteritis. Sol

Ser per causa virica.

Cal pero fer un examen microscopic per saber si la morfologia dels limfocits que estan

en excés és normal o patologica abans de decidir que el pacient no té res greu.
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Imatge 10: a l'esquerra imatge d’un limfocit morfologicament normal; al mig imatge d’un
limfocit reactiu amb granuls al citoplasma; a la dreta imatge d’un limfocit discretament reactiu

amb una mica més de mida del normal. (Font propia)
1.3.5.2. MONONUCLEOSI INFECCIOSA

La mononucleosi infecciosa és una malaltia virica provocada per un virus de la familia
dels herpes (VH) anomenat Esptein-Barr (VEB o VH4); també pot ser causat per el

virus Herpes 5 o citomegalovirus (CMV).

La malaltia es transmet principalment per la saliva, en un contacte directe entre la

persona que té la malaltia i la persona que posteriorment I’adquirira.

Els simptomes es donen quan han passat els 10-15 dies d’incubacié i es poden trobar
al llarg de 1-2 setmanes. Els seus simptomes més freqlients son febre, mal de gola i
inflamacié de les angines, mal de panxa i inflamacid dels ganglis limfatics. Aquesta

malaltia és més comu trobar-la en I’entorn escolar: adolescents i adults joves.
Els simptomes principals son:

- Febre

- Asteénia

- Tumefaccié dels ganglis limfatics
- Lesid hepatica

- Altres com per exemple rinitis o edema de parpelles

El diagnostic es realitza per un quadre clinic i per les alteracions en la sang (observacié
microscopica dels limfocits d’aspecte reactiu a la sang periférica), que son causades
per un augment de leucocits amb augment dels limfocits. Per confirmar la malaltia

s’utilitzen els estudis serologics que demostren la presencia d’anticossos heterofils.
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Imatge 11: a I'esquerra imatge d’un limfocit morfologicament normal; al mig i a la dreta
imatge de dos limfocits estimulats i de morfologia reactiva d’un pacient amb Mononucleosi

infecciosa.

El procediment de laboratori per detectar aquest tipus de malaltia inclou
I’'hemograma, I'observacié al microscopi optic de les cél-lules de la sang i la
determinacio per serologia dels anticossos contra el Virus que causa la malaltia. Cal fer

totes les proves per poder informar al pacient de la benignitat de la seva malaltia.
1.3.5.3. LEUCEMIA LIMFATICA CRONICA

La leucemia limfatica cronica (LLC) és un sindrome limfoproliferatiu cronic amb una
expressid leucemica, que vol dir que les cél-lules que es multipliqguen de forma

descontrolada es veuen a la sang periférica dels malalts.

La LLC és un cancer de la sang, per tant és una malaltia maligna, que consisteix en que
la medul-la Ossia i els organs de I'organisme produeixen una quantitat de Limfocits B
molt elevada, en excés. En una persona sana els limfocits predominants son els T (amb
anticos principal CD3); seguidament els B (anticos principal CD19) i finalment els NK
(anticos principal CD56). Els pacients amb LLC tenen un clar predomini de limfocits B

en absencia de resposta del sistema immune.

En la LLC, els limfocits B infiltren la medul-la d0ssia de manera progressiva els teixits
limfatics i altres organs. La conseqiiéncia de la malaltia es la infiltracid que desplaca els
elements normals de la sang i impedeix el funcionament correcte dels organs, per altre

banda, els limfocits no funcionaran correctament i no compliran la seva funcié.

En la majoria de casos la LLC es diagnostica mitjancant una analitica rutinaria o de
forma casual. Es veu limfocitosi a ’'hemograma i és en I’analisi al microscopi quan es

veu la morfologia tipica d’aquestes cél-lules malignes.

40



Son limfocits molt més petits que els normals, i tenen un nucli que sembla trencat, que
en citologia es diu “quartejat” o “en Grumeleé”. També son molt habituals les ombres

cel-lulars que abans he citat (apartat d’analisi morfologic de sang periférica) i es deu a

que aquests limfocits B es trenquen molt facilment.

+ 3 -ﬁﬁ

Imatge 12: imatge a I'esquerra d’'una ombra cel-lular; al mig i dreta dos limfocits de mida

=

petita i nucli quartejat d’un pacient amb LLC. (Font propia)

Imatge 13: imatge a petit augment d’un pacient amb LLC, on es veuen moltes ombres cel-lulars

i petites cél-lules corresponent a Limfocits B tipics d’aquesta malaltia.

Cal fer Immunofenotip amb citometria de flux utilitzant anticossos CD19 per poder
comprovar que son aquests els limfocits patologics. En el tractament de una LLC, els
primers anys el pacient pot portar una vida normal excepte quan el pacient ha de fer-

se els controls obligats per veure si la malaltia segueix igual o ha progressat.
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1.4 CONCEPTES ESTADISTICS

L’estadistica és una ciencia relacionada amb les matematiques. Es basa en el recull de
dades per poder fer analisis i interpretar-los. Al laboratori com en molts serveis on es
treballa amb dades de pacients, es fa servir per poder treure conclusions d’alguns
resultats. Amb I'estadistica es poden proposar millores en funcié de les conclusions a

les que s’arriba.

En el cas de ’hemograma és important coneixer la corba de distribucio normal o
Campana de Gauss (figura 20). En aquesta corba la linia que divideix la linia pel mig en
dues parts iguals fa referencia a una mesura numerica. Aquesta mesura és la Mitjana

de la poblacié inclosa en la corba.

F 3

Figura 20: exemple d’una corba de distribucié normal o Campana de Gauss; la linia que creua
pel mig la corba és la mitjana. (Font: https://www.hiru.eus/es/matematicas/distribucion-

normal)

A la prova de I'lhemograma, podem observar grafiques que en I'eix de les X tenim el
volum de la cel-lula que estem mesurant, i en I'eix de les Y trobem el nombre de
cel-lules. Aquesta mesura segueix una Distribucié normal, la grafica ens hauria de

donar una trajectoria perfecte (que si la partim per la meitat sigui igual als dos costats).

Una altra mesura que podem fer es troba relacionada amb com d’ampla és la corba.
Aix0 sera una mesura que s'Tanomena de Dispersio; correspon a 'amplada de la corba
en horitzontal. Dona una idea matematica de com d’igual és la mesura que estem

analitzant.
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Per mesurar la dispersid, del 100% de la grafica nosaltres només li farem cas a un 95%,
ja que el 2,5% del principi i el 2,5% del final no s’utilitzen ja que son resultats molt

diferents a la mitjana. Aquesta distribucié es pot veure a la figura 21.

34.1% 34.1%

—-30 —20 —1la 0 1o 20 3o
Figura 21: exemple d’una corba de distribucio normal o Campana de Gauss; la mesura en
horitzontal inclou practicament el 95% de tots els resultats mesurats i n’exclou els valors

extrems (a I'esquerra els més baixos i a la dreta els més alts).
En aquest treball faré servir aquestes dues mesures matematiques:

- La mitjana d’una poblacié cel-lular (en concret la mitjana del volum cel-lular

dels limfocits)

- L'ample de la corba per la poblacié de limfocits o Distribucid dels limfocits

(ample de distribucié normal limfocitaria)

Per avaluar i comparar dades entre grups, es pot utilitzar un grafic anomenat Diagrama
de caixes i bigotis, representat a la figura 22. A la figura 23 es pot veure que significa aquesta
caixa, amb la linia mitja corresponent a la mediana de la mesura i els bigotis que mostren les

diferéncies entre les mostres analitzades en un mateix grup.
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Figura 22: diagrama de caixes i bigotis. A la caixa trobem els valors inclosos entre els percentils
25% i 75% de la mesura analitzada; la linia de la caixa fa referéncia a la mitjana. Els bigotis fan
referéncia a les dades minimes i maximes. (Font:

https://6esopromosadako1997.wordpress.com/2013/03/09/classe-del-dimecres-

632013diagrama-de-caixa-i-bigotis/)
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Figura 23: descripcio detallada del diagrama de caixes i bigotis. Podem veure la mitjana (enmig
de la caixa), els percentils o quartils (entre el 25% i el 75%). Als extrems els bigotis. Si hi ha
algun valor fora dels percentils quedaria fora del diagrama (en forma de punt). (Font:
https://es.justexw.com/como-hacer-el-grafico-de-caja-y-bigotes-con-versiones-antiguas-de-

excel.html/diagrama-de-caja-ejemplo-2)
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2. METODOLOGIA (MATERIAL | METODE)

Durant aquest procés explicaré el material i el métode per dur a terme totes les proves
que incloc al meu treball dut a terme amb la supervisio dels professionals
d’Hematologia Dra. Anna Marull i Técnic de laboratori Sra. Maite Quintana, durant el
mes de Juliol del 2019 a I'area d’Hematologia de I'hospital Santa Caterina de Girona.
He adjuntat diverses fotos que les he fet jo mateix durant el procés que no estan

numerades per facilitar la lectura ja que en el procés ja estan explicades.

2.1.  RECEPCIO | PROCESSAMENT DE LES MOSTRES.

~N A

RECEPCIO COMPROVACIO PREPARACIO PROCESSAR VERIFICAR
DE MOSTRES DE LES DE ANALITZADOR | | LESMOSTRES | | EL RESULTAT
MOSTRES

RECEPCIO DE MOSTRES: les mostres dels pacients que es punxen a I’hospital i al centre
d’atencioé primaria arriben al laboratori al llarg del mati. Un cop arriba a la recepcio,
es distribueixen segons el tipus de mostra obtinguda entre les diferents arees del
laboratori clinic on cada persona encarregada de cada area anira recollint les mostres
apropiades a mesura que aquestes vagin arribant. Com que el meu treball esta enfocat
en I'area de hematologia treballaré amb la sang dels diferents pacients que han estat

sotmesos a una analitica rutinaria o de control.

COMPROVACIO DE LES MOSTRES: una de les funcions que es fa a la recepcié de
mostres és comprovar que es correspongui el tub amb la peticié del pacient. Un cop
cada area tingui les seves mostres, ens hem d’assegurar que aquestes estiguin en un
bon estat, que hi hagi una quantitat de mostra suficient per poder-les processar i que

hagin arribat en les condicions adequades (etiqueta, peticid, proves demanades).

PREPARACIO DE L’ANALITZADOR: abans de poder dur a terme qualsevol prova amb
analitzadors, ens hem d’assegurar que aquest ja estigui preparat per funcionar

correctament. Per preparar un analitzador hem de fer passar per ell algunes mostres
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de prova les quals ja sabem quin és el resultat que s’ha d’obtenir per veure si el
analitzador esta funcionant correctament. Aquestes proves es diuen Control de
Qualitat; comprovem que el resultat dona segons I'esperat i I’analitzador estara a punt
per treballar. En el cas que doni un resultat erroni s’hauria d’analitzar i detectar I'error

de I'analitzador o tornar a preparar una altre mostra de control.

Un altre aspecte que s’ha de tenir em compte abans de comencgar a fer servir
I'analitzador és que aquest estigui net per dins i que no tingui residus del dia anterior,
per aixo cada dia es fan cicles de neteja tots els conductes per on passen les mostres
reals. També fara falta veure si els reactius que consumeix cada analitzador son
correctes ja que si en mig del dia es queda sense reactius alentiria molt la feina; en el

cas que hi hagi absencia d’algun reactiu s’haura de substituir per un de nou.

Un cop tenim totes les proves fetes i tot correcte podem procedir a comengar a passar

mostres reals per obtenir els primers resultats.

PROCESSAR LES MOSTRES: depenent de l'analitzador que es vulgui fer servir per
obtenir diferents resultats les mostres hauran d’estar sotmeses a una preparacio
prévia o no. Hi ha mostres que abans de ser introduides al analitzador han de ser
barrejats amb certs reactius per tal de garantir-ne el funcionament. Per exemple, el
citometre de flux FC500 Beckman Coulter, necessita que la mostra de sang sigui

barrejada amb I’anticos monoclonal corresponent a les proves que volem fer.

Hi ha determinacions que no necessiten que les mostres s’hagin de preparar i per tant
es poden introduir a I'analitzador sense fer res mes. Per exemple ’hemograma, que un
cop ens arriben les mostres a la recepcido del laboratori i les hem classificat
correctament es poden introduir a l'analitzador sense que sigui necessari una

preparacié de les mostres.

VERIFICAR EL RESULTAT: quan la mostra que hem introduit previament a |'analitzador
surt, aquest ens dona uns resultats que seran examinats i observats pel professional
encarregat de la prova (metges i facultatius de laboratori) per aixi poder arribar a una
conclusié del diagnostic final del pacient o bé per tenir una idea aproximada del que té
el pacient que ens pot conduir a dur a terme unes proves especifiques addicionals per

aixi arribar al diagnostic final del pacient.
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2.2. TIPUS DE MOSTRA AL LABORATORI

A la recepcié del laboratori clinic poden arribar 5 tipus de mostra de sang que es
podran distingir pel color del tap del tub on esta la mostra, els colors son: blau clar,
vermell, groc, verd i lila. El color varia en funcié de les substancies anticoagulants per

poder analitzar les mostres (Exemple: EDTA o Acid etilendiaminotetracetic (CioH1sN20s))

- Blau clar: tub de coagulacio amb citrat sodic, que para la cadena de la
coagulacié i aixi poder mesurar els factors

- Vermell: tub sec sense activador de coagulacio; té separador de gel

- Groc: tub amb gel separador de serum i activadors de coagulacié

- Verd: tub de heparina liti, anticoagulant, amb o sense gel separador (plasma)

- Lila: tub amb EDTA o Acid etilendiaminotetracétic (CioH1sN,Os); anticoagulant per

deixar els elements cel-lulars en suspensio.

(N

Imatge 14: Fotografies dels diferents tubs del laboratori clinic. (Font Propia)

També ens podriem trobar altres colors que corresponen a tubs amb altres additius,

aquests colors son: Blanc, Groc clar, Lila clar i Taronja.

- Blanc: tub que conté Fluorur/EDTA o lodocatet
- Groc clar: tub que conté ACD
- Lila clar: tub que conté EDTA/Aprotinina

- Taronja: tub que conté Trombina

Aquests tubs son molt poc habituals i es fan servir només per fer proves molt

especifiques.
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2.3. PROCESSAMENT DE LES MOSTRES A HEMATOLOGIA

T " N

CITOMETRIADE POSSIBLES PROVES
FLUX ESPECIFICA ADDICIONALS

HEMOGRAMA CITOLOGIA

HEMOGRAMA: una vegada les mostres surten de la recepcid i ja esta comprovat que
tot sigui correcte, la primera prova que farem és I'hemograma. Si el tub no esta
correcte, es rebutja (exemple, mostra coagulada, mostra insuficient). Depenent dels
resultats que veiem a I'hemograma es fara una extensid de sang en un portaobjectes
per mirar-la al microscopi optic i valorar-ne la morfologia. Aixo seria la Citologia de

sang periférica.

CITOLOGIA: és el pas del laboratori on s’avalua la morfologia de les cel-lules al
microscopi optic. Al laboratori hi ha moltes mostres a analitzar cada dia; per aquest
motiu disposen d’un microscopi adaptat a un digitalitzador d’imatges que s’anomena
CellaVision DM96. El CellaVision és una maquina amb un microscopi intern digital que
ens dona com a resultat la morfologia cel-lular del pacient, per tant, una idea més
aproximada de la malaltia que pot arribar a tenir el pacient. Amb aixd s’analitzen més
de 200 cél-lules de cada pacient de forma més rapida i poden compartir les imatges

amb els companys (de vegades cal comentar els pacients per decidir que és millor).

El microscopi intern fara fotos de totes les cél-lules que es troba i segons el sistema les
classificara segons el que |'ordinador creu que son tenint en compte la forma, mida i
aspecte d’aquesta. Com que no sempre l'ordinador les classifica correctament, la
classificacio arriba als ordinadors d’uns professionals en hematologia que
redistribuiran aquelles cél-lules que creuen que no pertanyen al seu grup, de manera
que faran variar els resultats una mica per tenir un resultat final molt més precis.
Aquesta prova pot diagnosticar sense necessitat de més proves la limfocitosi reactiva
ja que a l'observar els limfocits ens pot dir si aquests son reactius o no. En el possible
cas que es tracti d’'una LLC procedirem a la seglient prova anomenada cistometria de

flux especifica.
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CITOMETRIA DE FLUX ESPECIFICA: en aquesta prova posterior a 'estudi de la citologia
es pot diagnosticar si el pacient té una malaltia cancerosa de la sang o bé és alguna
malaltia més benigna com la mononucleosi. De totes les proves que he citat aquesta és
la més especifica per que es fan servir marcadors monoclonals (anticossos) de la
membrana de les cel-lules que volem analitzar (exemple: marcador CD19 per saber si

son limfocits B).

POSSIBLES PROVES ADDICIONALS: hi ha malalties que amb les 3 proves anteriors
encara no les podem diagnosticar de manera segura, pero si que podem tenir moltes
hipotesis. La que he treballat jo és la mononucleosi infecciosa, que per diagnosticar-la
cal fer algunes proves addicionals que les proposaran els professionals en hematologia
a través dels resultats obtinguts en I’hemograma, I'estudi de la citologia i I'estudi de la
citometria. Aquestes proves son les Serologies per Virus de la familia Herpes (virus
Esptein-Barr i/o Citomegalovirus). Amb aixo podem diagnosticar de manera segura una

Mononucleosi en la mostra del pacient que ens ha arribat.

Ara explicaré amb més detall cadascun dels passos metodologics: Hemograma,

Citologia i citometria de Flux.

2.3.1 HEMOGRAMA
Material necessari:
o Tubs amb mostra del pacient
o Analitzadors
o Reactius de I'analitzador
o Arxivador

o Gestor de dades

Procediment per fer un Hemograma: primer de tot cal reunir tots els tubs que
necessiten hemograma i posar-los en racks (gradetes de 10 tubs) per introduiu-los a la
maquina tots en grup i anar-los posant a mesura que ens arribin noves mostres

(préviament s’han revisat un a un).
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" Posem les gradetes de mostres a I’entrada dels analitzadors (que

poden estar individuals o disposats en cadena, per poder fer
moltes mostres en poc temps). Cada vegada que tenim un carret

amb mostres que cal passar-les les anem introduint a la cadena i

poc a poc aniran entrant, la cadena emmagatzema tots els carrets

amb mostres i els posa en espera fins que arribi el seu torn.

Per cada gradeta de mostres, I'aparell n’escaneja el codi de barres per saber amb quin

tub esta treballant, si fa falta que se li realitzi

I’'hemograma, si calen altres proves extres o si

! es pot arxivar. Cada pacient es troba codificat

amb un nimero que consta a tots els tubs que

s’han extret, i que és amb el que es treballa al

laboratori.

Una vegada escanejades totes les mostres, passen per una cinta transportadora fins
arribar a una de les 5 maquines que formen part de la cadena
on seran analitzades una per una. Posteriorment la maquina
mostrara els resultats en wuna pantalla interna de

I'analitzador; els mateixos resultats es mostren en els punts

de treball dels facultatius de I'area, zona de treball on es

decideix que cal fer en cada cas.

Per ultim, un cop ja estan fetes totes les proves la gradeta amb les
mostres segueix per la cinta fins arribar a un arxivador automatic,
gue arxivara totes les mostres depenent si se li ha de fer alguna
prova addicional, si ja no fa falta cap més prova o si tenen alguna

determinacid més concreta que cal fer. D’aquesta manera els

treballadors podran saber on és el tub que necessiten entrant a la

base de dades i anant a buscar-lo a I'arxivador.

Els tubs que s’arxiven tenen una posicié individual que lliga el nimero de peticié amb
les dades del pacient (nom i cognoms, edat...); si cal afegir alguna determinacié o

comprovar algun resultat, la posicid de tots els tubs es pot consultar en una base de
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dades que dura 24 hores. Passat aquest temps la sang ja no és Util per analitzar-la i per

tant es pot llengar. Cada dia es fa el mateix procediment amb les mostres del dia.

Cada analitzador processara els tubs que li arriben fent servir la tecnologia explicada al
marc teoric. Per aix0 fan falta reactius liquids (diluent, lisant...) i marcadors
fluorescents (fluorocroms no especifics). Els analitzadors que fan hemograma pinten

les diferents cel-lules d’'un mateix color i les separen per tamanys i tipus de citoplasma.

2.3.2. CITOLOGIA

Material necessari:
- Portaobjectes
- Colorants i reactius per la tincié
- Microscopi o digitalitzador d’imatges

- Gestor de dades

Als laboratoris petits les extensions es realitzen de forma manual per que tenen
menys mostres diaries. A la figura 24 podem veure com es fa una extensié de sang

periferica de forma manual.

A A
' 7

PORTAS
: L “u/ sangre
T ey
A oy

Figura 24: procés que s’ha de dur a terme per fer una extencioé d’una mostra (Font:

http://lolabh.blogspot.com/2012/01/estudio-de-un-frotis-de-sangre.html)
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Al laboratori clinic de Santa Caterina fan més de 2000 hemogrames cada dia i per
tant és necessari fer les extensions de forma automatica; per aixd tenen un
extensor-tenyidor que es troba juntament amb la cadena. En funcié dels resultats
que la maquina veu a I’hemograma i seguint unes regles que els metges

programen, fa I'extensié de sang i ja la dona tenyida (imatge inferior, extensor

tenyidor).

Primerament, hem de comprovar els resultats que ens ha
donat I’hemograma per saber si es necessari fer la citologia o

no, en cas afirmatiu comenga en procés d’aquesta prova.

Agafem el tub amb la sang i n’extraiem una mostra petita per
posar a un portaobjectes que ens servira per posar-ho a dins el

CellaVision. Tenyim la mostra amb un colorant anomenat

sy
st S

e

= MGG (May Grunwald Giemsa) i ho deixem eixugar.

Aquesta tincié combina dos colorants: May Grunwald, que tenyeix les substancies
citoplasmatiques atzurofiles de les cel-lules de color blau i les eosinofiles de color

vermell i Giemsa, que tenyeix la cromatina i els granuls cel-lulars de color blau.
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Al CellaVision es poden analitzar 12 extensions en aproximadament 30 minuts; de cada

mostra se n’obtenen 220 imatges que es poden veure totes juntes o de forma

individual.

Aguestes mostres s’analitzen a diferents augments (50 augments i 100 augments

utilitzant oli immersid).

Un cop ho introduim al CellaVision (digitalitzador d’imatges amb un microscopi intern),
aquest fa fotografies i les envia al PC dels treballadors especialitzats en hematologia,
que observaran els resultats, donaran un diagnostic si es possible i diran si fa falta

alguna altre prova.
2.3.3 CITOMETRIA DE FLUX ESPECIFICA
Material necessari per fer citometria de flux especifica:

- El tub amb la mostra del pacient corresponent
- Tubs de plastic petits

- Retolador permanent
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- Pipeta capac de mesurar 100 landes

- Pipeta capag¢ de mesurar de 5a 10 landes

- Puntes de pipeta adients a la pipeta que fem servir

- Diferents tipus d’anticossos monoclonals

- Un barrejador automatic

- La maquina que hemolitza les mostres anomenada TQ-Prep
- El citometre de flux acompanyat d’'un PC amb un monitor

- Unaimpressora

La citometria de flux amb anticossos monoclonals és una técnica molt especifica que
només es fa per determinades proves (exemple, saber si un pacient es pren bé la
medicacid per la infeccid pel virus immunodeficiencia humana) o bé en casos on amb

la citologia es pensa o sospita que el pacient pot tenir un cancer de la sang.

El citometre de flux fa servir la mateixa tecnologia que he explicat en el marc tedric; a
diferencia de I'analitzador de I’"hemograma (un sol color per diferents cel-lules) aqui
farem servir més d’un color (anticossos monoclonals amb fluorocroms) per un tipus de

cél-lula concret (la que volem estudiar).

Per exemple, si volem saber si el pacient té els limfocits que toca amb la proporcié que
és normal, posarem diferents colors (pels diferents tipus de limfocits) perd només

mirarem limfocits, no la resta de leucocits.

LW El primer que hem de fer al voler fer proves amb el citometre
= "‘ és fer primes que consisteixen en fer passar uns liquids per
tots els tubs del citdbmetre per netejar-los de les mostres del
dia anterior perque no hi hagi residus, continuadament s’han
de fer una serie de controls diaris amb 4 liquids diferents els
quals I'ordinador ja sap el resultat que ha de donar; aixi ens

assegurem que la maquina funciona correctament.

Aquests 4 liquids son: Aigua destil-lada, Flow-Check (5 gotes de Flow-Check 770
fluorospheres i 10 gotes de Flow-Check fluorospheres), Flow-Set (5 gotes de Flow-Check
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fluorospheres i 10 gotes de Flow-Check 770 fluorospheres), i Inmunotrol (una sang

amb uns valors ja coneguts d’'un monoclonal especific per).

Primer de tot necessitem que ens arribin les mostres que necessiten
ser sotmeses a una citometria de flux especifica després de que

passin per la prova de I’hemograma i de la citologia.

Un cop tinguem la mostra corresponent, hem de agafar un tub de
plastic i amb un retolador escriure el numero corresponent al

pacient i el tipus de monoclonal que hem afegit.

Disposem de molts tipus d’anticossos monoclonals, cadascun corresponent a una
proteina diferent de la cel-lula (de citoplasma, de nucli o de membrana). Cada anticos
porta enganxat un color fluorescent que fara llum quan passi pel laser del citometre.
Podem utilitzar més d’un anticos alhora sempre que portin colors diferents. Abans de
poder fer servir els anticossos pero, cal hemolitzar les mostres (trenquem els eritrocits

per que al citometre només volem veure els leucocits).
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Un cop tenim la mostra preparada (amb I’agent lisant) i barrejada I’hem d‘introduir 10
minuts al TQ-Prep perque la mostra s’hemolitzi i estigui preparada completament per
ser analitzada pel citometre de flux. L’anticos no es pot afegir fins que estigui ben
hemolitzada. La fotografia de la dreta (pagina anterior) és d’'una mostra abans
d’hemolitzar una mostra i després de que hagi estat hemolitzada. Com podem
observar, I'hemolitzada és mes transparent i deixa passar més la llum que la no

hemolitzada que és més translucida.

Ara ja podem afegir I'anticos o anticossos monoclonals que ens facin falta per fer el
marcatge cel-lular. Un cop tinguem la mostra preparada amb el seu monoclonal

corresponent ja esta casi llesta per dur a terme la prova.

Es important abans de introduir la mostra a qualsevol maquina barrejar-la

correctament per garantir que la mostra de sang i el monoclonal s’han unit

[4

perfectament de manera proporcional, per aixo
utilitzarem un barrejador automatic. Un cop han
passat 10 minuts la mostra esta preparada per
poder-la analitzar. Fotografia del carret de

mostres del citometre.

Les mostres s’analitzen de forma individual, obtenint diferents grafiques en funcié del
tipus de cel-lula que hem analitzat i dels colors que volem veure. Cada grafica combina
dos colors (eixos X i Y); podem tenir tantes grafiques com combinacions de dos colors
proporcionem a la mostra. Cada cimometre pot analitzar diferent nimero de colors en
funcié del nimero de laser de que disposa. En el nostre cas podem analitzar 5 colors al

mateix temps (3 lasers: un vermell, un verd i un blau).
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Un cop la prova s’ha dut

a terme, entrem els

resultats a la base de
dades per publicar els
resultats de totes les

proves que s’han fet.

Al seglient esquema es pot veure com els anticossos marcats fluorescents s’uneixen a

les cel-lules que volem analitzar. Aquesta unid cél-lula-anticos fluorescent és la que

emetra llum que el laser veura i ens mostrara en forma de grafica.
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Figura 25: esquema que representa el funcionament dels anticossis fluorescents (Font: Font:

http://www.labome.es/method/Antibody-Applications.html).

A la figura 25 podem observar com es marca de forma fluorescent la proteina de les cel-lules

gue volem saber si es troba present en el serum o la sang d’un pacient en qui es sospita

malaltia.
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2.4 PAQUET ESTADISTIC

Per I'analisi estadistic de les dades, hem fet servir el paquet estadistic anomenat SPSS

o bé Statistical Package for the Social Sciences.
Hem analitzat dades de pacients amb limfocitosi per treure’n diferents resultats:
- Mitjana, percentils de pacients amb limfocitosis (diagrama de caixes i bigotis)

- Dispersié del volum de la poblacié limfocitaria (corba de distribucié normal).

CALRECORDAR A NIVELL METODOLOGIC:
* AL LABORATORI ES TREBALLA SEGUINT UN ORDRE DE PROVES; CADA PACIENT
POT NECESSITAR COSES DIFERENTS PARTINT D’'UN MATEIX PUNT.

* FEM SERVIR DIFERENTS TECNOLOGIES EN FUNCIO DEL QUE ESTEM BUSCANT.
LES TECNOLOGIES MES ESPECIFIQUES ES FAN SERVIR EN MENYS OCASIONS QUE
LES MES GENERALS.

+ CAL SEGUIR ELS PROTOCOLS PER CADA TECNICA O PROCEDIMENT; TOTS ELS

PASSOS SON IMPORTANTS I SI NO ELS SEGUIM PODEM COMETRE ERRORS MOLT
GREUS PEL PACIENT.
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MARC PRACTIC
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3.

MARC PRACTIC

3.1 RESUM DE L’ESTUDI FET AL MARC PRACTIC

En el marc practic del meu treball de recerca hi consten tres parts:

1. La limfocitosi al laboratori; quan es revisa, com es fa i quin objectiu tenim

quan ho fem. Resultats amb una série de pacients.

2. Estudi detallat dels resultats de 3 pacients amb limfocitosi i I'avaluacié de

I'algoritme utilitzat al laboratori pel diagnostic d’aquesta condicio.

3. Analisis estadistic d’un nou parametre de la poblacid limfocitaria a

I’'hemograma.

OBIJECTIUS:

Saber distingir un pacient sa d’un pacient amb limfocitosi (valorar els

parametres de I’'hemograma especialment els dels leucocits).

Saber arribar seguint tots els passos que es fan al laboratori al diagnostic que

de les 3 malalties principals estudiades entre tots els pacients observats.

Saber aplicar totes les metodologies descrites al marc teoric en els casos en que
veig alteracions de ’hemograma. Extreure conclusions amb els resultats que

em doni la part practica i verificar les meves conclusions.

Validar el funcionament de totes les técniques utilitzades al laboratori i verificar

la seva eficacia.

Aprendre a manejar I'Excel (Microsoft Office) i d’altres programes del laboratori
per dur a terme grafiques i creuar dades aixi com fer-ne un analisi estadistic

senzill (amb ajuda dels facultatius del laboratori).

Coneixer bé com funciona un procés al laboratori clinic per arribar al diagnostic

d’un pacient.
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3. 2 PART PRACTICA

3.2.1. LA LIMFOCITOSI AL LABORATORI. CRITERI DE REVISIO DEL PACIENT

La limfocitosi és una de les alteracions quantitatives més freqlients al laboratori. Com
ja hem citat en el marc teoric, la limfocitosi és una alteracié en el nimero de limfocits
a l'organisme del pacient, concretament quan en trobem en excés. Al laboratori es
considera limfocitosi absoluta (quan contem cel-lules en total ) a partir de 5.000
limfocits/uL. Pot ser també relativa, I'absoluta és un augment global de limfocits i en la
relativa augmenta el percentatge respecte les altres cél-lules (exemple, quan un
pacient té més % de limfocits que de neutrofils que en condicions normals son els més

abundants).

Per diagnosticar-la hem de fer un analisi de sang que sera processat fins arribar al
diagnostic. Farem servir ’lhemograma, la citologia i la citometria de flux especifica.
Aqui presento un esquema de l'algoritme que es segueix al laboratori a I'hora

d’avaluar els resultats d’una limfocitosi (esquema inferior, font propia).

LIMFOCITOSI (HEMOGRAMA)

|

CITOLOGIA
(MICROSCOPI OPTIC)

l_l_l

LEUCEMIA
L“r\anEFAOcchlTv?xSI MONONUCLEOSI LIMFATICA
CRONICA
SEROLOGIA CITOMETRIA DE FLUX
(ANTICOSSOS HETEROFILS) (CD19+)
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Proposo aquest esquema on, com podem veure, quan detectem una limfocitosi a
I’'hemograma fem sempre un analisi microscopic. En aquesta prova es mira sobretot la
forma i la mida dels limfocits; si son normals seran de mida petita i sense cap cosa de

la seva forma que ens cridi I’atencid.

Si veiem que els limfocits son reactius (una mica més grans del normal amb més
citoplasma) i el pacient no té res mes, no cal fer res. Es demana que es controli. Cal dir
gue en tots els casos els facultatius del laboratori miren i llegeixen la historia clinica del
pacient per poder valorar el que es veu al microscopi. Amb tota aquesta informacid es

decideix que no cal afegir ni fer res mes.

Si veiem limfocits molt i molt grans, amb alguna altra alteracié als analisis que poden
indicar una infeccid virica, afegim serologia per descartar o confirmar una

mononucleosi infecciosa.

* 9 9. %

Imatge 14: d’esquerra a dreta, els dos primers son limfocits normals, els dos del mig son
limfocits reactius pero no caldria fer cap tractament al pacient i I’iltim correspon a una infeccio

virica o mononucleosi (molt més grans). (font propia)

Finalment, si a la citologia veiem que limfocits son molt petits i en trobem de trencats,
fent el que s"anomena ombra cel-lular, podem pensar en un procés cancerds, com la
leucémia limfatica cronica (LLC). En aquests casos i com he dit en el marc teoric i

metodologic, cal fer citometria de flux especifica.
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Imatge 15: imatges de limfocits d’un pacient amb una LLC; son petits i tenen la cromatina

trencada. També és caracteristic veure ombres cel-lulars.

Per tant en funcié del que es veu al microscopi es decideix quines proves fem als
pacients i aixi arribar a un diagnostic. D’aquesta manera s’accelera el tractament i es

millora per tant el pronostic dels pacients.

Vaig recollir durant una jornada sencera (18 de juliol de 2019) les limfocitosis que
apareixien en pacients no coneguts (no havien tingut mai una limfocitosi). En tots ells
es va fer servir aquest esquema, per tant, varem fer citologia en tots ells i si calia,

citometria o serologia, sempre en funcié de I'analisi al microscopi.

Per fer-ho, vaig contar el nombre de tubs que van passar pels aparells d’hematimetria
durant una jornada i el resultat va ser de 1425 tubs; d’aquests, 88 tenien alguna
alteracio a la serie leucocitaria (no es van incloure alteracions de I’hemoglobina ni de

les plaquetes). D’aquests 88, 20 tenien limfocitosi absoluta i/o relativa.

Aix0 ens fa arribar als resultats seglients: del 100% de mostres, el 6,17% tenien alguna
anomalia leucocitaria i treballant sobre aquest 100%, un 1,4% tenia limfocitosi. Si
treballem perd sobre les 88 mostres que tenen alguna anomalia, el 17,6% tenen
limfocitosi. Aquests resultats son molt similars als observats anteriorment al laboratori

clinic.
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En la seglient taula es troben descrites les dades dels 20 casos que varen presentar
limfocitosi. A la taula LEU = Numero de leucocits /uL (HGB = Hemoglobina; LIM N 2>
Numero de limfocits/uL; PLT = NuUmero de plaquetes/uL i LIM % —> Percentatge de

limfocits.

Aquests 20 casos que vaig analitzar al laboratori, van estar seleccionats totalment a
I'atzar a mesura que anaven sortint els resultats dels seus respectius hemogrames.
Amb els resultats obtinguts a I'hnemograma vaig analitzar les dades corresponents a la
xifra total de leucocits i limfocits tenint en compte I'edat i el génere de tots els
pacients. Vaig recollir totes les dades en una taula per poder fer un analisi de les dades

del grup de pacients seleccionats amb limfocitosi.

Totes aquestes dades estan recollides en la taula 3, on consta I'edat i el genere dels

pacients que he estudiat aixi com les dades de I’'hemograma analitzades.
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GENERE | EDAT | LEU LIM N LIM % HGB (g/dL) PLT
CAS 1 M 49 | 11.510 5.600 48,7 15,7 258.000
CAS 2 F 20 | 9.390 5.340 56,9 13,5 251.000
CAS 3 F 22 | 10.870 6.170 56,8 14,8 318.000
CAS 4 M 65 | 9.390 6.400 68,2 15,3 126.000
CAS 5 M 46 | 13.190 7.350 55,7 14,3 230.000
CAS 6 F 62 | 11.600 8.940 77,1 13,4 208.000
CAS 7 F 72 | 13.610 8.610 63,3 9,8 297.000
CAS 8 M 72 | 11.760 5.820 49,5 14,1 243.000
CAS 9 M 83 | 6.900 5.760 83,5 9,5 256.000
CAS 10 M 48 | 11.510 5.600 48,7 15,7 258.000
CAS 11 F 70 | 10.720 5.300 49,4 13,6 240.000
CAS 12 F 14 | 8.460 5.510 65,1 12,0 303.000
CAS 13 F 85 | 86.200 77.920 90,4 9,7 496.000
CAS 14 F 71 | 12.260 9.930 56,5 13,8 174.000
CAS 15 M 61 | 11.440 5.090 44,5 16,0 306.000
CAS 16 M 79 | 14.870 10.140 68,2 13,5 229.000
CAS 17 F 5 | 14.100 8.370 59,4 12,8 354.000
CAS 18 M 53 | 9.320 5.620 60,3 14,5 152.000
CAS 19 M 64 | 10.650 5.400 50,7 15,7 207.000
CAS 20 M 85 | 31.360 26.270 83,8 9,0 163.000

Taula 3: En aquesta taula podem veure la recopilacié de resultats dels 20 pacients amb

limfocitosi estudiats al laboratori en un dia sencer de feina.
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Els primers resultats que vaig calcular son els referits al génere (home o dona) del grup de
pacients estudiat. Vaig observar que el 45% eren dones i el 55% eren homes, com es pot veure

al grafic 1.

Grdfic 1: distribucio per génere de les 20
mostres estudiades del laboratori que van

HHOMES presentar limfocitosi

B DONES

El seglient analisi del grup de pacients que vaig fer, és de la xifra de leucocits. Dels 20 pacients,
7 tenen més de 12.000/uL per tant, leucocitosi. Aixo vol dir que un 35% dels pacients

estudiats tenien més leucocits del normal.

Respecte la limfocitosi, dels 20 pacients, el 100% tenien limfocitosi absoluta perque és
el criteri de revisié al laboratori. D’aquests, 9 presentaven limfocitosi relativa i

absoluta, és a dir, un 45% del total dels pacients estudiats.

Respecte I'edat i el diagnostic final de cada cas, vaig analitzar la possible relacié de
I’edat amb el tipus de malaltia. Vaig fer aquest estudi perqué mentre feia la taula em
vaig fixar que els pacients eren o bé grans o bé petits, i em semblava que pocs pacients

tenien edats intermitjes (ni joves ni grans). Aquests resultats es mostren a la taula 4.

Limfocitosi Reactiva Leucemia Limfatica Cronica Mononucleosi Infecciosa
Mitjana  25% 75% Mitjana 25% 75% Mitjana 25% 75%
EDAT 48,9 47,0 61,0 74,4 70,0 83,0 13,7 5,0 22,0

LEU 11001,4 9390,0 11510,0 20867,0 10720,0 14870,0 11143,3 8460,0 14100,0

LIMN 5714,3 5340,0 5620,0 16509,0 5820,0 10140,0 6683,3 55100 8370,0

Taula 4: Taula dels resultats que relacionen la malaltia del pacient amb I’edat.
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La taula 4 recull la informacid dels pacients dividits en tres grups: els que es troben en
la mitjana d’edat per cada grup de malaltia (exemple, la mitjana d’edat de la
mononucleosi és de 13.7 anys), els pacients que es troben propers al 25% del grup
d’edat en relacié a la mitjana (exemple, un 25% de pacients que tenen LLC tenen 74.4
anys) i el percentil 75 del grup (exemple, un 75% de pacients amb limfocitosi reactiva

tenen 61 anys).

També es pot observar que en el cas d’una limfocitosi reactiva, la mitjana d’edat és
variable, normalment entorn als 47-61 anys segons el percentil 25 i 75 del grup
estudiat (mitjana de 48.9 anys). En el cas de una LLC, és molt més freqient en
persones d’avancada edat entorn als 70-83 anys segons el percentil 25 i 75 del grup
estudiat (mitjana de 74,4 anys). En el cas de les mononucleosis infeccioses, els pacients
més observats son joves d’'una edat que pot anar de 5-22 anys segons el percentil 25 i

75 del grup estudiat (mitjana de 13,7 anys).

Amb I'ajuda dels facultatius del laboratori, vaig fer una representacié amb un diagrama
de caixes i bigotis dels resultats d’aquests 20 pacients. Varem proposar al programa
estadistic la grafica de la relacié entre edat i grup de malaltia. De forma més visual,

veiem a I'eix de les X I'edat i al de les Y el grup patologic (malaltia).

A primera vista ja es pot veure com el grup del mig de la grafica (pacients amb LLC) es
veu molt més amunt respecte I'eix de les X (vol dir que tenien més edat que la resta)
mentre que el grup que es veu més baix és el de mononucleosi infecciosa (molt més
frequient en nens i adolescents). El grup de pacients amb limfocitosi reactiva es troba
enmig pel que fa I'edat (no son ni molt grans ni molt joves). Aquests resultats es
poden veure al grafic 2 de caixes i bigotis dels tres grups de patologia que han sortit

dels 20 pacients estudiats.
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Grdfic 2: resultat de I'analisi estadistic amb diagrama de caixes on es relaciona edat amb grup
patologic. Reactiu es refereix a una Limfocitosi Reactiva. Podem veure com els pacients amb
LLC tenen molta més edat que els pacients amb mononucleosi infecciosa. Els resultats son
significatius, és a dir que les diferéncies observades entre grups son reals. Grafica obtinguda

utilitzant el programa SPSS.

3.2.2. PACIENTS INDIVIDUALS DE LES TRES CONDICIONS PATOLOGIQUES
ESTUDIADES.

D’aquests 20 pacients que vaig estudiar en el primer punt de la part practica, en vaig
seleccionar 3 (un amb cada tipus de malaltia amb les que he treballat). He entrat més
en detall en cadascun d’ells seguint també el primer esquema de la part practica

(primer hemograma, després citologia i proves complementaries si fa falta).

Durant la meva part practica al laboratori em vaig fixar sobretot en com una mateixa
condicid, la limfocitosi, pot tenir diferents diagnostics. N’he triat 3 que corresponguin a
les malalties que he treballat (limfocitosi reactiva, Mononucleosi infecciosa i Leucemia

Limfatica Cronica) per poder trobar similituds i diferencies en els seus resultats a
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I’'hemograma i mitjangant les fotos de les cel-lules que hem obtingut fent la citologia

poder donar un diagnostic final.

De cada pacient estudiat, he adjuntat una taula amb els resultats que ens dona
I’'hemograma, una imatge del grafic de dispersié dels leucocits, el sexe, 'edat i I’

alarma que ens dona I’lhemograma a I'analitzar la sang del pacient corresponent.

Vaig observar tots els resultats i vaig observar el grafic de dispersié de cadascun d’ells.
En el cas de la Mononucleosi Infecciosa vaig mirar la citologia de la sang i
posteriorment la serologia, i en el cas de la LLC vaig mirar la citologia de la sang i la

citometria de flux especifica.

A cada cas destacaré el sexe i I'edat; també les alteracions tan quantitatives com
gualitatives; els primers simptomes que es noten abans d’anar a I’hospital, els valors
que ens ha donat I’'hemograma (numeros de les diferents cél-lules i els percentatges),

la dispersio que ens ha donat i les alarmes de I’hemograma.

PACIENT NUMERO 1

Dona de 62 anys que va anar a I’hospital per mal estar general i presencia de febre des
de feia uns dies. Un cop arribada a I’hospital el metge decideix fer una analitica. No té
cap antecedent de malaltia greu; no té cap al-lergia a medicaments. Esta aparentment

sana.

A ’hemograma podem observar que no té un nombre superior a 12.000 leucocits/pL,
per tant estan normals (dins dels valors esperats per un pacient sa), I’hemoglobina
també és normal, perd podem observar una alteracié quantitativa dels limfocits ja que
té 8.940 limfocits/uL. Podem dir que té una limfocitosi relativa i absoluta, ja que el
percentatge de limfocits és superior al 60%. L’hemograma dona I'alarma de limfocits
anormals detectats a la sang del pacient. També podem observar una alteracio
qualitativa ja que al grafic de distribucié podem observar un nuvol rosat que se’n va de

la trajectoria que seria normal i s’estira molt cap amunt.
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LEUCOCITS 11.60 103/uL

ERITROCITS 4.68 108/uL

HEMOGLOBINA  13.4 g/dL

VCM 92.3 fL

HCM 28.6 Pg

CHCM 31.0 g/dL

PLAQUETES 208 103/uL

NEUTROFILS 1.93 103/pL

LIMFOCITS 8.94 103/pL

MONOCITS 0.60 103/uL

EOSINOFILS 0.03 103/uL

BASOFILS 0.10 10°/pL

NEUTROFILS % 16.5 % 62 anys; febrei mal estar general
LIMFOCITS % 77.1 %

MONOCITS % 5.2 % HIMFOCITOSIS
COSINDFILS % > % ALARMA Abn Lympho
BASOFILS % 0.9 %

A la citologia s’observen cél-lules de gran mida, molt blaves i d’aspecte molt reactiu.

No es veuen limfocits de mida petita.

Imatge 16: imatges de limfocits corresponents al pacient numero 1; son molt grans i de color

molt blau. Son tipics de mononucleosi infecciosa.
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Després de detectar aquestes cel-lules al microscopi i repassant els simptomes que van
dur la pacient a urgencies (febre i es troba malament), es pensa en una infeccio virica.
Es va demanar la serologia per detectar anticossos heterofils contra els virus de la
familia Herpes. El resultat va ser positiu per Virus Herpes 5 o Citomegalovirus. El

diagnostic final va ser el de Mononucleosi Infecciosa.

Quan un virus entra al nostre cos genera la formacié d’anticossos com a mecanisme de
defensa. En el cas dels virus de la familia Herpes aix0 es produeix en 5-7 dies després
del contacte del pacient amb el virus. Si volem saber si el pacient esta infectat o no,
com gque no podem detectar el virus directament, detectem els anticossos contra el

virus.

O Antigeno

anticuerpo brecipitado

Figura 26: a l'esquerra, resposta del cos fabricant anticossos contra un virus A la dreta,
esquema de com podem saber si una mostra d’un pacient té anticossos produits per una
infeccid virica. Si el pacient ha generat anticossos contra el virus que busquem, en presencia
d’aquest antigen conegut (el posem nosaltres al laboratori), s’uniran antigen-anticos i

precipitara (aspecte com amb grumolls).

A la figura 26 podem observar com un anticos present en el serum d’un pacient es pot
unir per afinitat a un antigen que posem al laboratori marcat amb color fluorescent per

poder veure amb llum aquesta unid.
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PACIENT NUMERO 2

Home de 46 anys que va anar a al seu metge de primaria per gastroenteritis i aquest li

diu que s’ha de fer una analitica.

Passem la mostra per I'analitzador i veiem que el nimero de leucocits és lleugerament

elevat ja que el maxim per no tenir alarmes és 12.000 leucocits/uL; també veiem que

I’'hemoglobina la té normal. Té una alteracié quantitativa, una limfocitosi absoluta,

pero no relativa ja que té 7.350 limfocits/uL perd no més d’'un 60% de limfocits

respecte les altres cél-lules. La prova ens dona |'alarma de limfocits anormals detectats

a la sang del pacient. L’aspecte del grafic de dispersié no crida massa I’atencid.

MAGNITUD
LEUCOCITS
ERITROCITS
HEMOGLOBINA
VCM

HCM

CHCM
PLAQUETES
NEUTROFILS
LIMFOCITS
MONOCITS
EOSINOFILS
BASOFILS
NEUTROFILS %
LIMFOCITS %
MONOCITS %
EOSINOFILS %
BASOFILS %

g/dL
103/uL
103/uL
103/uL
103/uL
103/uL
103/pL
%

%

%

%

%

46 anys; colitis i gastroenteritis

LIMFOCITOSIS
ALARMA Abn Lympho

A la citologia veurem limfocits amb una mica més de citoplasma del conte, alguns amb

granuls al citoplasma i la majoria de mida i forma normals.
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Com el que pacient té una gastroenteritis que normalment és per virus no greus que
poden ser de moltes families, no es sol afegir cap prova més. Es doncs una Limfocitosi

reactiva. Es recomana repos relatiu i control pel seu metge en dues setmanes.

.Y
(
)

Imatge 17: imatges de limfocits corresponents a una limfocitosi reactiva. Podem veure a la del

mig granuls al citoplasma.

PACIENT NUMERO 3

Home de 65 anys que va anar al seu metge de primaria per colitis i gastroenteritis; el

seu doctor decideix que el millor és fer una analitica.

Un cop feta la analitica va ser sotmesa a la prova de I’lhemograma que com podem
observar té un nombre normal de leucocits. L’hemoglobina esta tocant el limit superior
(per sobre de 16 gr/dL ja seria alta) pero la considerem normal. Té una alteracio
guantitativa, una limfocitosi absoluta i també relativa ja que té 6.400 limfocits/pL i

supera el 60% del total de cél-lules leucocitaries.

També té una alteracié qualitativa ja que com podem veure en el grafic de distribucid,
el nuvol rosa i el ndvol verd estan en contacte, i el rosa esta lleugerament estirat cap
amunt. Per ultim, la prova ens dona I'alarma de limfocits anormals detectats a la sang

del pacient.
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Resuurar | unmars |

LEUCOCITS 9.39 103/pL

ERITROCITS 5.03 108/puL
HEMOGLOBINA  15.3 g/dL
VCM 96.4 fL
HCM 30.4 Pg
CHCM 31.5 g/dL
PLAQUETES 126 103/uL
NEUTROFILS 2.58 103/uL
LIMFOCITS 6.40 103/pL
MONOCITS 0.35 103/pL
EOSINOFILS 0.03 103/pL
BASQOFILS 0.03 103/uL
NEUTREIS G | 59 ” 65 anys; colitis i gastroenteritis
LIMFOCITS % 68.2 %
BN TS 3.7 % LIMFOCITOSIS
. ALARMA Abn Lympho
EOSINOFILS % 0.3 %
BASOFILS % 0.3 %

A la citologia vam poder observar que els limfocits eren més petits del normal i vam

detectar ombres que es corresponen a limfocits més fragils que es trenquen quan fem

I'extensio.
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Imatge 18: Imatges de limfocits corresponents a una LLC (puntets de color blau fosc). Podem
veure limfocits molt petits i ombres per tota la foto. Es una imatge molt tipica d’aquest tipus de

malaltia.

75



La citologia ens indica que aquest pacient no té cap procés ni reactiu ni infeccids; pot
ser un procés tumoral o cancerigen. Haurem de procedir a fer la prova de la citometria
de flux especifica, amb I'Us d’anticossos monoclonals dirigits contra la membrana dels

limfocits.

Com he dit anteriorment, en un pacient sa els limfocits més abundants son els tipus T
(marquen positiu per I'anticos monoclonal anomenat CD3); seguidament tenim els
limfocits B (marquen positiu per I'anticos monoclonal anomenat CD19) i finalment els
limfocits Natural Killer o NK (marquen positiu per I'anticos monoclonal CD56). Cal
afegir que TOTS els leucocits, i per tant tots els limfocits marquen positiu per I’anticos

monoclonal CD45.

A més els limfocits T es poden diferenciar entre ells amb dos marcadors: el CD8 i el
CD4 (amb aix0 podem diferenciar si son limfocits T activats contra infeccions o bé son

de defensa contra les infeccions).

Amb la citometria obtindrem grafiques i percentatges que ens indicaran les quantitats
de CD19 i el CD3 (suma de CD4 i CD8), sempre considerant que tots han de ser positius

per CD45 (marcador de leucocits).

Quan es comenga |'analisi de la mostra per citometria especifica primer cal assegurar
gue I'lhem processada seguint tots els passos que he explicat al marc metodologic i que
I'aparell es troba en perfectes condicions. Aix0 en aquest tipus de prova és molt
important per que estem decidint si el pacient té un cancer de la sang o bé és alguna

altra cosa no maligna.

Quan es treballa amb citometria es veuen les cel-lules que marquen positiu per un
anticos d’un determinat color; a la seleccié d’aquest tipus de “nuvol de color”

I'anomenem “gating o seleccio d’una gate cel-lular”.

Primer pas: seleccionar la poblacid de leucocits (positiu en verd per CD45, eix X). A I'eix
de les Y hi trobem la mida de les cél-lules. Podem veure-ho al grafic 3, on el nuvol de

colors és la poblacié que és positiva a CD45, per tant leucocits.
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Grafic 3 : resultat que ens dona el
citometre de flux on podem veure la
poblacié i el percentatge del CDA45.
Seleccionem la poblaci6 de CD45
(leucocits) i deixem fora les plaquetes i
els eritrocits. Podem observar que

tenim un 57,0% de CD45.

Segon pas: seleccionar la poblacié que marca positiu per CD19 (eix X); a l'eix de les Y hi

trobem la mida de les cél-lules. Es selecciona de tota la poblacié que fa llum (colors

blau, vermell i verd) i per tant, limfocits per que no hem usat cap més marcador

cel-lular. La poblacié verda del grafic 4 es correspon als limfocits CD19, per tant, B.
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Grafic 4: Resultat que ens dona el
citometre de flux on podem veure la
poblacié i el percentatge del CD189.
Hem seleccionat la poblacié de CD19
(Limfocits B); la quantitat considerada
anormal és a partir del 15%, com que
té un 40,8% podem dir que té una

patologia.

Tercer pas: seleccionar només la poblacié cel-lular que fa llum de color (limfocits Bi T) i

contrastar aquests diferents colors posant a I'eix de les X el marcatge positiu a CD3

(limfocits T) i a I'eix de les Y el marcatge positiu a CD19 (limfocits B). Aquest pas es

troba representat al grafic 5.
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1 Kz Grafic 5: Resultat que ens dona el citometre de
70.2% 0.1%

flux on ens compara les poblacions i
percentatges de CD3 i CD19. En aquesta grafica
contrastem el CD19 (Limfocits B) amb el CD3

(Limfocits T). Com que veiem que el CD19

predomina amb un 70,2% sobre el CD3 que té

K3

o un 22,7% podem dir que té una malaltia

neoplasica de limfocits B.
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El quart pas ja no el descric per qué no el vaig dur a terme jo mateix i no el vaig veure
(les proves especifiques es fan al Laboratori Hematologia Especial de I'Hospital Josep
Trueta) ; seria acabar d’afegir tots els marcadors que son tipics de la malaltia sospitada
o LLC i fer el contrast dels diferents colors també per citometria de flux. Aquest pas el
van fer els facultatius especialistes del laboratori amb el diagnostic final de LLC. He
adjuntat una petita taula dels marcadors que fan que s’arribi a aquest diagnostic (font:

https://es.slideshare.net/drguillenvargas/leucemias-mas-comunes-en-adultos)
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3.2.3 ANALISIS ESTADISTIC D’UN NOU PARAMETRE DE LA POBLACIO
LIMFOCITARIA A 'HEMOGRAMA.

Després de fer la comparacid de la limfocitosi com a Unica dada dels pacients per
arribar a diferents diagnostics, els facultatius del laboratori em van proposar fer una
petita prova amb un nimero que I'analitzador dona en tots els hemogrames pero que
no es fa servir de forma rutinaria. Es un dels parametres que es troben en investigacié

actualment i s’"anomena Volum de la poblacid limfocitaria.

El Volum de la poblacié limfocitaria (VPL) és un nimero que s’obté d’analitzar tots els
limfocits del pacient amb una corba de normalitat (descrita en el marc teoric). He fet

un esquema grafic del que vol dir aguest numero.

mitjana

2,5%

amplada de la corva

Ndmerode limfocits

Mitjana pacient sa
Volum de limfocits

La linia vermella que divideix la corba (poblacié dels limfocits) per la meitat fa
referencia a la mitjana del volum de les cel-lules (eix de les X volum o mida, eix de les Y
guantitat de cel-lules mesurades). Els extrems es rebutgen per que és on trobem els
valors més diferents a la mitjana (tant per I'esquerra per que son massa petits com per

la dreta per que son massa grans).
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L’amplada de la corba dona informacié sobre com de diferents son les cel-lules entre
elles (la distancia que hi ha entre la més petita a I'esquerra de la grafica i la més gran a

la dreta de la grafica).

Quan més baixa és aquesta diferencia, més petita és I'amplada de la corba i per tant

més estreta és. Aixo vol dir que totes les cel-lules son molt semblants de mida.

Seguint aquest esquema vaig fer una hipotesi basada en la mida dels limfocits de cada
malaltia estudiada quan es miren al microscopi. Aixi, el pacient sa té mida normal, el
pacient amb LLC té una mida petita i el pacient amb mononucleosi té una mida gran.
Per tant ha d’existir relacié6 amb el niumero obtingut amb el Volum de la poblacié

limfocitaria. Posant aquesta hipotesi en un esquema seria aixi:

. Limfocitosi Reactiva
- Mononucleosi Infecciosa

- Leucemia Limfatica Cronica

|
Mitjana Mitjana
LLC ‘L. Reactiva |

Numero de limfocits

Volum de limfécits

Considerant la limfocitosi reactiva com la grafica que no és malaltia, la LLC seria més
petita del normal i la Mononucleosi seria més gran del normal. A més, la corba de la
LLC seria estreta (tots serien molt petits o igual de petits), la de la Limfocitosi Reactiva
seria més normal (ni estreta ni ampla) i la de la mononucleosi seria una corba ampla
(vol dir que hi hauria cel-lules molt grans barrejades amb més petites). Ara s’ha de

comprovar.
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Vaig agafar una mostra de 10 pacients, i totes les dades que I'hemograma va treure les
varem col-locar en un full Excel, on posteriorment les varem traslladar al programa que
fan servir els facultatius del laboratori anomenat SPSS. En aquest programa varem
posar el volum de limfocits de pacients sans (limfocitosis reactives) , pacients amb una

LLC i pacients amb una mononucleosi infecciosa.

En la seglient taula podem veure la comparacié dels numeros obtinguts, utilitzant la
mitjana i els percentils 25% i 75%. Com podem veure, el volum de la poblacié
limfocitaria en la limfocitosi reactiva és de 89 femtolitres (fL), just enmig dels 83 fL de
la LLC i els 86 fL de la mononucleosi. Si mirem per cada malaltia els percentils usats,
veiem que en la limfocitosi reactiva i la LLC els dos valors no son molt distants, és a dir,
que la diferéncia entre el valor petit (percentil 25%) i el valor gran (percentil 75%) no

es molt gran. Aquests resultats es troben resumits a la taula 5.

Limfocitosi Reactiva LLC Mononucleosi Infecciosa

Mitjana 25% 75% Mitjana 25% 75% Mitjana 25% 75%

VPL 89 87 90 83 78 90 95 86 106

Taula 5: Resultats extrets del Excel pel valor del Volum de poblacié limfocitaria (SPSS). Podem
veure com les mitjanes de les tres condicions son diferents entre elles, la més gran la de la

mononucleosi (VPL: volum poblacié limfocitaria; LLC: leucemia limfatica cronica).

L’ample de la corba entre el percentil 25% i el 75% depén del moment que analitzem la
malaltia. Si analitzéssim una malaltia que és recent en un pacient, la corba ens sortiria
normal, ja que hi hauria poques cél-lules infectades, pero si I'analitzéssim quan el
pacient ja la té de fa bastant temps podem observar que en el cas de la LLC la corba
sera més estreta ja que el volum i forma de les seves cel-lules son més petites de
I’habitual, en el cas de la mononucleosi la corba sera més ample ja que el volum i

forma de les seves cel-lules son més grans de |’habitual, i en el cas de la Limfocitosi

81



Reactiva la corba seria normal ja que el volum i forma les seves cél-lules son molt

similars a les sanes.

Si posem en un grafic de caixes i bigotis (grafic 6) aquests resultats veiem com en els
pacients sans (limfocitosis reactiva) el VPL es troba al voltant de 80 fL (mitjana amb la
ratlla negra dins la caixa). Aquesta ratlla és veu més per sota en el cas de les LLC i més

per sobre en el cas de les Mononucleosi Infecciosa.

120
110
100

-

80

Volum de la poblacio limfocitaria

70

60

Pacient Sa Leucémia Limfatica Cronica Mononucleosi Infecciosa

Grdfic 6: resultat de I'anadlisi estadistic amb diagrama de caixes on es relaciona el Volum
Poblacio Limfocitaria amb grup patologic. Els resultats son significatius, és a dir que les

diferéncies observades entre grups son reals. Grafica obtinguda utilitzant el programa SPSS.

Aquests resultats demostren que aquest parametre, el Volum Poblacid Limfocitaria pot
ser util quan mirem les dades de ’hemograma i per tant en el primer pas del diagnostic
al laboratori dels pacients que tenen Limfocitosi. Cal fer estudis d’estadistica amb

molts més pacients per poder donar validesa a aquesta hipotesi.
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4. DISCUSSIO | CONCLUSIONS

Comencaré aquesta part del treball mirant de treure conclusions dels resultats que he
presentat. La idea principal pel treball de recerca era semblant al treball final que ha
sorgit; cal dir que vaig anar afegint coses que he considerat peces clau per la meva
recerca. Segons anava fent varem decidir afegir al treball un punt d’originalitat i
utilitzar unes dades sobre un parametre que mai havia estat publicat. El motiu
d’aquesta incorporacié al treball va ser que la maquina que he usat per aquests casos
es troba a I'Hospital Santa Caterina de Girona des de fa uns mesos i es troba en fase

d’avaluacio pels facultatius del laboratori d’"Hematologia.

Considero que he assolit tots els coneixements que necessitava i els resultats obtinguts
son els esperats. L'aprenentatge ha estat molt util pel que penso que vull estudiar en

un futur.

Estic satisfet amb la meva feina ja que considero que he adquirit molts coneixements
nous i que m’he familiaritzat amb tres malalties totalment diferents relacionades amb
la sang: se perque passa, perque esta causada, qui les pateix, com es diagnostica, la

metodologia necessaria per poder arribar al diagnostic... entre d’altres.

Al tornar a llegir els objectius que vaig formular al principi del treball i al principi de la
part practica, considero que he assolit cadascun d’ells inclds algun altre que no

m’esperava.

M’agradaria destacar un dels objectius que tenia principalment abans de comengar el
treball de recerca: poder apropar-me a la malaltia a través de pacients reals per saber
el que es viu quan realment estas interactuant amb una persona que té una de les
malalties estudiades. M’ha agradat aprendre com arribar al seu diagnostic per
aconseguir el benestar de aquella persona. M’ha servit per mantenir-me motivat en
tot moment i tenir ganes de continuar fent el que m’agrada que es poder ajudar a una

persona que no es troba en un estat de salut complert.
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Aniré discutint els resultats punt per punt de forma breu:
1. Analisi de la limfocitosi al laboratori.

Un cop acabat el treball puc treure com a conclusions que el diagnostic de totes
les malalties estudiades en aquest treball comencen el seu procés quan
I'hemograma ens determina una limfocitosi (xifra superior als 5.000
limfocits/uL)) en la sang del pacient. A partir d’aqui tots passen per |’analisi al
microscopi o citologia per apropar-se més al diagnostic final, i es en aquesta
part de el procés en la que cada tipus de malaltia es tractada de manera
diferent ja que la mida, la forma i la quantitat de les cel-lules que componen

cada tipus de malaltia son totalment diferents.

Per tant, puc treure com a PRIMERA CONCLUSIO que tots els pacients que
tenen una de les tres malalties incloses es comencen a diagnosticar sempre
amb el mateix procés, pero acaben de manera Unica, és a dir, que com que tots
els pacients tenen dades diferents i percentatges de les cel-lules diferents, a la
hora de fer el diagnostic, en cada cas es passara per camins diferents dins de

I’algoritme que li correspon.

Com a SEGONA CONCLUSIO, puc dir que I'edat té una relacié directa amb el
tipus de malaltia estudiat. Amb I'analisi de caixes i bigotis he demostrat que els
pacients joves solen tenir infeccions virigues mentre que els grans solen

presentar quadres cancerigens.
2. Estudi comparatiu dels tres pacients escollits.

En I'estudi dels 3 pacients estudiats de forma detallada, podem concloure que
en un principi els 3 hemogrames indicaven una mateixa situacié patologica ja
qgue les alarmes quantitatives (més de 5.000 limfocits/uL)) i les qualitatives
('alarma Abn Lymph) referents a la poblacié de limfocits presentaven els

mateixos resultats.

Després de |'observacié de les cel-lules al microscopi optic (citologia) es va

veure que les cel-lules de cada pacient eren morfologicament diferents.
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Les principals diferencies van ser la mida, el volum i la forma. Aquest analisi ens
orienta cap a malalties diferents, i per tant, cada pacient va seguir el seu

algoritme fins arribar al seu diagnostic final.

Aprofundint més en el tema de la limfocitosi reactiva, he descobert que no cal
dur a terme més proves després de la citologia per acabar de confirmar-ho. En
el cas de la Mononucleosi infecciosa, he pogut confirmar no es pot diagnosticar
només amb I’'hemograma ja que els resultats que ens dona poden coincidir amb
altres tipus de malaltia. Hauriem de seguir I'algoritme i fer la citologia, on ens
orientarem cap a la necessitat de fer serologia. Si mirem la grafica de caixa i
bigotis de les edats, arribem a la conclusid que és una malaltia comu entre

nadons, nens i adolescents fins a un maxim de 22 anys.

En el cas de la LLC (Leucémia Limfatica Cronica), he pogut observar que no en
tenim prou amb les dades que ens dona I’lhemograma per tenir una idea del
gue és ja que es pot confondre amb moltes coses i que cal fer més proves per
arribar al seu diagnostic final. Com hem dit a la part teorica, les cél-lules de la
LLC son en gran quantitat i de volum molt petit, pero tot i veient aixo a la prova

de la citologia no en tindriem prou per saber si és una LLC realment.

En el seglient procés, la citometria de flux especifica, podrem saber si es una
LLC sempre que les grafiques que obtenim com a resultat ens validen que el
pacient té un percentatge de CD19 elevat. Al mirar la grafica de caixa i bigoti he
arribat a la conclusié que aquesta malaltia és molt més abundant en persones

d’una edat avangada, dels 70 als 83 anys.

Per tant, com a TERCERA CONCLUSIO puc dir que a partir de una mateixa
condicid patologica es pot arribar a diferents diagnostics i que és molt

important seguir els processos analitics necessaris per confirmar la malaltia.

Com a QUARTA CONCLUSIO dir que la limfocitosi reactiva no és una condicié
patologica, que la Mononucleosi és més habitual en edats joves de la vida i la

LLC és més tipic d’edats avangades.
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3. Utilitat del Volum de Poblacid Limfocitaria.

Al laboratori, com en altres ambits de la ciencia, és imprescindible investigar
per poder avancar en el diagnostic de les malalties. Les empreses que fabriquen
analitzadors contribueixen en aquesta millora proporcionant millors aparells.
Part d’aquesta millora son els nous parametres de I’hemograma, entre ells el

volum de la poblacié limfocitaria.

En I'analisi del 10 pacients amb el parametre del Volum de la poblacio
limfocitaria, vaig formular una hipotesi de com ens podriem anticipar a la

malaltia que tenia el pacient abans de dur a terme la prova de la citologia.

La meva hipotesi consistia en mirar la mida dels limfocits (de tota la poblacio
del pacient) abans de la citologia per saber si pot donar una orientacio de quina

possible malaltia es tracta.

Considerant que la mida esperada dels limfocits és la dels pacients sans o amb
una limfocitosi reactiva pero sense malaltia, podem mirar com son respecte

aquest valor els limfocits d’un pacient amb LLC o amb Mononucleosi Infecciosa.

També podem mirar 'amplitud de la corba que té la poblacié limfocitaria, és a
dir, la distancia que hi ha entre els limfocits més petits del pacient (zona de
I’esquerra de la corba) i els més grans (zona de la dreta de la corba). Si la corba
és molt estreta vol dir que I'amplitud és poca i la poblacié és molt semblant de
tamany (o bé tots molt petits o tots molt grans, perd molt iguals). Si la distancia
entre els dos extrems de la corba és gran vol dir que la diferencia entre la

cel-lula mes petita i la més gran, és elevada.

Concretament, si el volum dels limfocits és inferior del normal, per tant,
I'amplitud de la corba és estreta, podem dir que és una possible LLC. Si per
contra el volum dels limfocits es més gran del normal i per tant I'amplitud de la

corba és gran, podem dir que es una possible mononucleosi infecciosa.
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Per tant, puc dir que la meva CINQUENA CONCLUSIO és que a partir de la
observacid de el volum dels limfocits, podem tenir una idea aproximada del
diagnostic final abans de dur a terme la citologia i aixi proporcionar una

informacié molt util en el primer moment del diagnostic dels pacients.

Com a SISENA CONCLUSIO dir que mirant la distancia o amplitud de la corba de
la poblacié dels limfocits podem saber com d’homogenia o igual de mida és

aquesta poblacid i per tant ajudar a I'orientacié diagnostica del pacient.

Al dur a terme aquest treball, m’he adonat que la tecnologia al laboratori és molt més
abundant del que esperava, i que cada cop esta incrementant més degut als nous
avencos cientifics. Els aparells son complexes, grans i hi arriben moltes mostres cada
dia; tots els pacients s’analitzen en 24 hores i per tant els analitzadors son rapids i

fiables.

Per fer tota aquesta feina calen moltes persones. Al laboratori de Santa Caterina hi
treballen 88 persones repartides en tres torns (mati, tarda i nit). La gran majoria de
persones que treballen al laboratori son téecnics que son els que fan la part practica
(posen els aparells a punt, reben i distribueixen les mostres i les processen). Una part
menys nombrosa son els metges especialistes en Analisis Cliniques. Ells son els que
treballen amb els resultats obtinguts per arribar al diagnostic final. Analitzen tots els
resultats en diferents arees del laboratori i son els que decideixen si s’ha de fer més

proves o si cal enviar al pacient a I’'hospital a urgencies.

Personalment estic molt content de la feina que he fet i de el tema i el procés que he
escollit per dur a terme el meu treball de recerca ja que he entrat en el sector medic i
he pogut experimentar dins I'ambit en el que m’agrada moure’m. He experimentat en
moltes de les situacions que es poden donar a un laboratori des de el dia més relaxat
on hi havia feina més normal fins al dia que hem hagut de cérrer i que l'estrés es
respirava al laboratori, pero m’ha servit per saber realment la pressié que té cada

treballador d’un laboratori clinic.
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Com a conclusié final, estic orgullds del treball ja que considero que ha estat un procés
de superaciéo que m’ha fet entendre el que realment m’agrada i al que possiblement

em voldria dedicar.

CONCLUSIONS

*  PRIMERA CONCLUSIO: tots els pacients es comencen a diagnosticar amb el mateix
proces, pero acaben de manera unica.

*  SEGONA CONCLUSIO: I'edat té una relacié directa amb el tipus de malaltia estudiat.

»  TERCERA CONCLUSIO: és molt important seguir els processos analitics necessaris
per confirmar la malaltia.

*  QUARTA CONCLUSIO: la limfocitosi reactiva no és una condicio patologica, que la
Mononucleosi és més habitual en edats joves de la vida i la LLC és més tipic d'edats
avancades.

*  CINQUENA CONCLUSIO: a partir de la observacio de el volum dels limfocits podem
tenir unaidea aproximada del diagnosticfinal abans de dur a terme |a citologia.

*  SISENA CONCLUSIO: |a distancia o amplitud de la corba de la poblacio dels limfocits
ajuda al’orientacio diagnostica del pacient.
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