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RECOMENDACIONES PARA LA MEDICION DE LA
VELOCIDAD HEMATICA DE SEDIMENTACION

RESUMEN

La Velocidad Hemética de Sedimentacion es una prueba analitica que mide la sedimentacion de los
globulos rojos en una hora y se relaciona con la tendencia de los mismos de formar pilas de moneda,
sedimentar y compactarse secundariamente a la variacion de la concentracion plasmatica de proteinas
(globulinas y fibrindgeno). En este documento se entrega informacion de las propiedades reoldgicas de los
eritrocitos, aplicaciones clinicas de la VHS, factores que pueden modificar la VHS, otros factores (ambien-
tales, fisioldgicos, tratamientos), valores de referencia, métodos para medir la VHS y estandarizacion de la
mediacion de la VHS y finalmente recomendaciones para realizar el método de Westergren que es método
de referencia basado en el método gold estandar o de referencia para la medicion de la VHS, se utiliza para
validar y verificar nuevas metodologias.

ALCANCE

Estas recomendaciones técnicas estan dirigida a los laboratorios clinicos publicos y privados que rea-
lizan dentro de sus prestaciones hemogramas o en forma aislada Velocidad Hematica de Sedimentacion.

INTRODUCCION

El médico polaco Edmund Biernacki en 1894, fue el primer cientifico en presentar un informe sobre el
método de velocidad hemadtica de sedimentacion (VHS) en “Wiener Medicinische Wochenschrift”; més tar-
de (1897) y en dos publicaciones consecutivas explico a través de experimentos, la base fisiopatoldgica de
la VHS en el diagndstico clinico, al relacionar la VHS y concentracion de fibrindgeno en el plasma. Pocos
meses antes de estas publicaciones, Biernacki presento, ante la Sociedad Médica de Varsovia, cinco im-
portantes conclusiones: 1) el resultado de la VHS es variable entre individuos; 2) la sangre con “pequefias
cantidades de eritrocitos” sedimenta mas rdpido; 3) la VHS depende de la concentracion de “fibrindgeno”
en el plasma; 4) las enfermedades febriles (incluida la fiebre reumdtica) con aumento de fibrindgeno au-
mentan la VHS y 5) en la sangre desfibrinada la sedimentacion de los eritrocitos es mds lento.

Biernacki para obtener resultados repetidamente consistentes, disefid capilares y cilindros de vidrio
de 200 mm de longitud, provistos con oxalato de sodio como anticoagulante. Al mismo tiempo realizo
mediciones de la VHS a los 30 minutos, 1 hora y 24 horas; asi concluy¢ tempranamente que la utilidad
clinica de la VHS estd determinada por su medicion después de una hora o en la fase Il de la sedimentacion
(FiguraN° 1).
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Veinte afios después de las publicaciones de Biernacki sobre VHS, tres cientificos hicieron “descu-
brimientos” similares e independientes entre si, sin conocer las publicaciones de Biernacki. Estos nue-
vos descubrimientos fueron realizados por Ludwik Hirszfeld (VHS en el paludismo-1916), Robert Sanno
Fahraeus (VHS como prueba de embarazo-1919) y Alf Vilhelm Albertsson Westergren (VHS en la tubercu-
losis pulmonar-1921).

En 1924 Westergren publico “The Die Senkungscreaktion” realizando una descripcion similar de la VHS
como la realizada anteriormente por Biernacki, Hirszfeld y Fahraeus, introduciendo el cambio en el anti-
coagulante por citrato trisodico dihidratado. Més tarde (1971) este método fue recomendado como “gold
estandar” por The International Council for Standardization in Haematology (ICSH), donde Westergren se
incorporé como uno de los primeros miembros proponiendo su propio método de VHS como gold estan-
aar, el que un afio mas tarde fue ratificado por The American National Committee for Clinical Laboratory
Standards (CLSI Guia H5A2). La VHS por lo tanto es la misma prueba, y esta sujeta a idénticas variables
para su interpretacion, que hace 130 afios.

El procedimiento descrito por Biernacki, Hirszfeld, Fahraeus y Westergren, se basa en la Ley de Stock en
donde la sedimentacion en fases de una particula (eritrocitos) y su geometria (poiquilocitosis) depende de
la viscosidad de un liquido (el plasma). La VHS proporciona una magnitud de la concentracion de proteinas
de fase aguda y permite detectar estados de inflamacion/infeccion. Si bien la prueba no es especifica para
ninguna enfermedad, es ampliamente utilizada en el estudio de enfermedades hematoldgicas y no hemato-
|6gicas, asi como para monitorear la actividad de enfermedades inflamatorias/infecciosas, como factor de
riesgo 0 como respuesta a determinadas acciones terapéuticas.

Posteriormente a los antecedentes historicos ya presentados, en 1977 la ICSH y NCCLS (CLSI) publi-
caron nuevas recomendaciones estableciendo modificaciones razonables al método de rutina, como el uso
de pipetas plasticas en lugar de vidrio, asi como el uso de sangre anticoagulada con EDTA.

En 1988 ambas instituciones normativas publicaron nuevas pautas para el aseguramiento de la calidad.
En 1993 la ICSH publicd nuevas recomendaciones focalizadas en garantizar que las mediciones fueran
comparables entre laboratorios.

Varios métodos nuevos, algunos de ellos semi o completamente automatizados, estuvieron disponibles
desde el 2001. Las innovaciones técnicas, instrumentales y de bioseguridad, incorporadas en estos nuevos
métodos mejoraron significativamente los procedimientos existentes y ademas estaban cubiertas por el
estandar CLSI H02-A4.

Sien una pipeta especial la sangre anticoagulada se deja reposar verticalmente o en angulo determina-
do, se observa como los globulos rojos sedimentan espontaneamente, dejando sobre ellos una columna
de plasma (distancia medida en milimetros). Este proceso se denomina hemosedimentacion y la velocidad
con que ocurre corresponde a la Velocidad Hematica de Sedimentacion (VHS).

Este documento describe el método estandarizado de referencia para VHS en el laboratorio de hema-
tologia segun los criterios del ICSH (2011) y aceptado por la CLSI en el documento Procedures for the
Erythrocyte Sedimentaction Rate test; Approved estandar — Fifth Edition H02-A5 (2011).

Departamento Laboratorio Biomédico Nacional y de Referencia.
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DESARROLLO

 PROPIEDADES REOLOGICAS DE LOS ERITROCITOS

La sedimentacion de una particula esférica (eritrocitos) en un fluido viscoso (plasma) ocurre a través de
la Ley de Stokes y corresponde a la resistencia que experimenta la particula al sedimentar de forma laminar
(bajos numeros de Reynolds - NR) en un fluido que presenta una viscosidad constante. Fue derivada en
1851 por George Gabriel Stokes, tras resolver un caso particular de las ecuaciones de Navier-Stokes. El
nimero de Reynolds NR relaciona la densidad, viscosidad, velocidad y dimension tipica de un flujo en una
expresion adimensional, que interviene en la dindmica de fluidos; el mencionado NR sirve para identificar
si un flujo es la laminar o turbulento.

Los componentes de la Ley de Stokes se relacionan de la siguiente manera:
e Fuerza de friccion (Fr):

(F)=6wRnv

(R=radio de la esfera; v=velocidad y n= viscosidad del fluido; w= relacion entre la longitud de una
circunsferencia y su didmetro 3,1416).

e \elocidad de caida de las particulas (Vs):
(Vs) =2 @ r2.g (pp—pf)/In

(g=aceleracion de la gravedad; pp= densidad de las particulas, pf= densidad del fluido; n= viscosidad
del fluido; r=radio de la particula y @ = relacion entre la longitud de una circunsferencia y su didmetro
3,1416).

Fase | Fase Il Fase Il Fase IV

R A

Figura N° 1:
Representacion de la Ley de Stockes en las fases de la sedimentacion del eritrocito y la morfologia que este adopta en las dife-
rentes fases. Las lineas en color azul representan la resistencia a la sedimentacion del eritrocito en el plasma.

llustracion profesor José Diaz Garrote.
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SEDIMENTACION (mm)
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m MORFOLOGIA

| Los eritrocitos adoptan la formacion de rouleaux.

I Los eritrocitos asociados en forma de rouleaux, forman a su vez aglutinados esféricos (AE) de tamafio

homogéneo.

m Los eritrocitos de la interface entre el plasma y 1a columna de eritrocitos, sedimentan predominantemente
en forma de AE.

v Disminuye la sedimentacion de los AE y aumenta el empaquetamiento.

V Compactamiento final de los eritrocitos a la hora de andlisis.

Figura N° 2:
Fases de la sedimentacion del eritrocito y la morfologia que este adopta por el desplazamiento interno de la hemoglobina cuando
se utiliza el método de Westergren.

Imagen disefiada por Prof. TM. MCs José Diaz Garrote.

En general la ley de Stokes, se aplica al movimiento de particulas esféricas pequefias, que sedimentan a
baja velocidad y por lo tanto es levemente diferente a la sedimentacion de eritrocitos por el método de Wes-
tergren 0 basados en este método por: 1) su geometria de disco biconcavo, 2) alteraciones patoldgicas que
producen cambios morfoldgicos en el eritrocito -poiquilocitosis- o en su tamafo -normocitosis, microcitosis
0 macrocitosis-, 3) alteraciones en el recuento de eritrocitos -estados de anemia o policitemia-, 4) condiciones
que causan alteraciones en la distribucion de los eritrocitos -rouleaux o autoaglutinacion-y 5) la carga eléc-
trica 0 condiciones que afectan el potencial “z" de la membrana eritrocitaria. Estas condiciones/alteraciones,
determinan que la sedimentacion de los AE, describan una curva sigmoidea (Figura N° 2) y no lineal como
ocurriria con un determinado nimero de particulas, perfectamente esféricas y sin carga eléctrica. En sintesis,
la VHS no mide exactamente un analito, sino un fendémeno fisico que depende de un gran nimero de variables.

o APLICACIONES CLINICAS DE LA VHS

A nivel internacional, el 30% de los laboratorios realizan rutinariamente el método de Westergren para
medir la VHS, prueba relativamente “simple” y de bajo costo, muy utilizada en clinica como indicador inespe-
cifico de enfermedad junto a la historia clinica y examen fisico del paciente; la VHS es a menudo mal utilizada
e inadecuadamente interpretada. La VHS en clinica se utiliza con dos objetivos: en primer lugar, ser parte de

Departamento Laboratorio Biomédico Nacional y de Referencia.
Instituto de Salud Pablica de Chile
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|a orientacion diagnastico, y en segundo lugar para monitorear el tratamiento. En el primer caso la VHS ob-
tenida e interpretada correctamente, entrega una valiosa informacion orientadora que mejora si se interpreta
en conjunto con los niveles de proteina C reactiva (PCR), otras proteinas de fase aguda como fibringeno,
principal determinante de la VHS, perfiles de citoquinas o menos frecuentemente electroforesis de proteinas
plasmaticas que permitirian distinguir entre trastornos inflamatorios/infecciosos agudos o cronicos.

e FACTORES QUE PUEDEN INFLUENCIAR LA VHS:

Alteraciones intracorpusculares hereditarias del eritrocito pueden modificar la VHS del pacien-
te, son ejemplos la Hemoglobina C homocigota (hemoglobinopatias) y esferocitosis hereditaria (membra-
nopatias) en que disminuye la VHS, mientras que el déficit de glucosa-6-fosfato deshidrogenasa (eritroen-
zimopatias) aumentan la VHS.

Alteraciones hereditarias o adquiridas en el recuento de eritrocitos, pueden modificar la
VHS del paciente, son ejemplos que las Anemias producen un aumento de la VHS, mientras que en las
policitemias disminuye la VHS. Los factores geograficos pueden modificar la VHS, especialmente si
aumenta el hematocrito. Las variaciones estacionales, se asocian a primavera y otofio con aumento
de la VHS, mientras que en verano disminuye. La disminucion de la humedad ambiental reduce los valores
de VHS. La alimentacion, el ayuno prolongado, la malnutricion, anorexia nerviosa, puede generar un au-
mento de la VHS. La edad en el recién nacido la VHS es baja (policitemia) y aumenta segun edad y género.
En el embarazo aumenta el fibrindgeno, IL-8 y disminuye el hematocrito. La VHS aumenta alrededor del
4to mes de embarazo, alcanza un peak en la primera semana del puerperio y vuelve a cifras normales entre
la 3ra - 4ta semana post parto. Medicamentos como la heparina y anticonceptivos orales aumentan la VHS.
Algunos anestésicos, salicilatos, cortisona y asparraginasa disminuyen la VHS.

e VALORES DE REFERENCIA

Los valores de referencia (VR) deben ser establecidos localmente de acuerdo con las recomendaciones de
la CLSI (EP28-A3c) y deben ser obtenidos con sangre diluida o anticoagulada con citrato de sodio, cuando se
utiliza el método de Westergren o métodos basados en él. Es conocido el aumento progresivo de la VHS con
la edad, por lo cual, se sugiere establecer el VR para cada década de la vida en hombres y mujeres.

TABLAN° 1.
Valores de referencia segun edad y género (CLSI - HO2-A5 2011).

VHS método de Westergren mm en la primera hora

18-30 3 5

31-40 3 6 <8 <11

41-50 6 6 <N <13

51-60 6 9 <12 <19

60-70 6 9 <13 <20
>70 6 10 <30 <35

Departamento Laboratorio Biomédico Nacional y de Referencia.
Instituto de Salud Pablica de Chile
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e METODOS PARA CUANTIFICAR LA VHS

Método Westergren

Es el método gold estandar o de referencia para la medicion de la VHS, se utiliza para validar y verificar
nuevas metodologfas. Su desventaja es que no puede ser calibrada y no existe ni esta disponible material
de referencia. El método de Westergren emplea sangre anticoagulada con citrato trisddico en una relacion
de cuatro volimenes de sangre con uno de citrato de sodio que se deja sedimentar en un tubo plastico o
de vidrio (ISO 13079:2011). La lectura se realiza en la fase Il de la sedimentacion, a los 60 minutos + 1
minuto. Este método estd influenciado por: a) la temperatura ambiental, b) la viscosidad del medio, por
efecto de la concentracion de proteinas plasmaticas (fibrindgeno/globulinas), ¢) tiempo de almacenamien-
to y temperatura de almacenamiento de las muestras, d) dilucion o proporcion sangre/anticoagulante, e)
hematocrito-recuento de eritrocitos o estados de anemia/policitemia y ) variaciones en el tamafio y geo-
metria de los eritrocitos.

Las pipetas de Westergren de plastico o vidrio graduadas en milimetros poseen un diametro interno
de 2,55 + 0,15 mmy 200 mm de longitud. La pipeta se debe introducir en la copa que tiene la dilucion o
mezcla sangre/anticoagulante y debe ser aforada hasta la marca 0 mm. Se deja sedimentar en una base
perfectamente vertical (90° +2°) y después de la primera hora se realiza la lectura de la VHS en el menisco
de sedimentacion de los globulos rojos, se verifica que el plasma atn se encuentre en la marca de aforo 0
mmy que el buffy coat se excluya de |a lectura. En el caso de eritrocitos que sedimentan de manera difusa
(forma de un drbol), 1a lectura se realiza en la zona donde los eritrocitos se encuentran mas concentrados.

Columna de sedimentacion en pipeta Westergren

5

Figura N° 3
Lectura de la velociaad hematica de sedimentacion: pipeta n®1= 5 mm/1hr; pipeta n°2 = 4 mmy/1hr; pipeta n°3= 10 mm/1hr;
pipeta n®4 =25 mmy/1hr; pipeta n°5= 71 mm/1hr; pipeta n°6 = 81 mm/1hr; pipeta n°7= 0 mm/1hr; pipeta n°8 = 105 mm/1hr.

Obtenido de htip.//slideplayer.com/slide/6502458/

Departamento Laboratorio Biomédico Nacional y de Referencia.
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Protocolo Método Westergren
Utilizar un tubo con 250 uL de citrato trisodico al 3,8%.

Agregar 1 mL de sangre sin anticoagulante o anticoagulada con EDTA.

Las muestras obtenidas con EDTA pueden ser diluidas con suero fisiologico.
Homogeneizar con 10 inversiones la dilucion o mezcla sangre/anticoagulante.
Introducir a pipeta con suavidad y lentamente en el tubo con la muestra sanguinea.
Aforar hasta la marca 0 mm y dejar en el soporte de Westergren en forma vertical.
Luego de 60 minutos leer el menisco de sedimentacion de eritrocitos.

Verificar que el aforo en 0 mm se mantiene, si no es asi restar o sumar los mm.

© o N o g ke W =

Informar el resultado en mm en la primera hora asociando el valor de referencia segun edad/género.

Métodos automatizados

La automatizacion de la medicion de la VHS ha sido un gran aporte en el procesamiento de un elevado
numero de muestras, reduccion del riesgo bioldgico del personal de laboratorio, disminucion del tiempo
de analisis, control del error humano en Ia ejecucion, lectura o transcripcion de los resultados, reduccion
de los costos (personal y uso de tubos de EDTA estandar). Sin embargo, se demostro a través del DAS-28
(disease activity score), que el cambio del método de Westergren por otra metodologia de medicion de la
VHS clasificd erroneamente el indice de actividad en pacientes con artritis reumatoide y una baja correla-
cion con la PCR (Sociedad Valenciana de Reumatologia, ISSN 1133-4800, Vol. 4, N°. 1, 2011).

Otras publicaciones apuntan a las posibles consecuencias de las diferencias intrinsecas entre los resulta-
dos de medicion entre el método de Westergren versus los métodos alternativos y/o modificados en conse-
cuencia, la necesidad de estandarizacion y armonizacion de la prueba justifica el objetivo de este documento.

La Tabla N°2 se describen ejemplos de equipos y métodos empleados para analisis de VHS (algunos
disponibles en Chile). Los métodos para medicion de VHS se clasifican en Método de Westergren, es el
método gold estandar (ICSH de 2011), Métodos de Westergren modificados, basados en el método de
Westergren con modificaciones (reduccion del tiempo, uso de anticoagulantes recomendados por el ICSH,
con o sin dilucion de la muestra) y Métodos alternativos que no estan fundamentados en el método de
Westergren, en su lugar utilizan principios de centrifugacion, fotométrico o reoldgicos que se extrapolan al
metodo de Westergren.

La clasificacion de los métodos de VHS, debe estar explicitamente indicada por el fabricante y el in-
serto del método debe informar su imprecision, interferencias y su magnitud (anemia, lipemia, hemolisis),
valores de referencia segun género y edad (CLSI EP28-A3), informacion sobre sensibilidad, carryover en
sistemas automatizados (CLSI EP10 -A3-AMD), especificidad del método en enfermedades especificas y
sensibilidad a la concentracion del fibrindgeno.

Departamento Laboratorio Biomédico Nacional y de Referencia.
Instituto de Salud Pablica de Chile
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TABLAN° 2.

Equipamiento y Metodologia de uso a nivel nacional para VHS.

m METODO DE MEDICION

Centrifugacion de sangre anticoagulada con EDTA. Se utilizan mdltiples lecturas Opticas de
ESR STAT PLUS la interfase eritrocito/plasma para determinar la VHS.

Sangre anticoagulada con citrato de sodio en tubos de llenado al vacio. Medicion de la VHS

Excyte M a los 30 min, valor matematicamente extrapolado a la VHS de Westergren.
iSED Reologia-fotométrica mide la agregacion de los eritrocitos. Los resultados se extrapolan con
el método de Westergren.
Microtest 1, Cinética fotométrica en capilar. El capilar con la muestra anticoagulada con EDTA, se
Test1y expone a un circuito de “flujo detenido”, que produce la sedimentacion de los eritrocitos en
Roller 20 LC 20 segundos.
Sedimatic 100 Mide la sedimentacion de la sangre anticoagulada con citrato de sodio en tubos de llenado
al vacfo. Fotometria manual cuantitativa.
Sediplast ESR Método Westergren manual y Westergren modificado. La VHS es medida a los 60 minutos.
e En un soporte, las muestras en tubos Seditainer se homogenizan. Una cdmara mide la altura
y de la capa celular inicial y final después de 20 min.
Seditainer Sangre anticoagulada con citrato de sodio en tubos de llenado al vacio de 120 mm. Método
de extraccion al vacio.
Siarrsed Sangre anticoagulada con citrato de sodio en tubos de llenado al vacio. Medicion de la VHS
en sistema cerrado y automatizado a los 30 min; Método de Westergren.
Medicion de la sedimentacion a los 30 min, matematicamente extrapolado a la VHS de
Streck ESR Auto Plus Westergren. La VHS es medida a los 30 minutos y extrapolada a 1 hora.
Vesmatic Cube 200 Utiliza tubos EDTA estandar; las muestras sedimentan por 20 min'y los resultados se

extrapolan a unidades Westergren.

Los métodos de Westergren modificados y alternativos deben ser verificados y el procedimiento de
verificacion de VHS debe cumplir con los siguientes requisitos:

A)  Precision: Analizar por los métodos de Westergren/Westergren modificados o Westergren/alternativos
seleccionando al menos 60 muestras, en todo el rango analitico (1-120 mm en la primera hora). Para
ejemplificarlo un Grupo 1 compuesto con 20 datos de VHS entre 1-20 mm en la primera hora, un
Grupo 2 compuesto con 20 datos de VHS entre 21-60 mm en la primera hora y un Grupoe 3 con 20
muestras de VHS mayor de 60 mm en la primera hora.

B) Coeficiente de correlacion, regresion de Passing-Bablok y Bland-Altman. Si existe correlacion esta-
disticamente significativa entre el método gold estandar y Westergren modificado o alternativo, los
resultados de estos métodos pueden extrapolarse matematicamente a los valores de Westergren co-
rrespondientes.

1 0 Departamento Laboratorio Biomédico Nacional y de Referencia.
Instituto de Salud Pablica de Chile
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Figura N° 4
Ejemplos de equipos automatizados para medir la VHS; en general miden por método dptico.

e ESTANDARIZACION DE LA MEDICION DE LA VELOCIDAD HEMATICA DE SEDIMENTACION

Es necesario identificar los factores externos al método que puedan influir en la determinacion de los
resultados. Los factores estables y posibles de controlar a través del tiempo son:

a) Condiciones de estabilidad de la muestra: Las muestras de sangre pueden permanecer a tem-
peratura ambiente entre 18 a 25°C por un maximo de 4 horas, o permanecer a 4° C con una estabilidad
de 24 horas. En este (ltimo caso con la precaucion de mantener 15 minutos antes de la determinacion
a temperatura ambiente.

b) Condiciones de preparacion de la muestra: La sangre debe ser homogeneizada antes de iniciar
la prueba, se recomiendan realizar 12 0 mds inversiones completas para que la sangre fluya de extremo
a extremo del tubo (mezcla 1:4 citrato/sangre). Este procedimiento puede ser manual o automatizado.

¢) Condiciones de suspension de la sangre: La sangre debe ser anticoagulada con EDTA a una
concentracion final de 3,5 a 5,4 mmol/L (tubo con EDTA); se utilizard el sistema al vacio para la toma
de muestras, luego serdn diluidas en citrato trisddico o suero fisiologico en relacion 1:4.

d) Control de Calidad: El analisis permite conocer el desempefio de un método, evalta diferentes pro-
cesos con el fin de lograr el cumplimiento de los requisitos de calidad establecidos en cada laboratorio
(CCI). Existe material de control comercial que pueden ser utilizados tanto para el método de Wester-
gren como para los métodos automatizados que representan las condiciones normales y patologicas
de la poblacion. En este contexto, la GLSI recomienda cubrir el rango de 15a 115 mm en la primera
hora. En ausencia de material de control de calidad comercial, puede utilizar el procedimiento descrito
por Plebani y Piva (Erythrocyte Sedimentation Rate — Am J Clin Pathol 2002;117:621-626).

e) Condiciones de lugar de trabajo: El drea de trabajo debe estar libre de vibraciones y la superficie
debe estar nivelada, de la misma manera la temperatura ambiental debe de estar entre 18-25°C.

f)  Informe de resultados: Los resultados de la Velocidad Hemética de Sedimentacion se deben infor-
mar en milimetro en 60 minutos.
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