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RECOMENDACIONES PARA EL ANALISIS
DE LIQUIDOS BIOLOGICO

1.- RESUMEN

Se seleccionaron los liquidos bioldgicos de mayor interés desde el punto de vista del laboratorio clini-
co, en los cuales se pueden llevar a cabo andlisis que contribuyen al diagnostico y evaluacion de diversas
patologias. En la mayoria de los casos se seleccionaron algunas metodologias que pueden efectuarse en
laboratorios con infragstructura basica.

Con esto se espera contribuir al estudio de los liquidos bioldgicos seleccionados y proporcionar algu-
nas herramientas de interés para su adecuada clasificacion y analisis.

2.- ALCANCE

Este documento consolida los examenes realizados mas frecuentemente en el laboratorio clinico en
muestras de liquido cefalorraquideo, liquido amnidtico, liquido de cavidades serosas (pleural, pericardico
y peritoneal) y liquido sinovial.

Contiene recomendaciones para los laboratorios clinicos que realizan analisis quimico y celular de
liquidos bioldgicos, contribuyendo a la estandarizacion, y proporcionando informacion relevante sobre
valores de referencia, correcta manipulacion, transporte y analisis.

En este documento, no se considera el analisis microbiologico de los liquidos, donde las condiciones
y procesos analiticos asociados pueden ser diferentes.

3.- INTRODUCCION

Los liquidos biologicos, al igual que el plasma, contienen diversos constituyentes quimicos y celulares
que interactdan dindmicamente para mantener el equilibrio corporal. La concentracion de algunos analitos
es similar a la plasmatica, al igual que la actividad enzimatica; sin embargo en otros, los constituyentes
presentan sus propios niveles que los caracterizan, como por ejemplo en el caso del liquido cefalorraqui-
deo en su contenido proteico.

Lo anterior sumado a la valiosa informacion respecto de su aspecto, color concentracion de analitos y
relacion del contenido proteico y otros analitos respecto del contenido plasmatico, permiten clasificarlos
como normales o0 patologicos y extraer de su estudio informacion relevante para el apoyo clinico.

4.- DESARROLLO

Este documento no considera el andlisis mirobioldgico de los lipidos, donde las condiciones y proce-
s0s analiticos asociados puedan ser diferentes.

4.1.- LiQUIDO CEFALORRAQUIDEO (LCR)

Fisiologia y composicion

El LCR es un liquido que bafia el encéfalo y la médula espinal. Circula por el espacio subaracnoideo,
los ventriculos cerebrales y el canal ependimario. En el adulto el volumen total oscila entre 90 a 150 mLy
en recién nacidos varia entre 10 2 60 mL.

El LCR es un amortiguador mecdnico que protege de traumatismos, regula el volumen de los conteni-
dos intracraneales, es un medio nutriente del sistema nervioso central y es via de excrecion para productos
metabolicos del sistema nervioso central.

EI LCR se forma a partir del plasma por filtracion selectiva, por la presion hidrostatica y la secrecion por
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transporte activo, otorgandole una composicion quimica distinta a un ultrafiltrado plasmatico. Existe por
tanto un transporte activo entre la sangre, LCR y cerebro, lo que da lugar a que existan concentraciones di-
ferentes de sustancias en cada lugar. Los electrolitos como el sodio, magnesio y cloruro estdn mas concen-
trados en el LCR que en el plasma, mientras que el bicarbonato, glucosa y urea estan menos concentrados.
Por otra parte, las proteinas solo pasan al LCR en cantidades muy pequefias.

Numerosas enfermedades que alteran la barrera hematoencefdlica cambian la composicion del LCR, por
ello es importante su estudio y con frecuencia determinante en el diagnostico de infecciones meningeas,
carcinomatosis y hemorragias. También es Gtil en las enfermedades desmielinizantes del sistema nervioso
central o periférico.

Figura N°1

Puncion Lumbar.

Se extrae
liquido
cefalorraquideo
para su analisis

Fuente: www.nlm.nih.gov

Toma de muestra

ElI LCR normal es un liquido claro descrito como “agua de roca”, lo que significa que es totalmente
transparente, como agua pura. La presion del LCR en adultos es de 90 — 180 mmHg y en nifios entre 10 —
100 mmHg, de manera que de Ia puncion sale gota a gota. Es seguro obtener hasta 20 mL en un adulto si
la presion es normal. En casos de hipertension, que se puede inferir durante el procedimiento de puncion,
es mejor obtener menor volumen, hasta 2 mL.

EI LCR se recolecta rutinariamente por puncion lumbar entre la tercera y cuarta vértebra lumbar, o entre
la cuarta y quinta vértebra lumbar, con el paciente sentado o acostado, como se esquematiza en la Figura
N°1, corresponde a un procedimiento estrictamente médico, previa evaluacion clinica para descartar hiper-
tension endocraneana. Se utiliza una técnica aséptica que prevenga la introduccion de infeccion y dafio al
tejido neural.

Se recomienda recolectarlo (aproximadamente 20 mL) en cuatro tubos estériles, provistos de tapas
herméticas, el primero de los cuales es para examenes quimicos y serologicos, el segundo y el tercero
para pruebas microbioldgicas y estudios moleculares para agentes infecciosos y el cuarto para recuento de
células sanguineas (en caso necesario agregar un quinto tubo para busqueda de células malignas). ldeal-
mente los tubos deben ser de plastico (polipropileno) para evitar adherencias de las células de la muestra
al vidrio del tubo.

Departamento Laboratorio Biomédico Nacional y de Referencia.
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Conservacion y transporte

Una vez obtenido el LCR debe ser analizado lo mas pronto posible, en caso contrario se debe conservar
refrigerado para el recuento celular y congelado para las pruebas quimicas y seroldgicas. Si se requiere
de examenes adicionales, cuidar condiciones especiales para almacenamiento de acuerdo a naturaleza del
examen.

Todas las muestras de LCR deben manipularse con las mismas medidas de bioseguridad que para el
manejo de otras muestras bioldgicas adoptadas en el laboratorio, considerdndolas como potencialmente
infecciosas.

ANALISIS DE LCR

A. Examen macroscopico
Aspecto

El aspecto normal del LCR es claro y cristalino. Esta apariencia puede variar, dependiendo de algunas
patologias, proporcionando valiosa informacion sobre la significancia clinica, por ejemplo, un liquido tur-
bio 0 de aspecto lechoso, puede indicar un incremento del contenido proteico o lipidico, pero también ser
indicativo de infeccion por la presencia de globulos blancos. Un liquido sanguinolento puede ser indicativo
de hemorragia o de puncion traumatica.

Un liquido xantocromico, término utilizado para describir el LCR con un sobrenadante rosado, anaran-
jado o de color amarillo, es indicativo de a presencia de productos de la degradacion de globulos rojos,
dependiendo de la cantidad de éstos presentes en el LCR y el tiempo que han permanecido en él. El color
amarillo da cuenta de una pequefa cantidad de oxihemoglobina; el anaranjado es producto de una intensa
hemdlisis y el amarillo, producto de la conversion de la oxihemoglobina a bilirrubina no conjugada. Otras
causas de xantocromia pueden ser debido a elevados niveles séricos de bilirrubina, carotenos, incremento
de concentracion proteica y melatonina (metdstasis cerebral de melanoma).

Dependiendo de su aspecto, el LCR se puede informar como: Normal, con xantocromia, hemolizado o
con turbidez.

B. Examen Microscdpico

EI LCR normal no contiene globulos rojos. Si estan presentes puede ser producto de una puncion trau-
matica, ademads el nimero de globulos rojos va disminuyendo desde el primer a tercer tubo colectado. En
el caso de hallazgo de globulos rojos fantasmas, corresponde a un cuadro vascular anterior.

El estudio microscopico del liquido cefalorraquideo debe ser analizado, a peticion del clinico, para la
busqueda cualitativa o cuantitativa de células hematologicas o células malignas.

La primera determinacion a realizar es el recuento celular, asi el laboratorio determinara cuantos leuco-
citos se encuentran por unidad de volumen (mm?3 o pL).

El recuento de leucocitos en el LCR es muy bajo, de hecho su andlisis se puede realizar en forma manual
0 en equipo automatizado validado para liquidos biologicos. Un aumento de leucocitos puede ocurrir en
infecciones (virales, bacterianas, micoticas y parasitarias), alergias, leucemia, esclerosis multiple, hemo-
rragia, traumatismo, encefalitis, y en sindrome de Guillain-Barré.

Departamento Laboratorio Biomédico Nacional y de Referencia.
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Tabla N° 1:

Células predominantes en el LCR

TIPO DE CELULA IMPORTANCIA CLIiNICA PRINCIPAL HALLAZGOS MICROSCOPICOS

Linfocitos

Neutrdfilos

Monocitos

Macrdfagos

Formas blasticas

Células de linfoma

Plasmocitos

Células de epéndimo,
coroides y fusiformes

Células malignas

Normal.

Meningitis viral, tuberculosa y micotica.
Esclerosis multiple.

Enfermedad degenerativa y enfermedades
inflamatorias (sarcaidosis, arteritis, etc.).

Meningitis bacteriana.

Casos tempranos de meningitis viral,
tuberculosa y micética.

Hemorragia cerebral.

Normal. -
Meningitis viral, tuberculosa y micotica.
Esclerosis multiple.

Eritrocitos en el liquido espinal.
Medio de contraste.

Leucemia aguda.

Linfomas diseminados.

Esclerosis multiple.
Reacciones linfociticas.
Infeccion (viral, TBC, pardsitos).

Procedimientos diagndsticos.

Carcinomas metastasicos. _
Carcinoma primario del sistema nervioso
central.

Pueden encontrarse todos los estados de
desarrollo.

Los granulos pueden ser menos
prominentes que en sangre. _
Las células se desintegran con rapidez.

Se encuentran mezclados con linfocitos.

Pueden contener eritrocitos fagocitados que
aparecen como vacuolas vacias fantasma,
granulos de hemosiderina y cristales de
hematoidina.

Linfoblastos, mieloblastos o monoblastos.

Se asemejan a linfocitos con ncleos
hendidos.

Se observan formas tradicionales y clésicas.

Se observan en grupos con ncleos y
paredes celulares bien diferenciados.

Se observan en grupos con fusion de los
bordes celulares y los nicleos.

Referencia: “Andlisis de Orina y de los Liquidos Corporales”, Strasinger — Di Lorenzo, 5% Edicion, Editorial Médica Panameri-

cana, Pag. 186.
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Procedimiento para recuento celular en forma manual:

1. Homogenice el liquido cefalorraquideo mezclando suavemente por inversion el tubo que contiene Ia
muestra para suspender las células sedimentadas. La agitacion vigorosa puede destruir las células y
afectar el recuento celular.

2. Use una pipeta para transferir liquido cefalorraquideo a la camara de Neubauer, Figura N°2. Llene el
espacio entre el cubre-objeto y la cdmara de recuento de globulos evitando las burbujas de aire. Car-
gue ambos lados de la cdmara.

3. Mantenga la camara de Neubauer en una capsula de Petri con papel filtro himedo por 5 minutos hasta
que los leucocitos sedimenten.

4. Coloque la cdmara de Neubauer en la platina del microscopio y fijela con las abrazaderas. Use objetivo
10x de aumento para visualizar el drea de lectura. Ajuste la iluminacion y el condensador para obtener
un mejor contraste celular.

5. Constate que la celularidad es semejante en ambos lados de la cdmara. Cualquier discordancia impor-
tante o signo de desecacion invalida el recuento.

Recomendaciones para el recuento:

1. <200 en los 9 cuadrados: contar toda el drea (9 mm?).

2. >200en los 9 cuadrados: contar las 4 esquinas (4 mm?).

3. >200en 1 cuadrado: contar 5 cuadrados del cuadrado central (0,2 mm?).

4. Muestras diluidas: contar minimo 200 células.

Las dimensiones de la Cadmara de Neubauer son las siguientes:
1 mm de longitud
1 mm de ancho 1x1x0,1=01mm?
0.1 mm de profundidad
Figura N°2:

Cdmara de recuento Neubauer

Departamento Laboratorio Biomédico Nacional y de Referencia.
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Formula diferencial

Se debe evitar la clasificacion simple en porcentaje de mononucleares y polinucleares.

La formula diferencial de leucocitos ayuda a establecer |a linea celular predominante. Es el caso en que
|la infeccion viral se asocia con aumento de linfocitos, y las infecciones bacterianas y flngicas se asocian
con un aumento de neutrdfilos. La formula diferencial también puede revelar eosindfilos que se asocian a
alergias; macrofagos con bacterias fagocitadas (indicando meningitis).

Tincion de May Griinwald — Giemsa
1. Centrifugar la muestra (volumen relativo de 0,5 mL) de LCR a 1.000 rpm por 4 minutos. Separar el sobre-
nadante dejando una cantidad suficiente para reconstituir el sedimento y realizar la extension, dejar secar.

2. Usar la tincion de May Griinwald-Giemsa propia del hemograma pero con Giemsa diluido entre el 1
y 2%, en el caso que tenga una alta densidad celular se puede reducir el tiempo de Giemsa o usar la
técnica sin modificaciones.

3. Realice la lectura con lente de inmersion (100 x) diferenciando las células de acuerdo al hallazgo de
los leucocitos encontrados. Exprese cada tipo celular en porcentaje.

Informar:
Células hematopoyéticas: neutréfilos (segmentados y baciliformes), granulocitos inmaduros (meta-
mielocitos, mielocitos y promielocitos), linfocitos variantes de linfocitos (reactivos), monocitos / ma-
crofagos, eosindfilos, basofilos, células plasmaticas, eritroblastos.

Células tumorales o blastos.
Células epiteliales de recubrimiento.
Otras células atipicas.

Para el recuento diferencial también es (til la citocentrifugacion, con la cual se puede disminuir signi-
ficativamente el volumen de LCR del orden de 0,1 mL y tiene la ventaja de distribuir los elementos de la
muestra en una monocapa, permitiendo una mejor observacion.

Para identificacion bacteriana, es muy importante realizar la tincion Gram para andlisis microbioldgico.

Tabla N°2:
Valores de referencia del LCR (andlisis celular)

e s |12t | o

Eritrocitos 0-50/uL 0-27 /uL 0-7/uL 0-5/uL
Leucocitos 0-5/uL
Linfocitos 2-38% 6-99 %
Monocitos 50-94 % 3-37%

Histiocitos 1-9% Raros
Neutrdfilos 0-8% 0-2%
Células neuroectodérmicas Raras Raras

Referencia: CLSI. Body Fluid Analysis for Cellular Composition; Approved Guideline. Document H-56-A. Vol. 26 N° 26. June
2006.
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C. Examenes quimicos

Proteinas

La prueba més frecuente efectuada al LCR es la determinacion de proteinas. El contenido proteico nor-
mal del LCR en adultos es de alrededor de 15 a 40 mg/dL, siendo un poco superior en nifios y ancianos.
La principales proteinas presente en el LCR son la albimina, con alrededor de 15,5 mg/dL, prealblimina
1,7 mg/dL, transferrina 1,4 mg/dL, inmunoglobulina G 1,2 mg/dL, inmunoglobulina A 0,13 mg/dL y ceru-
loplasmina 0,1 mg/dL.

Un incremento del contenido proteico del LCR es indicativo de un dafio de la barrera hematoencefdlica,
provocada por meningitis, hemorragias y diversos desordenes neurologicos, dentro de los mas importantes.

Los métodos rutinarios mas frecuentes para cuantificar el contenido proteico del LCR son los métodos
turbidimétricos y nefelométricos mediante sueros especificos en equipos automatizados, ademas son los
mas recomendables por su buena precision, utilizacion de escasa cantidad de muestra y manejo de un
adecuado control de calidad interno. También podrian usarse otras metodologias como cuantificacion de
proteinas, por el método de precipitacion de dcido sulfosalicilico o tricloroacético (TCA). Este tltimo es
mas recomendado por precipitar tanto albimina como globulinas. La calibracion debe prepararse en base
a patrones con una mezcla de albimina y globulinas.

Otros métodos disponibles para cuantificar proteinas en LCR son el método con tincion de azul brillante
de Coomassie G250 y los disponibles para analizadores quimicos con bajos niveles proteicos como el
método cloruro de benzetonio.

Determinacion de fracciones proteicas

El diagndstico de desdrdenes neuroldgicos asociados con un contenido anormal de proteinas en el LCR
requiere la medicion de fracciones proteicas del LCR, las cuales estaran presente en forma proporcional al
dafio de la barrera hematoencefalica. Enfermedades como la esclerosis mdltiple y otras que estimulan las
células inmunocompetentes en el sistema nervioso central (SNC) incrementaran el nivel de inmunoglobu-
lina G (IgG) en el LCR.

Para evaluar |a integridad de la barrera hematoencefalica se determina el indice de albumina, para lo
cual se divide el contenido de albimina del LCR, expresada en mg/dL versus el contenido de albimina
sérica, expresada en g/dL:

albamina LCR (mg/dL)
albumina sérica (g/dL)

indice de albtimina =

Un indice menor de 9 representa una barrera intacta. El indice se incrementa en forma proporcional al
dafio de la barrera.
También se puede calcular el indice IgG para medir la sintesis de IgG dentro del SNC:

IgG LCR (mg/dL)/1gG sérica (g/dL)

indice de IgG = i ‘
albumina LCR (mg/dL) / albimina sérica (g/dL)

Departamento Laboratorio Biomédico Nacional y de Referencia.
Instituto de Salud Pablica de Chile
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La electroforesis en LCR, acompafiada simultdneamente de una electroforesis de proteinas en suero,
ayuda al hallazgo de bandas oligoclonales y su interpretacion, es decir lograr diferenciar si el aumento se
debe a una respuesta inmune sélo a nivel de SNC, si es una patologia sistémica con afectacion de SNC, si
es una inflamacion sistémica generalmente infecciosa o i s por una gammopatia monoclonal.

La electroforesis con deteccion por tincion de plata fue ampliamente usada, sin embargo su interpre-
tacion es mas dificil, debido a los patrones obtenidos. Hoy se usa preferentemente isoelectroenfoque, con
deteccion de bandas precipitantes de producto enzimatico, luego de transferir el gel a nitrocelulosa. Este
método permite obtener imagenes mas limpias que favorecen la interpretacion de patrones asociados a
bandas oligoclonales, como se observa en la figura N°3:

1) Patron normal,

2) Esclerosis mdltiple,

3) Esclerosis multiple e inflamacion del cerebro en enfermedad sistémica,

4)
)

5) Mieloma 6 Gammopatia monoclonal.

Inflamacion sistémica,

Fig. N° 3.

Patrones tipicos en isoelectroenfoque
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Referencia: Journal of Neurology, Neorosurgery and Psychiatry 1994, 57: 897-902
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Glucosa

La concentracion de glucosa en el LCR es el resultado de un proceso dindmico de equilibrio con la
glucosa plasmatica a través de transporte activo en las células endoteliales y simple difusion a través de
un gradiente de concentracion entre el plasma y el LCR. El contenido de glucosa en el LCR es aproxima-
damente un 60 a 70% del contenido plasmético, alrededor de 65 mg/dL. Para una evaluacion confiable de
glucosa en el LCR se debe medir en paralelo la glucosa plasmatica. Para su andlisis pueden utilizarse los
mismos métodos analiticos empleados para medir glucosa sanguinea, teniendo presente que debido a la
glicolisis en LCR se debe efectuar el andlisis en forma inmediata.

Concentraciones elevadas de glucosa en el LCR son siempre consecuencia de concentraciones ele-
vadas en plasma. Niveles bajos de glucosa en el LCR pueden ser de considerable valor diagndstico en la
determinacion del agente causal en meningitis. Los hallazgos de bajos niveles de glucosa en LCR, acom-
pafiado de un incremento en el recuento de leucocitos y un alto porcentaje de neutrofilos, son indicativos
de meningitis bacteriana. Si los leucocitos predominantes son linfocitos en lugar de neutrofilos, se sos-
pecha de una meningitis tuberculosa. También pueden producir disminucion de glucosa en LCR tumores,
sarcoidosis, cisticercosis y otros parasitos, sifilis meningeas, entre otras. Por otra parte, si los valores de
glucosa en el LCR son normales, con incremento del nimero de linfocitos, el diagnostico esta a favor de
una meningitis viral. Estos patrones clasicos pueden no estar presentes en todos l0s casos de meningitis,
pero cuando lo estan pueden ser de utilidad.

Lactato

Los niveles normales de lactato en el LCR son de 10 a 22 mg/dL y su concentracion no estd relacio-
nada con la concentracion plasmatica. Los incrementos de niveles de lactato en el LCR son el resultado
del metabolismo anaerdbico al interior del SNC a causa de hipoxia tisular u oxigenacion disminuida a
nivel cerebral. Cualquier condicion que disminuya el transporte de oxigeno hacia en SNC incrementard los
niveles de lactato en el LCR.

Entre las numerosas condiciones que provocan altos niveles de lactato a nivel del LCR se encuentran:
baja presion arterial de oxigeno, infarto cerebral, arteriosclerosis cerebral, hemorragia intracraneal, hidro-
cefalias, dafio cerebral traumadtico, edema cerebral y meningitis.

La determinacion de lactato puede ayudar en la diferenciacion de meningitis causada por bacterias y
por virus. En la meningitis viral, los niveles de lactato raramente exceden los 25 a 30 mg/dL, en contraste,
otras formas de meningitis, como las de origen bacteriano, generalmente producen niveles de lactato en el
LCR mayor de 35 mg/dL.

Los incrementos de lactato en el LCR estdn estrechamente asociados con bajos niveles de glucosa en
el LCRy los resultados combinados de ambos parametros pueden ser un mejor indicador diagndstico para
meningitis bacteriana, que en forma aislada.

Glutamina

La glutamina se forma a partir de amoniaco y alfa-cetoglutarato en las células cerebrales, como medida
de eliminacion del amoniaco, producto de desecho toxico metabdlico. Concentraciones elevadas de gluta-
mina se asocian a trastornos hepdticos que aumentan la concentracion de amoniaco en sangre y en el LCR.

La medicion de glutamina aporta mejor informacion que la medicion de amoniaco, debido a su mayor
estabilidad. Los valores normales de glutamina estan entre 8 y 18 mg/dL, y es muy frecuente que los pa-
cientes presenten alteraciones de conciencia con valores mayores de 35 mg/dL.
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Tabla N° 3:
Valores de referencia del LCR (para algunos analitos)

ANALITO mg/dL

Albdmina 17,7 =251 (%)
Proteinas totales 15-40 (%)
60 — 80 (nifios) (*
Glucosa 40 - 70 (adultos) (%)
Lactato 10-20 (**)

Referencias:
(*) Tietz Textbook Clinical Chemistry and Molecular Diagnostics, Burtis CA, Ashwood ER, Bruns DE, fifth edition, Elsevier, 2012.
(**) www.aruplab.com.

4.2.- LIQUIDO SINOVIAL

Fisiologia y composicion

Es un liquido viscoso que llena las cavidades articulares y acttia como lubricante manteniendo al minimo
|a friccion entre los huesos. Este liquido también suministra un medio nutricional para el cartilago y ayuda a
disminuir el impacto de compresion durante las actividades tales como caminar y saltar, Figura N°4.

El liquido sinovial es un ultrafiltrado del plasma con la misma concentracion ionica, contiene pocas
proteinas y células pero es rico en acido hialuronico, producido por células sinoviales, responsable de su
viscosidad. Su andlisis en el laboratorio ayuda a determinar el origen patoldgico de diversas enfermedades
que provocan inflamacion de las articulaciones, ayudando a diferenciar las artritis infecciosas de las no
infecciosas.

Figura N°4:

Esquema de rodilla humana

Musclo Cuadriceps

Membrana Sinovial

Cartilago
Liquido Sinovial Lo / Articular

Menisco

Cartilago Articula
& 4 Ligamento
Peroné ' de la Patela

Tibia

Referencia: hitp:www.mejorconsalud.com
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Toma de muestra

La toma de muestra de liquido sinovial es un procedimiento médico que se realiza por puncion articular
con jeringa (artrocentesis). La cantidad de liquido presente variara dependiendo de la articulacion y de Ia
cantidad de liquido acumulado. Por ejemplo en la articulacion de la rodilla la cantidad normal de liquido
sinovial es de alrededor de 3,5 mL, el cual puede incrementarse hasta unos 25 mL en una inflamacion.
En algunos casos solo se pueden obtener algunas gotas, las que sirven para un analisis microscopico o
bacterioldgico.

Normalmente el liquido sinovial no coagula; sin embargo, producto de algunas enfermedades, puede
contener fibrindgeno y coagulard. Por lo anterior se recomienda recolectarlo con jeringas heparinizadas, con
heparina sddica. Cuando se obtiene suficiente cantidad, se deberia distribuir en tres tubos, uno estéril y he-
parinizado para el laboratorio de microbiologia, un tubo con EDTA para andlisis celular y en un tubo sin anti-
coagulante para pruebas quimicas. Estos ultimos se deben centrifugar tan pronto como sea posible y separar
el sobrenadante para prevenir interferencias por elementos celulares en las pruebas quimica y serologicas.

ANALISIS DE LiQuIDO SINOVIAL
A. Examen macroscopico

Aspecto y viscosidad

El aspecto normal del liquido sinovial es claro y de color amarillo palido. Cuando hay procesos inflama-
torios adquiere un color amarillo profundo y puede tener un tinte de color verdoso en infecciones bacterianas.
La presencia de sangre en el liquido sinovial puede provenir de una artritis hemorrdgica o de aspiracion
traumatica. Esto ultimo puede corroborarse al observar una distribucion irregular de sangre en el aspirado.

La turbidez se asocia frecuentemente con la presencia de globulos blancos; sin embargo, restos de
células sinoviales y fibrina también producen turbidez. El liquido también puede aparecer lechoso en pre-
sencia de cristales.

La viscosidad del liquido sinovial es similar a la de la clara de huevo y esta dada por la polimerizacion
del dcido hialurdnico, la cual es esencial para la lubricacion de las articulaciones. La artritis afecta tanto Ia
produccion del dcido hialurénico como su polimerizacion, lo cual produce una disminucion de su visco-
sidad. Una forma practica y sencilla de medir su viscosidad es observar su capacidad de formar una hebra
desde la punta de la jeringa, lo normal es obtener una hebra de 4 a 6 cm. A esta propiedad se le conoce
como filancia. También se puede colocar una gota de liquido sobre un portaobjeto y con un aplicador de
madera levantarla lentamente.

Se puede estimar el grado de polimerizacion del dcido hialurénico mediante 1a prueba de Ropes o codgulo
de mucina, con una solucion del 2 al 5 por ciento de &cido acético. Normalmente se forma un codgulo del
liquido sinovial, rodeado de un liquido claro. A medida que la capacidad del acido hialuronico para polimerizar
disminuye, se forma un coagulo menos consistente y el liquido a su alrededor incrementa en turbidez. Esta
prueba se informa en términos de la consistencia del coagulo como coagulo solido, débil, desmenuzable y sin
coagulo. Esta prueba no se lleva a cabo en forma rutinaria, debido a que en todas las formas de artritis decrece
|a viscosidad del liquido sinovial, obteniéndose una pequefia informacion diagnostica.

Desde el punto de vista del analisis macroscopico se debe informar:

Color
Volumen
Claridad
Viscosidad

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



RECOMENDACIONES PARA EL ANI'\,LISIS
DE LIQUIDOS BIOLOGICO

Tabla N° 4:
Valores de referencia del liquido sinovial

- NORMAL INFLAMATORIO SEPTICO
<35 >13,5 >13,5

Volumen (mL) ,

Viscosidad (cm)* 3ab <3 <3
Color Amarillo paja Amarillo opaco Lechoso
Leucocitos/pL 50 —-2.000 2.000—75.000 > 75.000

(*): Filancia
Referencia: Reumatol Clin. 2010; 6(6): 316 — 321

B. Examen microscopico

El recuento de leucocitos debe ser realizado de inmediato o antes de una hora, luego de la artrocentesis,
debido a la labilidad de las células en este tipo de muestra. Se utiliza la cdmara Neubauer ya explicitada en
el andlisis de LCR, o utilizando contadores automatizados, aunque existe riesgo de coagulos en el equipo.
Cuando la celularidad es alta, se debe diluir el liquido con suero fisioldgico. Si la muestra es hemorrégica
puede ser necesaria la lisis de eritrocitos para el recuento celular, para ello se diluird Ia muestra con suero
salino hipotonico (0,3 mol/L). No se recomienda el Hayem B como lisante de glébulos rojos, ya que con-
tiene dcido acético, el cual precipita el cido hialuronico e impide el recuento de leucocitos.

El recuento de leucocitos permite clasificar el liquido sinovial en diferentes grupos:

1. Liquido sinovial no patoldgico: hasta 200 leucocitos /L.
2. Liquido sinovial patoldgico desagregado por grupos (Tabla N°4).

3. Liquido sinovial de origen hemorrdgico: el recuento de leucocitos es bajo y se asocia a traumatis-
mo, fractura, tumor y protesis y trastornos de la hemostasia como la hemofilia.
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Tabla N°5:

Trastornos articulares y hallazgos de laboratorio de liquido sinovial

Grupo de clasificacion Importancia patoldgica Hallazgos de laboratorio

Liquido claro y amarillo

g g Buena viscosidad
1.No inflamatorio gtarsotgig]os articulares degenerativos, Leucocitos < 1.000/uL
: Neutrofilos < 30 %

Glucosa normal (glicemia)

Liquido turbio y amarillo

. . . Escasa viscosidad
2. Inflamatorio Trastornos inmunitarios, artritis Leucocitos 2.000-75.000/uL
Origen: Inmunitario reumatoide, lupus eritematoso, Neutrdfilos > 50%

Lyme.
\I_/{quidthu(;btio.o lechoso
g iscocidad baja

%nlggﬁwﬁgouré? . Leucocitos hasta 100.000/pL
cristales Gota inducida por cristales y seudogota. ~ Neutrofilos < 70%

Concentracion disminuida de glucosa
Presencia de cristales

Liquido turbio, amarillo verdoso
Viscosidad variable

3. Séptico Infecci6n microbiana. kl%ﬂ(t:;)ocfﬂtlgz 207'29,/8'1 00.000/uL
Concentracion disminuida de glucosa
Tincion de Gram y cultivo positivos

Liquido turbio, rojo

‘ Lesion traumatica, tumores, hemofilia, Viscosidad baja
4. Hemorragico otros trastornos de la coagulacion. Leucocitos iguales a los de sangre
Dosis excesivas de anticoagulante. Neutrdfilos iguales a los de sangre

Concentracion de glucosa normal

Referencia:
Andlisis de orina y de los liquidos corporales, Strasinger — Di Lorenzo, 5? Edicion, Ed. Médica Panamericana, Pdg. 218

Recuento diferencial

En forma rutinaria la tincion de May Griindwald-Giemsa es la seleccionada por su amplia aplicabilidad
en los laboratorios clinicos. En el caso de muy baja celularidad se puede elegir una técnica con cito-
centrifugacion.

El liquido sinovial contiene alrededor de un 20% de neutrofilos, por lo que la mayoria de las células
corresponden a linfocitos y monocitos (macrofagos). En liquidos parcialmente inflamatorios predominan
las células mononucleadas, como por ejemplo en la fase inicial de artritis reumatoide y artritis del lupus
eritematoso sistémico. En fases de artritis progresivas se observa un predominio claro de neutrofilos, como
también en la artritis bacteriana. La eosinofilia en el liquido sinovial es de baja frecuencia, aunque puede
observarse especialmente en las artropatias asociadas a reacciones alérgicas, enfermedades parasitarias y
carcinomas metastasicos.
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Cristales en liquido sinovial

El examen microscopico del liquido sinovial es de importancia diagnastica en la evaluacion de la artritis
por cristales. La formacion de cristales en la articulacion frecuentemente provoca una inflamacion aguda, con
aumento de leucocitos en liquido sinovial y sus causas incluyen desordenes metabolicos, excrecion renal dis-
minuida, degeneracion de cartilago y hueso e inyeccion de medicamentos intraarticulares como corticoides.

Los principales cristales encontrados en el liquido sinovial son los de urato monosddico (acido drico),
en casos de gota, y pirofosfato calcico, en pseudogota. Las causas mas frecuentes de gota estan dadas por
el incremento del dcido urico sérico debido a alteraciones metabdlicas de los dcidos nucleicos asociadas
a desordenes mieloproliferativos y disminucion de la excrecion renal. La pseudogota se asocia mas a me-
nudo con la artritis degenerativa, que provoca una calcificacion del cartilago, y con desordenes endocrinos
que incrementan los niveles de calcio sérico.

Otros cristales que pueden estar presentes en el liquido sinovial incluyen la hidroxiapatita (fosfato de
calcio bésico), asociados con inflamacion sintomatica aguda; cristales de colesterol, en liquidos infla-
matorios y en liquidos que se drenan de bursas en pacientes con artritits reumatoide, lupus eritematoso
generalizado y espondiloartropatias seronegativas; cristales de oxalato de calcio, casi exclusivamente en
pacientes con dafio renal y oxalosis; cristales de hematoidina, en pacientes con hemartrosis, como produc-
to de degradacion de la hemoglobina; cristales de lipidos (cruces de Malta), en pacientes con monoartritis
aguda, poliartritis cronica y sinovitis villonodular pigmentada; cristales de Charcot-Leyden, poco comunes,
Se encuentran en pacientes con sinovitis eosinofilica y eosinofilia asociada a vasculitis.

|dealmente el examen microscopico debe efectuarse inmediatamente de recolectado el liquido sinovial,
para asegurarse que los cristales no sean afectados por cambios de temperatura y pH. Tanto los cristales
de urato monosaddico como los de pirofosfato célcico se encuentran extra e intracelularmente (neutrofilos);
por lo tanto, el liquido debe examinarse antes de la desintegracion de los leucocitos.

El examen microscopico del liquido sinovial debe efectuarse con microscopio de luz polarizada y luz
polarizada compensada. Los cristales de urato monosodico son de aspecto de agujas y los de pirofosfato
cdlcico son rombicos.

Cristales de dcido drico birrefringentes con luz Cristal de pirofosfato de calcio / basesmedica.cl
polarizada / eltamiz.com

Cristales de urato monosddico extracelulares con
forma de aguja y birrefringencia negativa con luz
polarizada / reumatologiaclinica.org
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C. Examenes quimicos

Debido a que el liquido sinovial es quimicamente un ultrafiltrado del plasma, los valores de las pruebas quimi-
cas son similares a los valores séricos. Por |o tanto hay pocas pruebas de importancia del drea quimica clinica. Lo
mas frecuentemente solicitado es la determinacion de glucosa, porque sus valores decrecen significativamente en
desordenes inflamatorios (grupo 1) o sépticos (grupo 2). Deben medirse simultdneamente los niveles de glucosa
plasmética y en el liquido sinovial, preferentemente en pacientes con ayuno de 8 horas. Bajo estas condiciones el
nivel de glucosa sinovial debiera ser unos 10 mg/dL inferior al de la glucosa plasmética. Para prevenir la glicoli-
sis, los especimenes deben analizarse dentro de una hora de la toma de muestras.

Los niveles de lactato en el liquido sinovial proporcionan una rapida diferenciacion entre artritis inflama-
toria y séptica y no se requiere su medicion plasmatica. En artritis séptica los niveles de lactato del liquido
sinovial son superiores a 250 mg/dL, pero también estos niveles pueden estar presentes en artritis reumatoide.

Otras pruebas quimicas que pueden ser solicitadas en el liquido sinovial son proteinas totales y acido drico.
Debido a que las grandes moléculas de proteinas no son filtradas a través de las membranas sinoviales, el liquido
sinovial contiene menos de 3 g/dL de proteinas (aproximadamente un tercio del valor sérico). El nivel proteico se
incrementa en los desordenes inflamatorios y hemorrdgicos; sin embargo, la medicion de los niveles proteicos en el
liquido sinovial no contribuye a la clasificacion de estos desordenes. Cuando no se puede demostrar la presencia de
cristales en el liquido sinovial, los niveles elevados de dcido Urico se pueden usar para apoyar el diagnostico de gota.

4.3.- LiQUIDOS DE CAVIDADES SEROSAS

Fisiologia y composicion

Los liquidos de cavidades serosas derivan del plasma y se encuentran en las cavidades pleural, peri-
cardica y peritoneal.

Los procesos de formacion de éstos liquidos son dinamicos y estan controlados por la permeabilidad de
los capilares en la membrana parietal, la presion hidrostética en estos capilares, la presion oncética (o coloide
osmotica) producida por las proteinas plasmaticas dentro de los capilares y la absorcion de liquidos por el
sistema linfatico. La presion hidrostatica de la sangre fuerza al plasma a ultrafiltrarse hacia las cavidades,
mientras que las proteinas ejercen una presion inversa a esta filtracion. La permeabilidad del endotelio capilar
requla la velocidad de formacion del ultrafiltrado y de su composicion proteica. Si se incrementa la permeabi-
lidad endotelial provoca un desplazamiento de las proteinas sanguineas hacia las cavidades. Estos fluidos
vasculares ricos en proteinas aumentardn la acumulacion de liquido en las cavidades. Esta acumulacion de
liquido en las cavidades se denomina derrame e indica un proceso patoldgico.

Figura N°5:
Acumulacion de liquido en el espacio pericardico.

Fhuid within
pericardium
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Toma de muestra

Se denomina paracentesis a la puncion percutdnea de las cavidades del cuerpo para la aspiracion de
liquidos. Otras denominaciones describen las punciones segun el tipo de cavidad puncionada, por ejemplo,
pericardiocentesis para la cavidad pericardica, toracentesis para la cavidad pleural y paracentesis propiamente
tal para la cavidad peritoneal. EI término ascitis se refiere al aumento del liquido en la cavidad peritoneal.

La recoleccion de un liquido de derrame desde una cavidad del cuerpo es un procedimiento invasi-
vo que debe ser ejecutada por un médico utilizando una técnica aséptica. A diferencia de la recoleccion
del LCR y sinovial, los liquidos serosos pueden ser obtenidos en grandes volimenes. Esto proporciona
suficiente cantidad de liquido para el andlisis y evita la necesidad de efectuar nuevas punciones, excepto
cuando se requiere por propositos terapéuticos.

Los liquidos de cavidades serosas deben transportarse al laboratorio tan pronto como sea posible des-
pués de ser obtenidos para eliminar potenciales cambios celulares y quimicos. Normalmente, los liquidos
Serosos no contienen sangre ni fibrinGgeno, pero por punciones traumaticas, pueden extraerse liquidos
con sangre y coagulos. Para prevenir la formacion de codgulos se recomienda utilizar tubos estériles con
anticoagulantes, heparinizados, con EDTA, para exdmenes microscopicos. Para examenes quimicos se
utilizan tubos sin anticoagulantes, dado que estos examenes pueden efectuarse en el sobrenadante de
muestras coaguladas. Paralelamente a la paracentesis se debe extraer una muestra sanguinea para estudios
de comparacion.

Figura N°6:
Toma de muestra liquido pleural.

Fuente: wordpress.com

ANALISIS DE LiQUIDOS SER0OSOS

Transudados y Exudados

Clasicamente, segun su contenido proteico, los liquidos serosos se diferencian en transudados y exu-
dados. Esta distincion es fundamental para su clasificacion etiopatogénica y para la seleccion de las mag-
nitudes bioquimicas cuyo estudio aportard una mayor eficacia diagnostica.

Los transudados son liquidos no inflamatorios que se originan por alteracion de factores sistémicos que
afectan a la formacion o reabsorcion del liquido (presion hidrostatica o coloidosmotica). Frecuentemente
estan asociados con insuficiencia cardiaca congestiva, cirrosis hepatica y sindrome nefrotico, los dos dlti-
MOS Se asocian con hipoproteinemia.
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Los exudados son liquidos inflamatorios cuya formacion depende de un aumento de la permeabilidad
capilar debido a alteraciones que implican directamente a estructuras de la superficie de determinadas
cavidades corporales (mesotelio, vasos linfaticos y capilares). Algunas infecciones pueden producir
exudados, asi como también, neoplasias, desordenes sistémicos, traumatismos o condiciones inflama-
torias. Los exudados requieren un mayor nimero de pruebas de laboratorio que los transudados, tales
como estudios microbiol6gicos o estudios citologicos.

La diferencia entre transudados y exudados se basa en niveles arbitrarios de decision clinica que ha sido
determinada empiricamente. Uno de los criterios ampliamente utilizados es el criterio de Light, publicado
en el afio 1972, el cual considera los niveles proteicos en el liquido pleural versus los niveles de proteinas
en suero, al igual que los niveles de lactato deshidrogena (LDH) pleural versus LDH plasmética. Esto se
describe mas adelante, en la seccion de examenes quimicos de los liquidos serosos.

A. Examen macroscépico

Aspecto

No hay disponibles valores de referencia para los liquidos pleurales, pericardicos y peritoneales
debido a que los volimenes en condiciones normales son pequefios. Habitualmente se recolectan y
categorizan como transudados y exudados. Los transudados son generalmente liquidos claros, de color
amarillo palido o amarillo, similar al suero. Debido a que no contienen fibrindgeno, no coagulan en
forma espontanea. En contraste, los exudados generalmente coagulan, varian de color de amarillo, verde
0 rosado y pueden tener un brillo. Contienen fibrindgeno, por tanto requieren un anticoagulante al ser
extraidos.

La turbidez del liquido pleural esta relacionada con la presencia de leucocitos por infeccion bacteriana,
tuberculosis o trastorno inmunitario como artritis reumatoidea. La acumulacion de sangre en |a cavidad
pleural, denominado hemotdrax, puede ser por traumatismo tordcico, en pacientes con infarto pulmonar,
cancer pulmonar o pleural y tuberculosis.

El liquido pericardico turbio se presenta en infecciones o en procesos malignos, en éste tltimo caso
suelen estar acompariados de filamentos de sangre. Los derrames sanguinolentos pueden ser producto de
perforacion cardiaca accidental y dosificacion inadecuada de anticoagulantes.

El liquido peritoneal de exudados es turbio en infecciones bacterianas o micoticas. Su coloracion es
verdosa o castario oscuro cuando hay presencia de bilis. Se observan filamentos de sangre en traumatis-
mos, tuberculosis, procesos malignos y trastornos intestinales. Cuando hay blogueos de vasos linfaticos o
traumatismos, se puede presentar material quiloso o pseudoquiloso.

B. Examen microscépico

Debe realizarse al igual que en los demds liquidos biol6gicos con tincion de May Griinwald Giemsa,
diferenciando todos los tipos celulares.

Las principales células del liquido pleural son los neutrofilos; asociados con neumonia, pancreatitis e
infarto pulmonar; los linfocitos, asociados con tuberculosis, infecciones virales, trastornos autoinmunita-
rios y procesos malignos; las células mesoteliales, asociadas con tuberculosis cuando estan disminuidas;
los plasmocitos, en tuberculosis y células malignas en adenocarcinoma primario, microcitico y carcinoma
metastasico.
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Tabla N° 6:

Valores de referencia del liquido pleural (celularidad)

PARAMETRO/ANALITO VALORES DE REFERENCIA

Volumen 4-12mL
Recuento de células nucleadas 1.395 - 3.734
Macrdfagos 64 —80 %
Linfocitos 18 -36 %
Neutrofilos 0-1%
Células mesoteliales 0-2%

Referencia:
CLSI. Body Fluid Analysis for Cellular Composition; Approved Guideline. Document H-56-A. Vol. 26 N° 26. June 2006.

Es fundamental en el examen de los derrames serosos investigar la presencia de células malignas, las
cuales suelen ser dificiles de diferenciar entre células mesoteliales y otras tisulares. Sus caracteristicas
distintivas son sus irregularidades nucleares y citoplasmaticas, textura nuclear, nucléolos hipercromicos y
relacion ndcleo citoplasma anormal, presencia de multinucléolos, células mitoticas, canibalismo, granulos
citoplasmaticos, vacuolas, etc.

Los derrames pleurales malignos en su mayoria presentan células de adenocarcinomas grandes, irre-
gulares, células de carcinoma microcitico, similares a linfocitos grandes y grupos de células metastasicas
de carcinoma de mama.

C. Examenes quimicos
Cociente proteina total y cociente lactato deshidrogenasa (criterios de Light)

Las pruebas (tiles para la clasificacion de transudados y exudados son las mediciones simultaneas de
proteina total (PT) y lactato deshidrogenasa (LDH), tanto en el suero como en el liquido seroso. A partir de
estas mediciones se establecen cocientes de concentracion de proteina y LDH:

. PT del liquido
Cociente PT =
PT en suero
LDH del liquido
Cociente LDH =

LDH en suero

Estos cocientes proporcionan medios confiables para distinguir entre transudados y exudados. Si el
cociente PT es < 0,5 y el cociente LDH es < 0,6, el liquido se clasifica como un transudado. En contraste,
los exudados son aquellos liquidos con un cociente PT > 0,5y un cociente LDH > 0,6.

En transudados el nivel de LDH es < 2/3 del nivel de LDH sérica y en exudados el nivel de LDH es > 2/3
de los niveles de LDH sérica.
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Gradiente de albiimina plasmatica-albiimina de liquido ascitico (GASA)

Cuando el liquido peritoneal excede de 25 mL y ademds aumenta progresivamente se denomina ascitis.
La relacion entre la concentracion de albdmina en suero y la de albdmina en liquido ascitico proporciona
una mejor clasificacion diagnostica de la ascitis que la concentracion de proteinas, por lo que algunos ex-
pertos reemplazan los términos transudados y exudados en la descripcion de la ascitis, por el de gradiente
de albimina elevado y gradiente de albimina disminuido.

El gradiente de alblimina se obtiene sustrayendo la concentracion de albumina en liquido ascitico a
la concentracion de albimina en suero. Para lo anterior, las muestras de suero y liquido ascitico deben
obtenerse simultdneamente.

La utilidad del gradiente de albumina se basa en el concepto de equilibrio oncético-hidrostdtico. La
diferencia entre albimina sérica y en liquido ascitico es muy grande en pacientes con hipertension portal.
Si esta diferencia es mayor o igual a 1,1 g/dL, sugiere la presencia de hipertension portal, como se puede
encontrar en cirrosis hepatica, metdstasis hepéticas y sindrome nefrético, enfermedad pancredtica y otras.
El gradiente de albimina nos permite clasificar, con una eficacia del 95%, la ascitis como asociada 0 no a
hipertension portal. Los laboratorios deben informar el primer decimal.

Glucosa

La medicion simultanea de glucosa sérica y en el liquido seroso tiene un valor limitado. Si en el liquido
seroso la glucosa es inferior a 60 mg/dL o la diferencia entre glucosa sérica y glucosa del liquido seroso
es superior a 30 mg/dL, se identifica un proceso exudativo. Solo tienen relevancia clinica los niveles bajos
de glucosa ante la sospecha diagnostica de artritis reumatoide.

Amilasa

La medicion simultanea de amilasa en suero y liquido seroso es clinicamente de utilidad para li-
quido pleural y peritoneal, siendo un examen de rutina en muchos laboratorios. Un valor de amilasa
en el liquido que excede el valor normal a nivel sérico, 0 es superior 1,5 a 3 veces, se considera como
anormalmente aumentado. Estos niveles elevados de amilasa en los liquidos se presentan en derrames
provocados por pancreatitis, ruptura esofdgica, perforacion gastroduodenal y neoplasias.

Triglicéridos

El nivel de los triglicéridos en liquidos serosos es de utilidad especialmente cuando estos son
de aspecto lechoso o quiloso. Cuando los niveles de triglicéridos exceden los 110 mg/dL indican
un derrame quiloso, mientras que si estos son inferiores a 60 mg/dL lo descartan. Si los niveles de
triglicéridos estan entre 60 y 110 mg/dL, se puede efectuar adicionalmente una electroforesis de
lipoproteinas.

La presencia de quilomicrones identifica al derrame como quiloso, mientras que su ausencia la iden-
tifica como pseudoquiloso. El contenido de colesterol del derrame quiloso y pseudoquiloso es de utilidad
clinica. La efusion quilosa se asocia con obstruccion o dafio al sistema linfatico. Neoplasias (por ejem-
plo linfoma), traumas, tuberculosis y procedimientos quirtrgicos a menudo provocan derrames quilosos;
mientras que los pseudoquilosos se presentan mas a menudo en inflamaciones cronicas como ocurre en
artritis reumatoide.
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pH

Las muestras de liquidos bioldgicos para las mediciones de pH deberian recolectarse y analizarse de
manera idéntica a las muestras de sangre arterial para mediciones de pH y gases sanguineos, con algunas
excepciones clinicas especiales. Las muestras se recolectan anaerobicamente y se mide el pH a 37°C.

En condiciones fisioldgicas el liquido pleural tiene un pH sobre 7,50; por la mayor concentracion de
bicarbonato que en la sangre. En empiemas y artritis reumatoide el pH bajo es casi constante. Los mayores
grados se acidez se encuentran en empiemas, en los cuales se puede alcanzar pH cercanos a 5,00. En
éstos, el principal determinante de la acidez es la metabolizacion anaerdbica de la glucosa por gérmenes y
leucocitos, siendo el grado de acidificacion indicativo de |a intensidad de la infeccion e inflamacion.

Los liquidos pleurales con pH anormalmente bajos pueden ayudar a identificar pacientes con derrames
paraneumonicos (exudados provocados por neumonia 0 abscesos pulmonares) que requieren un trata-
miento agresivo. Interesa principalmente discriminar aquellos con pH inferiores a 7,30 para aplicar un
adecuado tratamiento de antibicticos.

4.4.- LiQUIDO AMNIOTICO

Fisiologia y composicion

El liquido amniGtico es un liquido que rodea y protege al feto a través de su gestacion dentro del saco
amnictico. Cumple funciones de amortiguacion, intercambio de sustancias bioquimicas y controla y regula
la temperatura del feto.

Esta compuesto por constituyentes celulares y numerosos componentes bioquimicos, tales como elec-
trolitos, compuestos nitrogenados, proteinas, enzimas, lipidos y hormonas.

Su volumen aumenta progresivamente durante el embarazo, llegando a un nivel maximo de 1 litro
aproximadamente durante el tercer trimestre y luego disminuye gradualmente previo al parto.

El analisis del liquido amniotico es de utilidad en la evaluacion del “distress fetal” y maduracion del feto.

Toma de muestra (amniocentesis)

El liquido amniotico se recolecta por puncion aspirativa a través de la pared abdominal. Alternativamen-
te puede hacerse a través de la vagina con la ayuda de una ecografia continua. Se prefiere la amniocentesis
trans-abdominal, debido a que la vaginal puede contaminar el liquido con células vaginales y bacterias.

La recoleccion es realizada por un profesional competente y con técnica aséptica adecuada. Se extrae
aproximadamente 10 a 20 mL de liquido con jeringa, generalmente 2 6 3 tubos, dependiendo del tipo de
exdmenes a realizar (al menos uno sin anticoagulante para estudio fisico-quimico y uno con EDTA para
estudio citoldgico).

Conservacion y transporte

Inmediatamente de obtenido el liquido amniotico debe ser transferido a tubos o contenedores
plasticos estériles, protegidos de la luz, para ser transportados al laboratorio. Se recomienda el uso
de contenedores de color dambar o protegerlos con papel de aluminio para prevenir la foto oxidacion
de la bilirrubina. El liquido se debe procesar con las medidas de bioseguridad establecidas por el
laboratorio.

El transporte al laboratorio debe efectuarse tan pronto como sea posible. Las muestras para estudios
de fosfolipidos deben transportarse refrigerados. La conservacion a temperatura ambiente y sin centrifugar
puede provocar una pérdida importante de fosfolipidos (lecitina y esfingomielina) debido al metabolismo
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celular, por tanto todos los liquidos para andlisis quimicos deben ser centrifugados en forma inmediata. Si
se almacenan por mas de 24 horas, es necesario congelarlos.

La velocidad de centrifugacion del liquido amnidtico es dependiente del tipo de examenes a efectuarse.
Para la recuperacion celular aproximadamente de 140 g, 500 g para fosfolipidos, mientras que para elec-
troforesis de proteinas se deben centrifugar a 1500 g por 5 minutos.

Diferenciacion de orina

Puede ser necesario diferenciar si una pérdida de liquido corresponde a liquido amnidtico u orina,
como ocurre en la sospecha de ruptura prematura de membrana o en caso de una puncion accidental de
la vejiga. La orina contiene alta concentracion de creatinina y urea y esencialmente no contiene proteinas
y glucosa. En contraste, el liquido amnictico contiene proteinas (aproximadamente 2 a 8 g/L) y glucosa. El
liquido amnidtico tiene concentracion de creatinina similar a la del plasma, se incrementa de 2 a 3 veces
aproximadamente a partir de la semana 37 de gestacion. No obstante |o anterior, si la creatinina del liquido
amniotico es mayor de 4 mg/dL, el liquido recolectado puede ser orina o liquido amnidtico contaminado
con orina. De la misma forma si una determinacion con tira reactiva para orina es positiva para glucosa
y proteina, el liquido es amnidtico. En esta dltima situacion, los resultados deben confirmarse con una
medicion de creatinina o urea dado que la diabetes y enfermedades renales pueden provocar la presencia
de proteinas y glucosa en orina.

ANALISIS DE LiQUIDO AMNIQTICO
A. Examen macroscopico

Aspecto

El examen fisico del liquido amnidtico debe efectuarse inmediatamente de recibirse en el laboratorio,
por inspeccion visual del color y turbidez. El liquido amnictico normal es incoloro o amarillo palido. Una
coloracion amarilla 0 &mbar se asocia con la presencia de bilirrubina, mientras que un color verde indica
la presencia de meconio, proveniente del feto, al término de gestacion. La responsable de este color verde
es la biliverdina.

La contaminacion con sangre generara un color rosado a rojo del liquido amnictico. Se recomienda en
este caso, centrifugar lo antes posible para remover globulos rojos intactos que puedan ocasionar hemoli-
sis y evitar interferencias de la oxihemoglobina.

Se debe tener en cuenta que todos los liquidos amnidticos tienen un grado de turbidez, dependiendo del
estado de gestacion. La centrifugacion o filtracion puede ayudar a remover el material particulado presente.

B. Examen microscépico

Células anaranjadas

El liquido amnidtico contiene diversos tipos de células fetales, provenientes principalmente del epitelio
descamativo. El contenido de células en el liquido amnictico se incrementan con la edad gestacional del
feto y ha sido utilizado para predecir la madurez fetal, aprovechando la capacidad de tincion de los lipidos
intracelulares con diferentes colorantes, como por ejemplo el sulfato de azul de Nilo. Las células con grasas
neutras se tifien de un color anaranjado en presencia de azul de Nilo, en un porcentaje de alrededor de un
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1% cercano a la semana 34, hasta un 10% entre la semana 34 y 38 de gestacion, 10% a 50% en la semana
38 a 40y sobre un 50 % a la semana 40.

En la actualidad estas técnicas de tincion son poco comunes y han sido reemplazadas por otros tipos
de examenes para evaluar la madurez pulmonar fetal.

C. Examenes quimicos

Fosfolipidos

La evaluacion de la madurez fetal es importante es determinadas circunstancias obstétricas, cuando es
necesario interrumpir el embarazo. Lo que se pretende investigar y conocer es si el feto ha alcanzado la
aptitud funcional de sus Grganos para la vida extrauterina, sin necesidad de cuidados especiales.

La plena madurez fetal se alcanza durante el tercer trimestre gestacional. Las diversas pruebas dispo-
nibles para evaluar la madurez fetal investigan la madurez fetal de organos tales como pulmon, higado,
rifiones y sangre.

Un pulmdén maduro presenta un surfactante pulmonar que impide el colapso de los alvéolos durante el
ciclo de inhalacion y exhalacion. Este agente tensioactivo es una mezcla compleja de lipidos y proteinas,
siendo los principales Ia lecitina y esfingiomelina.

La cuantificacion de lecitina y esfingomielina puede realizarse mediante cromatografia en capa fina.
Una razon de L/E inferior a 2 se asocia con inmadurez pulmonar fetal, mientras que una igual o superior a
2 es indicativa de madurez pulmonar fetal. Dado que este procedimiento presenta elevado coeficiente de
variacion se han desarrollado métodos alternativos mas sensibles y especificos en base a inmunoensayos
de fosfatidilglicerol.

Glucosa

Es importante la determinacion de glucosa en liquido amnidtico, con métodos analiticos automatizados,
suficientemente sensibles, especialmente en niveles bajos, dado que niveles menores de 16 mg/dL son
indicativos de infeccion.

Bilirrubina

La bilirrubina en el liquido amnidtico, es de interés para determinar el grado de hemdlisis y la intensidad
de laanemia del feto producida por una enfermedad hemolitica cuando existe incompatibilidad materno-fetal.

Normalmente la concentracion de bilirrubina en el liquido amnidtico es de aproximadamente 10 a 30
pg/dL. La bilirrubina no conjugada producida por la destruccion normal de los globulos rojos fetales se
remueve rapidamente por la placenta; sin embargo, debido a la inmadurez del higado fetal, cuando se pre-
senta una enfermedad hemolitica, se incrementa la destruccion de los eritrocitos fetales aumentando los
niveles de bilirrubina no conjugada a nivel del liquido amni6tico. Su nivel de concentracion se correlaciona
directamente a la severidad de la hemalisis.
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D. Otros examenes

Para evaluar madurez fetal, alternativamente se han utilizado algunos métodos fisicos tales como la
prueba de Clements y el recuento de cuerpos lamelares descritos a continuacion.

Prueba de Clements

Este método fue descrito por Clements en 1972 como una forma rapida de determinar la madurez
pulmonar fetal. Se basa en la propiedad biofisica de que una cantidad suficiente de surfactante pulmonar
presente en el liquido amnidtico genera una capa de burbujas estables en la interface aire-liquido, cuando
se agita en presencia de etanol. Se mezclan partes iguales de liquido amnidtico con etanol al 95% y se
agita por 15 segundos. Si el anillo de burbujas permanece mas de 15 minutos, indica que existe suficiente
cantidad de fosfolipidos presentes para reducir la tension superficial.

Se trata de una técnica semicuantitativa, facil, rdpida y de bajo costo que permite evaluar la capacidad
del surfactante de Ia lecitina en presencia de etanol. Esta prueba muestra buena correlacion con la relacion
lecitina-esfingomielina; sin embargo no es Util con liquido amnidtico contaminado porque la sangre y el
meconio también tienen el mismo efecto de reducir la tension superficial.

Cuerpos lamelares

En la actualidad es posible realizar el andlisis de los cuerpos lamelares que son particulas de material
surfactante citoplasmaticas producidas por los neumocitos tipo 2. Se encuentran en el liquido amnidtico a
partir de la semana 26 gestacional. Su incremento es proporcional al aumento de los fosfolipidos y de la
relacion lecitina-esfingomielina.

Dado que presentan un diametro similar al de las plaquetas, se cuantifican en forma similar al recuento
plaquetario, en contadores hematoldgicos automatizados. Por este motivo la muestra no debe tener con-
taminacion de sangre ni de meconio. La muestra es estable varios dias a temperatura ambiente y mas de 1
mes refrigerada.

Diferentes autores han establecidos niveles de corte del recuento de cuerpos lamelares, con el uso de
contadores hematoldgicos, para establecer madurez pulmonar fetal, por sobre 30.000 particulas/pL; sin
embargo, estos recuentos estan influenciados por la velocidad de centrifugacion previa del liquido, al igual
que por el tipo de contador hematoldgico utilizado, por lo que se recomienda una estandarizacion previa.
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