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FUNDAMENTACION TEORICA.

EL sistema BacT/Alert es un sistema automatizado de hemocultivos, de la marca ORGANON
TEKNIKA para |a deteccién de bacterias en muestras sanguineas y otros fluidos corporales. Utiliza

un sensor colorimétrico como método para detectar el didxido de carbono (CO2) procedente del
metabolismo microbianol. El papel del CO» como factor nutritivo universalmente esencial estriba
en el metabolismo heterotrofico, que no solamente extendié ampliamente toda la variedad de
microbios, si no que también les confirid un nuevo papel: la mineralizacion de la materia organica
a CO; y H2O, lo que constituye, juntamente con la reduccion del CO» por fotosintesis, el ciclo
geoquimico2. Ademas, el reservorio atmosférico de CO», si no se repusiera constantemente,

soportaria el ritmo corriente de fotosintesis sélo durante 20 afios. Es por lo tanto axiomatico que
todo compuesto organico de existencia natural puede ser metabolizado por alglan microbio.
Ciertos organismos (p. ej., los meningococos y gonococos), especialmente después de su

aislamiento, crecen mejor si la PCO5 es algo superior a la del aire (alrededor de 0.03% en el
exterior); es posible gue posean enzimas de escasa afinidad para el CO53,

Con un indculo pequefo puede producirse un largo retraso en la iniciacion del crecimiento en un

medio minimo porque la PCO; baja limita el flujo de carbono necesario para pasar de {a glucosa al

ciclo del tricarboxilato (TCA). La adicidn de intermediarios al ciclo de la TCA afadido puede
ejercer un efecto catalizador que elimine este retraso hasta que el cultivo sea lo bastante denso

para aumentar su PCO2% Sin embargo, aunque se afiadan al medio dichos intermediarios, el

crecimiento puede no producirse,

debido a otros factores que pueden disminuir la tension de CO5, en un recipiente determinado. La
explicacion de este fenémeno se obtuvo al descubrir que la sintesis de acidos grasos requiere CO5
para convertir el acetil-CoA en malonil-CoAS. De ahi que, aunque este CO, sea reciclado en lugar
de ser asimilado, foda célula en crecimiento requiera una adecuada PCOj, ya que sus lipidos no

pueden obtenerlo del exterior.



Debido al desarrollo cientifico de todas estas bases bioguimicas y de fisiologia bacteriana, la
tecnologia se ha dado el lujo de desarrollar métodos continuos de cultivo con grandes
aplicaciones® a la microbiologia clinica, existiendo hoy en dia corporaciones que manejan esta
tecnologia con auxilio y sustento de la ingenieria en computacién, creando sistemas comerciales
como lo son el BacT/Alert, Pedi-BacT,Roche Septi-Check, o los sistemas BACTEC (BACTEC
PLUS 26, BACTEC PLUS 27, BECTEC 660/730 no radiomeétrico, etc.}’como ejemplos de algunos
de ellos.

Todos ellos varian en los principios especificos de deteccion, pero fundamentados siempre en la
fisiologia, nutricién y crecimiento bacterianc8.

El sistema BacT/Alert, es un sistema rapido y automatizado que consta de un mddulo
computarizado que monitarea (con monitoreo continuo no invasivo)e incuba frascos de cultivo
aerdbicos y anaerébicos comparandolos contra ellos mismos, esto se complementa con agitacion
continua en gradillas con capacidad de 240 o 120 frascos, lector de cédigo de barras, generacion
de reportes y graficas de resultados, Modem y comunicacion con el software 24hs al dia®. Los
frascos que emplea el sistema en forma mas reciente conocidos como FAN, estan suplementados
con resinas de adsorcion que pueden neutralizar los efectos de algunos inhibidores microbianos
naturales de la sangre, antibioticos y factores que pueden desfavorecer la recuperacién de aigun
patégeno en cuestion, los viales (frascos) pueden estar también canalizados a la recuperacion de
microorganismos de desarrollo anaerdbico con limites de detecciéon muy cercanos a la de los
viales aerébicos10.

Esto ha originado una ventaja sobre los viales estandar en la deteccién positiva para episodios de
bacteremia teniendo datos de la recuperacion de 129 (19%) positivos por viales suplementados
contra 43 (7%) por viales STD de un total de 664 casos, lo que nos lleva a un incremento en la
sensibilidad de alrededor de un 200% que tiene gran importancia clinical?,

Ahora bien, el tipo de cultivo bacteriologico referido en el presente proyecto es aquel a realizar
sobre fluidos organicos de diversa procedencia anatomica con la caracteristica principal de constar
con una naturaleza estéril bajo condiciones de normalidad™.
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Los liquidos o fluidos organicos mas frecuentemente remitidos a estudio bacteriologico y/o

citoguimico en el laboratorio clinico son los siguientes:

« Liquido cefalorraquideo (LCR)
¢ Liquido sinovial (LSN)

¢ Liquido pleural (LPL)

+ Liquido peritoneal (LPO)

¢ Ligquido de derrame pericardico (LDP)
A continuacion, se desglosaran los aspectos mas trascendentes que conciernen a cada tipo de
muestra en forma aislada por 4 secciones numeradas en forma secuencial continua y conteniendo

la siguiente informacién:

Naturaleza del liquido (formacion y fisicoquimica)

Evaluacion organoléptica (examen macroscopico de normalidad o patologias)

Alteraciones relevantes de parametros.

Estudios microbiolégicos



1. Liquido cefalorraquideo

1.1 Naturaleza del liquido.

Aproximadamente el 70% del liquido cefalorraquideo (LCR) se forma en los plexos coroideos
ventriculares a través de un proceso combinado de secrecidn activa y ultrafiitracion a través del
plasma. Alrededor del 30% del LCR se forma como liquido intersticial, elaborado dentro de los
espacios intercelulares del cerebro y de la médula espinal.

La resorcion del liquido cefalorragquideo se produce a través de las vellosidades aracnoideas de los
senos duraies. A lo largo de los linfaticos perineurales también se puede producir una pequefia
cantidad de resorcién de LCR™™.

El volumen del LCR en los adultos es de aproximadamente 90 a 150 mL: alrededor de 20 mL se
encuentran en ios ventricules, unos 60 mL en las cisternas subaracnoideas y unos 70 mL en el
canal raquideo. La velocidad de formacion de los adultos es de unos 500 mb/dia o 20 mU/h.

El concepto de barrera hematoencefdlica deriva de ciertos experimentos vitales de tincion:
determinados colorantes inyectados en la sangre tifien casi todos los tejidos del cuerpo excepto el
encéfalo. Se distinguen dos barreras hematoencefélicas morfologicamente distintas que impiden el
paso de los constituyentes det plasma, incluyendo las proteinas, al LCR. La primera es el endotelio
capilar, que difiere del endotelio capilar de otros tejidos por que existen estrechas uniones entre
las células adyacentes. La segunda estad representada por capilares coroidales fenestrados,
englobados en ! epéndima especializado, que se encuentra en el epitelio del plexo coroidal'. Las
concentraciones en el LCR de determinadas sustancias estan requladas dentro de estrechos

limites: por ejemplo, K', H', Mg"’, y Ca’". La glucosa, |a urea y la creatinina difunden libremente,

pero requieren varias horas para encontrar una situacién de equilibrio. Las proteinas difunden con



lentitud a través de un gradiente de concentracién desde el plasma al LCR, a velocidades que
disminuyen a medida que aumente el tamaiio de las moléculas.

Antes de la extraccién de cualquier cantidad de liquido, debe medirse la presidn, permitiendo que
el LCR llene un manémetro graduado estéril. La presién inicial normal varia entre 90 y 180 mm de
LCR, determinada con el paciente en decubito laterai. Durante la respiracion, al toser o al realizar
esfuerzos se producen cambios leves de la presion (5 a 10 mmy). La ausencia de estas variaciones
minimas puede deberse a la colocacién incorrecta de la aguja o a un bloqueo en algun punto entre
la aguja y el seno dural™.

Si la presion de abertura supera los 180 mm de LCR, el médico debe asegurarse de que no hay
espasmos respiratorios o compresion abdominal. El incremento de la presion del LCR también
puede deberse a una insuficiencia cardiaca congestiva, a una inflamacién de las meninges, a la
obstruccion de los senos venosos intracraneales, a masas tumorales o a edema cerebral. Si la
presion de abertura sigue siendo alta, solo deben extraerse de 1 a 2 mL de liquido.

Una caida importante de la presion tras extraer de 1 a 2 mL de liquido sugiere una hernia
cerebelosa o una compresion de la médula raquidea por encima del lugar de fa puncion. En estos
casos no debe extraerse mas liquido y el paciente debe ser observado de cerca durante varias
horas.

En algunos pacientes con bloqueo medular parcial o completo, la presion inicial puede ser baja,
quiza de 80 mm de LCR, y tras extraer solamente 1 mL de liguido puede caer hasta 0. De nuevo,
en dichos casos no debe extraerse mas liquido y el paciente debe ser observado de cerca durante
varias horas.

La presion normal de cierre tras la extracciéon de 10 a 20 mL de LCR es de unos 45 a 90 mm de
LCR",

Por lo general, se depositan tres muestras en tubos estériles etiquetados secuenciaimente como
namero 1 (estudios quimicos e inmunolégicos), nimero 2 (examen microbioldgico) y namero 3

(recuento celular y recuento diferencial).



1.2 Evaluacidn organoléptica

El LCR normal es cristalino, con un aspecto y una viscosidad comparables a los del agua. Los
leucocitos (mas de 200 células/pL: turbidez ligera) y los eritrocitos (mas de 400 células/uL:
turbidez ligera) pueden producir un LCR opaco o turbio. La turbidez, asimismo, puede estar
causada por microorganismos (bacterias, hongos, amebas), medios de contraste, aspiracion de
grasa epidural durante la puncién lumbar o medics de contraste radiolégicos.

La formacién de coagulos se produce excepcionalmente por un aumento de fibrindgeno asociado
€ON Procesos como una puncién traumatica, un bloqueo subaracnoideo, una meningitis supurada y
una meningitis tuberculosa.

Observando la superficie del LCR tras 12 a 24 h a temperatura de refrigeracion pueden detectarse
codgulos muy finos o “telillas”.

La sangre macroscépica plantea el problema de la diferenciacién entre una puncién traumatica y
una hemorragia subaracnoidea o una intracerebral. La crenacion de los eritrocitos no resulta Gtil
para distinguir una puncion traumatica de una hemorragia subaracnoidea.

El diagnostico diferencial entre una puncién traumatica frente a una hemorragia subaracnoidea se
basa en tres hallazgos:

« Una puncion traumética a menudo presenta un aclaramiento significativo de la sangre
entre el dltimo tubo tiene una sensibilidad aproximada def 80% y una especificidad
aproximada del 50-60% para la puncion traumatica'®

+ La hemorragia subaracnoidea se asocia con xantocromia, causada por la liberacidn de
hemoglobina a partir de los eritrocitos hemolizados. La xantocromia se refiere al color
rosa palido o naranja o amarillo en el sobrenadante del LCR centrifugado. La lisis de los
eritrocitos en LCR comienza aproximadamente de una a dos horas posteriores a una
hemorragia15. Esta lisis de los eritrocitos no esta causada por una diferencia osmoética

entre el plasma y el LCR, ya que la osmolalidad de ambos liquidos, es en esencia, la



misma. La lisis de eritrocitos, probablemente, esta causada por la ausencia de proteinas
y lipidos en el LCR, que se requieren para estabilizar la membrana eritrocitaria. Por lo
tanto, el examen en busca de xantocromia debe efectuarse al cabo de 1h o menos tras
la recogida, para evitar los falsos positivos.
» Finalmente, la hemorragia subaracnoidea se asocia con eritrofagia en el examen
microscopico.
Aproximadamente de 1 a 4 hs tras una hemorragia subaracnoidea aparece una xantocromia rosa
pélido debida a la oxihemoglobina, que alcanza un méaximo a las 24-38 hs y desaparece en forma
gradual al cabo de 4 a 8 dias. Aproximadamente a las 12 hs tras una hemorragia subaracnoidea,
en el LCR aparece una xantocromia amarifla debida a |a bilirrubina que alcanza un maximo a los
2-4 dias y desaparece de manera gradual a las 2-4 semanas °.
El sobrenadante debe compararse con un tubo de agua destilada, utilizando como fondo una hoja
de papel blanco. Algunos investigadores utilizan un tomaégrafo espectral de absorbancia para
detectar la xantocromia: pueden observarse picos en el rango de 400 a 450 nm ''® Otros
recomiendan lecturas de absorbancia a 415 nm'®. De manera altemnativa puede calcularse un
indice de xantocromia’’. A pesar de que la espectrofotometria y los métodos relacionados
proporcionan un registro objetivo, "las lecturas a o0jo" cuidadosas parecen presentar una
sensibilidad y especificidad comparables*g.
La xantocromia, segun se observa visualmente, puede estar causada por las siguientes
circunstancias:
1. Oxihemoglobina procedente de los eritrocitos lisados presentes en el LCR antes de la
puncién fumbar, 0 una puncion traumatica con lisis de eritrocitos tras puncién iumbar (p.
Ej., detergente en la aguja de puncién lumbar o en el tubo de muestra, o bien mas de 1
hora de retraso antes del examen).
2. Bilirrubina procedente de eritrocitos lisados en el LCR o un aumento de la bilirrubina
directa con una barrera hematoencefalica normal, o bien en recién nacidos prematuros

con una barrera hematoencefélica inmadura y una bilirrubina total elevada.
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3. Niveles de proteinas en el LCR de mas de 150 mg/dL o una puncién traumdatica con la
suficiente contaminacidn de plasma para provocar una concentracion proteica
semejante.

4. Contaminacidn del LCR por el mertiolato utilizado para desinfectar la piel.

5. Carotenoides en el LCR, debidos a una hipercarotinemia sistémica.

6. Melanina en el LCR debida a un melanoma meningeo.

1.3 Alteraciones relevantes de parametros

Los principales pardmetros que nos proporcionan una guia de diagndstico a la patologia cursante,
son las alteracicnes en celularidad (neutrofilia, linfocitosis, eosinofilia etc.), concentracion quimica
(PT, PMB, Glucosa, Lactato, Electrolitos, Amoniaco y glutamina) y pruebas inmunoldgicas

especificas.

Celularidad.

El rango normal aceptado para el recuento leucocitario del LCR es de 0 a 5 célutas (linfocitos y
monocitos) por pl en adultos. El rango normal para los recién nacidos es un poco mas alto: de
unos 0 a 30 mononucleares por pi*'. Los rangos normales para los nifies son comparables a los de
los adultos. Se ha descrito el recuento celular electrénico de leucocitos y eritrocitos?; sin embargo,
ia mayoria de recuentos celulares se llevan a cabo manualmente.

Anteriormente no existia un acuerdo sobre la posibilidad de que los neutréfilos se encontraran en
el LCR normal. A pesar de que la literatura antigua sugiere que el hallazgo de un solo neutréfilo es
andmalo, estudios mas recientes indican que en el LCR normal pueden encontrarse algunos
debido a la contaminacion de sangre periférica”. Consideramos cifras de neutréfilos de hasta el 7
a 8% dentro de los limites normales. No cbstante, no existe un consenso de lo que pudiera

considerarse como "limites normales”,



En el cuadro 1.3.1 se sefialan los intervalos de referencia sugeridos para el recuento diferencial en

el LCR.
Tipos de célula Aduitos {%) Recién nacidos (%) -
Linfocitos 28 <x <96 02<x<38
Monocitos 16 <x <56 50<x<94
Neutréfilos 02 <x <07 03<x<08
Histiocitos Infrecuente 01<x<09
Células ependimarias Infrecuente Infrecuente
Eosindfilos infrecuente Infrecuente
Cuadro 1.3.1 Intervalos de referencia sobre el

recuento celular para LCRZ,

Los informes procedentes de la literatura antigua suelen especificar un porcentaje mas bajo de

monocitos que de linfocitos (sobre el 14 y el 86%, respectivamente).

Esto se debe al hecho de que con la citocentrifuga se reconocen con mas facilidad los monocitos,

mientras que con los métodos antiguos a menudo se clasificaban como linfocitos.

En un 1% de todas las muestras de LCR pueden observarse células de la médula Gsea vertebral®.

Esta contaminacion puede observarse tanto en los adultos como en los niflos.

Las células ependimarias y del plexo coroideo, que en ocasiones se observan en ! LCR normal,

pueden ser dificiles de distinguir de las células neoplasicas. De manera excepcional, pueden

observarse células cartilaginosas, epiteliales escamosas y ganglionares, y pequefios capilares™.

En el cuadro 1.3.2 se resumen los procesos en los que se pueden producir aumentos de la cifra de

neutréfilos:

)




Causas de aumento de Neutrdfilos en LCR

1.-Meningitis
s bacteriana
e virica {estadio inicial)
+ tuberculosa (estadio inicial)
+ micética (estadio inicial)
2.-Infecciones del SNC
+« Absceso meningeo
s Empiema subdural
3.- Post-hemorragia
s« Subaracnoidea
¢ Cerebral
4 -Reacciones locales
¢ Puncion lumbar repetida
+ Inyeccion de material extrafo como metrotexato o medios de contraste radiolégico
e Tumor metastasico en contacto con el LCR
5.-Infarto cerebral
6.-Convulsiones

Cuadro 1.3.2. Causas del aumento de neutrofilos en

LCR%.

Durante la fase temprana de la meningitis bacteriana aguda, el porcentaje de neutrofilos suele
superar el 60%”°. Una estimacién razonable de sensibilidad a esta altura del punto de corte seria
del 90 al 95%. A pesar de que la fase temprana de las meningoencefalitis viricas puede asociarse
con neutrofiliz inicial, por lo general se modifica hacia una respuesta linfocitaria al cabode 2 a 3
dias (sobre el 20 al 25% de estos pacientes pueden tener un recuento de neutrofilos en LCR del
60% o mészs). Otras causas tratables de pleocitosis neutrofilica incluyen meningitis tuberculosa,
meningitis micética, meningoencefalitis amebiana, absceso cerebral y epiema subdural®’ 2525,

En los procesos que se resumen en €l cuadro 1.3.3 se han indicado cifras elevadas de linfocitos,
induciendo a linfocitos atipicos, a plasmocitoides y a inmunoblastos en el LCR*'.

En los procesos asociados con reacciones linfocitarias pueden producirse cifras elevadas de

células plasmdticas (cuadro 1.3.5): formas de transicion entre linfocitos reactivos, linfocitos

plasmocitoides y células plasmaticas clasicas®'.
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Causas de aumento de linfocitos en el Liquido cefalorraquideo

Otros procesos
inflamatorios

Meningitis Alteraciones degenerativas

Panencefalitis esclerosante

Meningitis virica subaguda

Sarcoidosis de las
meninges

Meningitis tuberculosa Esclerosis maltiple Polineuritis

Periarteritis con

Meningitis fungica Encefalopatia por toxicomania afectacion del SNC

Meningoencefalitis sifilitica Sindrome de Guillain-Barré
Meningitis leptospirbtica

Bacteriana debida a Lysteria
mongcytogenes

Encefalomielitis diseminada

Infestaciones parasitarias aguda

{cisticercosis,trichinosis,toxoplas-
mosis)

Aséptica por contigiiidad

Cuadro 1.3.3. Causas del aumento de linfocitos en

liquido cefalorraquidco™.

i Causas deeosingfiliaent CR.-
Infecciones por

Infestaciones parasitarias |Infecciones por hongos

rickettsias Otras
Angiostrongylus cantonensis|Coccidioides immitis || 10re maculosa de las | Cuerpo extrafio
Montafias Rocosas {mielografia)
Taenia sofium (cisticercosis) Sarcoidosis
Gnathostoma spinigerum Derivacion
intracraneal
Schistosoma sp.
Paragonimus westermani
Fasciola hepatica
Hypoderma bovis (larva
|migrans)

Cuadro 1.3.4. Procesos asociados a una clevacion en

la cifra de eosin6filos en LCR™.



Causas de la presencia de células plasmaticas en el LCR
Meningitis tuberculosa
Meningoencefalitis sifilitica
Esclerosis multiple
Infestaciones parasitarias del SNC
Panencefalitis esclerosante
Sindrome de Guillain-Barré
Sarcoidosis

Cuadro 1.3.5 Procesos asociados a nimero elevado

de células plasmocitoides™.

En los procesos que se resumen en el cuadro 1.3.4 se han apreciado cifras elevadas de
eosinéfilos.

Los pequeitos aumentos de los eosindfilos en el LCR (1 a 5%) tienen escasa significacién; se
sugiere que el criterio para una eosinofilia "de importancia clinica” debe ser el 10% o mayor™.

La invasion del sistema nervioso central (SNC) por helmintos puede ser una causa relativamente
frecuente de eosinofilia en LCR: Angiostrogylus cantonensis se produce en todo el sudeste
asiatico; el cuadro clinico tipico consiste en una meningoencefalitis leve con recuperacion
espontanea y Taenia_solium y Gnathostoma spinigerum producen sintomas clinicos mas graves
con implicaciones de consideracion. Las cifras elevadas de bas6filos lienen poco valor clinico.
Las cifras elevadas de monocifos suelen producirse como parte de una "reaccion mixta" similar sin
neutréfilos, linfocitos y células plasméticas. Esta "reaccion mixta" es caracteristica de la meningitis
tuberculosa, la rotura de un absceso cerebral, la meningitis leptospirdtica, la meningitis por
toxoplasma y la encefalomielitis amebiana. Una "reaccion mixta" similar sin neutrofilos es
caracteristica de la meningoencefalitis virica y de la sifilitica.

Los incrementos en las cifras de macréfagos, que incluyen células gigantes, pueden asociarse con

meningitis tuberculosa o micdlica, cuerpos extrainos (p. ej. Medios de contraste o drenajes
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ventriculares) o lipidos en el LAR, derivados de un traumatismo en el SRC (p. €j. Contusion,
infarto y absceso cerebral).

Tras una hemorragia subaracnoidea, aparecen macrofagos con eritrocitos fagocitados al cabo de 1
0 2 dias. También pueden aparecer tras una puncién traumgtica. Los eritrocitos fagocitados
pierden rapidamente su color y aparecen como vacuolas en el citoplasma de los macréfagos. Tras
unos 2-4 dias aparece hemosiderina en forma de granulos de color pardo oscuro, que pude
confirmarse mediante tincién con hierro. Estos sideréfagos pueden persistir durante varios meses
después de la hemorragia inicial. El pigmento hematinico, observado como cristales de color
amarillo pardusco o rojo, también pueden aparecer en los macréfagos tras una hemorragia.
Después a un infarto cerebral o a una mielografia pueden aparecer macrofagos espumosos que
contienen lipasas™, En ocasiones en el LCR pueden haber células dei fupus eritematoso (LE)*.
Las células leucémicas del LCR se asocian con infiltracién leucémica de las meninges, y de forma
caracteristica aparecen tras varias remisiones, logradas mediante quimioterapia. En LCR los
recuentos de células leucémicas varian desde unas pocas hasta mas de 1000/ul. Es frecuente la
diseminacion meningea en la leucemia linfobiastica aguda, mieloblastica aguda y promielocitica,
pero poco habitual en la leucemia mieloide crénica y en la linfocitica, en este sentido, es
imporntante observar que un error diagnostico de leucemia meningea puede ser el resultado de una
contaminacion por sangre periférica en los pacientes leucémicos.

Las reacciones leucemoides del LCR pueden asociarse con el coma, que semeja una leucemia
granulocitica crénica, con promielocitos en el LCR™.

Las células tumorales en el LCR pueden derivarse de neoplasias primarias o metastasicas. De los
tumores primarios del SNC, el meduloblastoma produce con mayor probabilidad células

neoplasicas en
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el LCR que el astrocitoma o el menigioma. Los origenes frecuentes de los tumores metastasicos
del SNC incluyen los pulmones, la mama, el tubo gastrointestinal y la piel (melanoma)zs. La
sensibilidad del examen citoldgico para células neoplasicas varia desde 60% hasta el 85 0 90% en
funcion de ia extension de la neoplasia’. La proporcién de falsos positivos puede ser del 2 al 3%

en pacientes con trastornos neurolégicos no neoplasicos'.

Ensayos quimicos.

A)Protcinas totales.
Las proteinas normalmente difunden desde el plasma al LCR a través de la barrera
hematoencefalica. La mayoria de las proteinas séricas pueden encontrarse en el LCR, incluyendo

fibrinogeno y B-lipoproteina en bajas caoncentraciones {(cuadro 1.3.6).

Concentracion de protemas en plasmay LCR
Proteina Concentracion en LCR {mg/l) Cociente plasma/LCR

Prealbiimina 17.3 14
Albimina 155 236
Transferrina 14.4 142
Ceruloplasmina 1 366
IgG 12.3 802

[gA 1.3 1.346

cx-Macrogliobulina 2 1.111
Fibrinogeno 06 494

igM 06 1.167

B- Lipoproteina 086 6.213

Cuadro 1.3.6. Concentracion de proteinas en el

plasma”’.
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Las concentraciones de prealbimina y transferrina en LCR son relativamente elevadas,
comparadas con las del plasma. La inmunofijacion del LCR pone de manifiesto dos isoformas de
transferrina con movilidad beta: en el suero solo se observa una isoforma de transferrina. Esta

isoforma tnica del LCR carece de acido neuraminico debido a la accién de la neuraminidasa.

Los intervalos de referencia para las proteinas totales del LCR wvarian con la edad y con el origen
del LCR (lumbar, cistemal o ventricular). Los recién nacidos tienen una tasa relativamente alta; el
"limite superior” de lo normal es de mas de 150 mg/dl, atribuida a la inmadurez de la barrera
hematoencefalica. A los 6 meses de edad las proteinas son comparables a los niveles de un

adulto™.

Un rango de referencia recientemente documentado para los aduitos es de alrededor de 12 a 60
mgIdLss. En los adultos, el LCR cisternal y ventricular tienen concentraciones de proteinas totales
mas bajas que el liquido lumbar {(cuadro 1.3.7). Por lo tanto, si se recogen varios tubos de LCR,
los ultimos pueden tener concentraciones de proteinas mas bajas que los primeros%. Sin embargo,
en nifios pequenos, las concentraciones de proteinas son comparables en el liquido lumbar y el

cisternal debido al volumen mas pequeio de LCR.

Un aumento de fas proteinas en el LCR lumbar (mas de 65 mg/dL) es un hallazgo andémalo
importante. Una causa es la puncién traumatica, que produce un aumento de las proteinas del
LCR debido a contaminacion plasmatica, en el cuadro 1.3.8 se resumen los procesos asociados a

un aumento de proteinas totales en el LCR.
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Valores de referencia dej LCR tumbar en aduitos

Unidades convencionales

Unidades S!

Contenido de CO;

020.0-025.0 mEq/L

1) Proteinas 15-45 mg/dL 0.15-0.45 g/l
Prealbamina 02-07%
Alblmina 56-76%
a- Globulina 02-07%
as—Globuling 04-12%
- Globuilina 08-18%
v- Globulina 03-12%

2) Electrolitos
Osmolalidad 280-300 mOsmy/L 280-300 mmol/L
Sodio 135.0-150.0 mEq/L 135.0-150.0 mmol/L
Potasio 002.6-003.0 mEqg/L. 002.6-003.0 mmaol/L
Cloro 115.0-130.0 mEqQ/L. 115.0-130.0 mmol/L

020.0-025.0 mmaol/L

Calcio 002.0-002.8 mEqg/L 001.0-00%.4 mmol/L
Magnesio 002.4-003.0 mEqg/L. 001.2-001.5 mmaol/L
Lactato 010.0-022.0 mEq/L 001.1-002.4 mmaol/L
3} pH
Liguido lumbar 7.28-7.32
Liquido cisternal 7.32-7.34
4) Presion de CO;
Liquido lumbar 44-50 mmHg
Liquido cisternal 40-46 mmHg
5) Presion de O, 40-44 mmHg

6) Otros parametros

Amoniaco 10.0-35.0 pg/dL 005.0-020.0 ymol/L
Glulamina 05.0-20.0 mg/dL 000.3-001.4 mmol/L
Creatinina 00.6-01.2 mg/dL 050.0-110.0 Mmol/L
Glucosa 50.0-80.0 mg/dL 002.8-004 .4 mmol/L
Hierro 01.0-02.0 pg/dL 000.2-000.4 pmol/L
Fasforo 01.2-02.0 mg/dL 000.4-000.6 mmol/L
Lipidos totales 01.0-02.0 mg/dL 00.01-00.02 g/L

Urea 06.0-16.0 mg/dL 003.0-006.5 mmol/L
Uratos 00.5-03.0 mg/dL 030.0-180.0 mmol/L
Zinc 02.0-06.0 pg/dL 000.3-000.9 ymol/L

Cuadro 1.3.7. Valores de referencia para proteinas

en LCR de adultos™.
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. . Procesos asociados a un aumento de las proteinas fotales en LCR

Proceso

Comentarios

1) Puncion Traumatica

Presion nomal; LCR inicialmente manchado con
sangre, con aclaramiento

2) Aumento de la permeabilidad de ia barre-
ra hematoencefalica

2.1) Infecciosa

2.1.1 Meningitis bacteriana
2.1.2 Meningitis tuberculosa
2.1.3 Meningitis fungica

2.1.4 Meningoencefalitis virica

Proteinas en LCR,100-500 mg/dL;la tincion de Gram
suele ser positiva

Proteinas en LCR,50-300 mg/dL;reaccién celular
mixta tipica

Proteinas en LCR 50-300 mg/dL tinciones especiales
utiles

Proteinas en LCR usualmente por debajo de 100
mg/dL

2.2) No infecciosa

2.2 1 Hemorragia subarac-noidea

2.2.2 Hemorragia cerebral

2.23 Trombosis cerebral

Xantocromia 2-4hs tras el inicio

Proteinas en LCR 20-200 mg/dL;notable caida de la
presion tras extraccion de pequefas cantidades de
LCR;liquido xantocrémico en el 80%

Ligero aumento de proteinas en LCR en el 40% de
los casos (habitualmente inferior a 100 mg/dL)

2.3) Procesos endocrinos:
neuropatia diabética, mixedema,
hipercorticismo, hipoparatiroidismo.

Proteinas en LCR, 50-150 mg/dL en el 50% de los
casos

2.4) Procesos metabolicos;
uremia, hipercalcemia, hipercapnia,
deshidratacion.

Proteinas en LCR ligeramente elevadas (por lo
genral menos de 100 mg/dL

2.5) Obstruccidn de la circulacion del LCR.

2.5.1 Obstruccién mecanica
{tumor,absceso)

2.5.2 Derrame loculado de LCR

Caida rapida de la presion al extraer LCR

Punciones repetidas pueden producir un aumento
progresivo de las proteinas en LCR
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CONTINUACION....

Procesos asociados a un-aumento de las proteinas totales en LCR
Proceso N Comentarios
2.6) Aumento de la sintesis de IgG en SNC

y de la permeabilidad de la barrera hema-
toencefalica

Alrededor del 20% de pacientes presentan un
aumento de 1gG en LCR

Proteinas en LCR por lo general de 100-400
mag/dl

i I bajo de
2.6.3 Colagenosis (p. ej.,periarteritis, lupus) Eé%tzgﬁ_en LCR en general por debajo

2.6.1 Meningilis virica

2.6.2 Sindrome de Guillain-Barré

2.7) Aumento de la sintesis de i1gG en SNC

Aumento de proteinas en LCR en el 40%

2.7.1 Esclerosis multiple (habitualmente inferiores a 100 mg/dL)

2.7.2 Panencefalitis esclerosante subaguda |lgG en LCR casi invariablemente altas

Proteinas en LCR habituaimente inferiores a

2.7.3 Neurosifilis 100 mg/dl;el 20% presenta aumento de IgG

Cuadro 1.3.8 Proccsos asociados al aumento de

proteinas en LCR*.

E! aumento de la permeabilidad de la barrera hematoencefalica y la disminucion de la eliminacion
de las moléculas de proteinas en las vellosidades aracnoideas (p.ej., la meningitis bacteriana y
virica, procesos endocrinos, metabolicos y téxicos) constituyen dos causas de aumento de
proteinas en LCR. Una tercera causa consiste en la obstruccion de la circulacién de LCR a partir
de un bloqueo mecanico entre el lugar de la puncién lumbar y el agujero magno (p.ej., compresion
medular debida a un tumor, hernia discal, adherencias o absceso extradurat). Con la obstruccion la
resorcion produce un LCR xantocrémico, de elevado contenido proteico, que puede coagular
espontdneamente (sindrome de Froin). Un sindrome similar puede estar basado en la
extravasacion de LCR tras puncion lumbar con formacion de derrames loculados épidurales y/o

subdurales.

18




Una cuarta causa es el aumento en la sintesis de inmunoglobulinas dentro de los linfocitos y de

célutas plasmaticas del SNC¥. Esta sintesis de IgG suele ser de unos 3 mg/dia ®®. El incremento

de l|a sintesis de IgG en el SNC puede ocurrir en procesos asociados con infiltrados linfocitarios y

plasmocitarios del SNC.

La disminucion de la concentracién de proteinas en el LCR lumbar (10 mg/dL o menos) puede ser

debida a :

1. extravasacion del LCR debida a un desgamo dural producido por un traumatismo (rinorrea u
otorrea de LCR)

2. eliminacién de importantes volimenes de LCR (p.ej., neumoencefalografia)

3. aumento de la presidn intracraneal (puede causar un aumento de 1a filtracion de LCR a través
de las granulaciones aracnoideas de los senos durales)

4. hipertiroidismo (por un mecanismo desconocido)

B) Proteina mielinica basica.

Se han empleado ensayos de proteina mielinica basica (PMB) en LCR para el diagnostico de
esclerosis multiple. En un 80% de pacientes se eleva la PMB durante exacerbaciones agudas con
retorno a la normalidad al cabo de 2 semanas de remision del brote. Ahora bien, la PMB no es
especifica de la esclerosis multiple, pues puede encontrarse en otros procesos como traumatismos
craneales, accidentes cerebrovasculares, leucemia, neurosifilis, leucodistrofias, mielopatia debida
a irradiacion del SNC, hipoxia, quimioterapia intratecal y sindrome de Guillain-Berré®****', Los
resultados para PMB en distintos laboratorios pueden mostrar variaciones significativas®, pero se
consideran niveles normales aquellos inferiores a 4 ng/mL, débilmente positivos niveles de 4 a 8

ng/mL y posilivos por encima de 8 ng/mL.

19



C) Glucosa.

El cociente de glucosa en LCR/plasma es muy variable: "cociente normal” es de alrededor de 0.6
pero puede oscilar desde aproximadamente 0.3 a 0.9%°. Dado que el equilibrio en el plasma
requiere de 1 a 2 hs, los pacientes con una caida rapida de glucosa plasmatica muestran cocientes
elevados, mientras que aquelias con un aumento rapido presentan cocientes bajos.

La glucosa del LCR se considera normal por encima de 40 mg/dL en un paciente en ayunas con
una glucosa plasmatica normal, o cuando el cociente de glucosa en LCR/plasma es de 0.3 0 mas
en pacientes cuya glucosa plasmatica halta permanecido estable durante varias horas™®.

Una disminucién de la glucosa en el LCR se asocia con una meningitis aguda o cronica, que puede
ser bacteriana, tuberculosa, micdtica, amebiana o parasitaria. La sensibilidad es de
aproximadamente el 50 al 80%, utilizando 40 mg/dl como criterio de glucosa "normal">.

En un 25% de pacientes con meningoencefalitis virica se produce una disminucidén de glucosa
para LCR, la especificidad es de alrededor del 75%, sin embargo, estas disminuciones suelen ser
mas pequefias que las observadas durante meningitis bacterianas.

Otras causas de disminucién de la glucosa en LCR incluye la hipoglucemia sistémica, la
hemorragia subaracnoidea, la administracién intratecal de albumina sérica radioyodada, la
neurosifilis y la sarcoidosis y las neoplasias afectantes de meninges (p.ej., leucemia, linfoma,
melanoma y carcinoma metastasico). Se cree que son tres los mecanismos por los que desciende
la glucosa en LCR, y son la alteracion en el transporte, aumento de la actividad glucolitica en el
SNC, y su utilizacion por leucocitos y microorganismos.

Un aumento de la glucosa en LCR no sugiere patologia de! SNC, sino sospecha de un aumento de

la glucosa plasmatica dentro de las 2 hs precedentes a la puncion lumbar.
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D) Lactato.

La concentracion de lactato en LCR es totalmente independiente de los niveles sanguineos
(cuadro 1.3.8). El origen primario de! lactato en el LCR es el metabolismo anaerobio del SNC.

Los procesos asociados con un aumento del lactato en el LCR incluyen los traumatismos
encefdlicos, el edema cerebral, las hemorragias intracraneales, el infarto cerebral debido a
arteriosclerosis, la hipolension, una PO, arterial baja, una neoplasia primaria o metastasica, las
convulsiones ideopaticas y la meningitis, en general cualquier proceso asociado con hipoxia
histica del SNC puede producir un aumento del lactato en LCR.

Una aplicacion la refiere el diagnéstico diferencial de la meningitis bacteriana tuberculosa y
micdtica con la virica. Ei aumento es mas frecuente en las primeras que en la (ltima®**>-45.4748.49
Utilizando un nivel de punto de corte de 3.3 a 4.0 mmoi/L o unos 30-36 mg/dL, tanto la
sensibilidad como la especificidad son de alrededor de 80 a 90%.

Se ha sugerido que una combinacién de glucosa y lactato sea mas (til que cualquiera de las dos
por separado™. Se requiere una mayor experiencia para confirmar esta hipotesis.

Una segunda aplicacion del lactato es la de evaluar a pacientes con traumatismo craneal grave )
al cabo de 18 hs a un traumatismo craneal grave, con frecuencia se produce una elevacion del
lactato del LCR ventricular; la disminucién a niveles normales constituye una prueba de mejoria
clinica. En recién nacidos, los niveles de lactato son méas elevados, durante los 2 primeros dias de
vida presentan niveles de 10-60 mg/dL, de los 3 a los 10 dias de 10-40 mg/dL y tras los 10 dias

de vida, decae a los niveles normales del adulto, unos 10-25 mg/dL%2%,

E) Enzimas

La lactato deshidrogenasa (LDH) normalmente se encuentra en el LCR, siendo singularmente
complicado el proporcionar un "rango normal® dado que los métodos de determinacion emplean
distintas concentraciones de substratos, neutralizacion, temperatura, etc. A pesar de que el
cociente de LDH/plasma mayor a 0.1 se ha considerado como una elevacion en la aclividad de
LDH“, los recién nacidos normales, parecen tener cocientes mas elevados™. Enfermedades del
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SNC tales como meningitis, leucemia, necrosis isquémica, linfoma y carcinoma metastasico
producen un aumento de LDH®. Una aplicacion es el diagnostico diferencial de la puncién
traumatica con la hemorragia intracraneal en los recién nacidos™. Aparentemente, la LDH apenas
se afecta por la puncién trauméatica, pero se eleva en proporcidn a la intensidad de la hemorragia
del SNC, una estimacién razonable de especificidad y sensibilidad es de 70 y 85%, en funcion a la
altura del punto de corte utilizado™.

Una segunda aplicacion de ia LDH en LCR es el diagndstico diferencial de la meningitis bacteriana
con la aséptica®®* Las elevaciones de la LDH en LCR pueden deberse a la lisis del coagulo
(iscenzima 1), a lesidén de la barrera hematoencefalica y a la liberacion de enzimas procedentes
del tejido cerebral (isoenzima 2 y 3) o granulocitos (isoenzima 4 a 5).

La creatincinasa (CK) suele presentarse como un analito elevado en el caso de meningitis
bacterianas, hemmorragia subaracnoideas, trombosis cerebral, esclerosis miltiple y otros
trastornos desmielinizantes, sindrome de Guillain-Barré, meningoencefalitis virica, hidrocefalia,
fraumatismos craneales, vasculitis, aumento de la presién intracraneal y después de convuisiones
epilépticas®™>, La fraccién mas frecuente de CK es la insoenzima CKBB derivada del tejido
cerebral, pero recientemente se ha sugerido gue seria un buen indice de lesion cerebral en
pacientes con paro cardiaco extrahospitalariosa.

Otras isocnzimas de! LCR incluyen la aspartato-amino-transferasa (ASAT), la enzima conversora

de la angiotensina (ECA) y la lisozima (muramidasa). El valor clinico de estas determinaciones no

esta establecido.

F) Amoniaco y glutamina,

Las concentraciones de amoniaco que se cbservan en et LCR corresponden a aproximadamente
una tercera parte del detectable en torrente sanguineo arterial y su incremento se asocia a la
encefalopatia hepética. Los productos amoniacales del tejido cerebral se combinan con el o-
cetoglutarato para la formacién de glutamina que protege ef SNC de los efectos toxicos
amoniacales.

22



La encefalopatia hepatica se ha diagnosticado por un aumento en la glutamina cefalorraquidea,
pues el amoniaco es dificil de determinar, y dicho aumento refleja un incremento del amoniaco
cerebral™*, No obstante la glutamina puede encontrarse elevada en la encafalopatia séptica y en
la secundaria a insuficiencia respiratoria®. Por lo que el aumento en un paciente comatoso no es

patognomdanico de encefalopatia hepatica.

G) Electrolitos y equilicrio acide-base

Las determinaciones de Na“ y K’ no son dtiles para diagnosticar trastornos neuroldgicos, el Cl" ya
no se utiliza en el diagndstico de meningitis tuberculosa por que no posee un valor clinico, el Ca®"
refleja el calcio plasmatico ionizado, y dado que se dispone de métodos fidedignos para
determinar el calcio plasmatico ionizado, las determinaciones en LCR apenas tienen valor clinico.
El Mg2+ normalmente se mantiene en unos niveles aproximados de un 30% mas elevados que en
plasma. Estas determinaciones no son Utiles para el diagndstico diferencial.

El pH y la Pco; se han estudiado extensamente, pero no resultan de utilidad en la atencién médica

al paciente™.

Ensayos Inmunoidgicos

A) Marcadores tumorales.

El antigeno carcinoembrionario del LCR  se ha utilizado como marcador del carcinoma meningeo
metastasico® 2% La sensibilidad para |la deteccion de metéstasis leptomeningeas de tumores
solidos es solamente del 30% (utilizando un valor de 4 ng/mL) con una especificidad del 90%.

La alfafetoprotefna se ha utilizado como marcador para el carcinoma embrionaric™. La
gonadolropina corignica humana del LCR se ha empleado como marcador del carcinoma

metastasico en el SNC%*,

B) Medicién de Inmunogiobulinas.
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El indice de 1gG en el LCR y la velocidad de sintesis de la IgG ofrecen una buena sensibilidad
para el diagndstico de la esclerosis mt’nltipless. Aproximadamente el 90% de pacientes con
esclerosis multiples tienen un indice de IgG por encima de 0.77, una velocidad de sintesis por
encima de 3 mg/dia o ambas cosas. No obstante, también se produce un aumento en otros
trastornos neuroldgicos inflamatorios, como la neurosifilis, las neuropatias inflamatorias, la
panencefalitis esclerosante subaguda, las infecciones del SNC por virus de la inmunodeficiencia
humana (VIH-1), las meningitis criptocdcicas y otros procesos®®* %% Una estimacion razonable
de especificidad puede encontrarse en los limites del 80 al 90% dependiendo del espectro de los
"procesos restantes” considerados™.

A pesar de que se ha sugerido que la IgG del LCR pude tener una sensibilidad y especificidad
comparables al indice y a la velocidad de sintesis de la IgG™®, un informe mas reciente, que utiliza
curvas caracleristicas de operacion relativa, indica que la IgG del LCR sola es inferior a estos
valores derivados’'. Se han mencionado bandas oligoclonales de 1gG en el LCR en la
panencefalitis esclerosante subaguda, la encefalitis postsarampion, la meningitis criptocdcica, la
infeccién por VIH-1, el linfoma de Burkitt, la epilepsia mioclénica progresiva, a polineuropatia
recidivante cronica, la neurosifilis (un 60% de pacientes), la meningoencefalitis bacteriana y virica
{un 40% de pacientes), la encefalitis aguda necrosante, el sindrome de Guillain-Barré, la
carcinomatosis meningea, la toxplasmosis del SNC, la encefalitis por herpes zoster, la encefalitis

por virus del herpes simple (VHS-1), la leucoencefalopatia multifocal progresiva y otros procesos

727374

) Determinacidén de proteina C reactiva

Se ha sugerido determinar la proteina C reactiva en LCR para el diagnéstico diferencial de
meningitis bacteriana frente a la virica, pues su hallazgo tiene un 100% de sensibilidad y un 94%
de especificidad para la meningitis bacteriana 7> Sin embargo otros informes han mostrado

un escaso rendimiento diagnéstico, y el valor de esta determinacion no esta todavia establecido’”.
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D) Pruebas para la neurosifilis.

Desde los primeros afios de la década de los setenta se ha utilizado el anticuerpo treponémico
fluorescente del LCR con absorcion (FTA-ABS en LCR). Este método ofrece una excelente
sensibilidad para la neurosifilis, cercana al 100%, La especificidad es menos satisfactoria:
aproximadamente del 96 al $7%’®"°. Pueden producirse algunos falsos positivos relacionados con
una puncién traumdtica y la contaminacion de sangre periférica®. Un FTA-ABS sérico no reactivo
descarta la infeccion sifilitica, incluida la neurosifilis, por lo que la prueba de laboraforio de
investigacion de enfermedades venéreas en LCR (VDRL en LCR) no esta indicada a en pacientes
con un FTA-ABS sérico negativo cuando no hay hallazgos clinicos sugestivos de neurosifilis®',
ademas su sensibilidad es de apenas el 50 a 60%°' aunque su especificidad se acerque al 100%.
En pacientes seropositivos con signos neuropsiquiatricos, un FTA-ABS negativo hace que el
diagnaostico de la neurosifilis activa sea muy improbable. Si es positiva, una VDRL en LCR positiva
es evidencia de presuncién de neurosifilis (a pesar de que una prueba positiva puede persistir
durante muchos aftos tras un tratamiento con éxito).

Los pacientes con un FTA-ABS en LCR positivo y una VDRL en LCR negativa deben ser
evaluados en busca de signos neurolégicos consecuentes con una neurosifilis. Del 75 al 80% de
pacientes con neurosifilis activa presentan una sintesis intratecal elevada, un indice de 1gG
elevado y/o bandas oligocionales en LCR. No obsiante como se ha mencionado antes, estos

hallazgos no son especificos.

E) Otras pruebas inmunoldgicas.

Las pruebas para el antigeno criptocdcico utilizando la aglutinacion con latex tiene un valor
establecido en el diagndstico de la meningitis criptocécicaaz, con una sensibilidad que va del 60 al
99%'°%2838 En |as fases tempranas de la enfermedad y en pacientes no infectados con
variedades no encapsuladas de C.neoformans pueden producirse resultados falsos negativos,

aquellos debidos a un efecto prozona pueden eliminarse estudiando muestras de LCR con una

dilucidén al 1:10 y los debidos a inmunocomplejos, mediante digestion enzimatica (pronasa),
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haciendo que 1a unién antigénica esté disponible para la reaccion. La especificidad es de
aproximadamente 80 al 90%.

Algunos falsos positivos son adjudicados al factor reumdtico y macroglobulinas similares que
pueden ser escindidas por la pronasa. Algunos equipos comerciales se han relacionado c¢on una
alta proporcion de falsos positivos®.

Los antigenos de Coccidiodes immitis pueden identificarse mediante pruebas serolégicas con

sensibilidades de 10 al 80% y especificidades del 90 al 99%'>%.

El antigeno de Mycobacterium tuberculosis puede detectarse por enzimoinmunosorbencia

(ELISA)**® cuya sensibilidad es de apenas el 50% pero la especificidad de un 96%, se requiere
mayor experiencia para valorar el rendimiento diagnostico de este método.

El antigeno de Haemofilus influenzae, Strepfococcus pneumoniae, Neisseria meningitidis y

Streptococcus del grupo B en LCR pueden detectarse mediante aglutinacion con latex con una

sensibilidad de 90% aproximadamente para Haemofilus influenza, de 60% para Streplococcus

pneumaniae, del 50% para Neisseria _meningitidis y del 90% para Strepfococcus qrupo B, la
especificidad en general oscila entre el 80 y 97% "%,
A pesar de que la utilizacion de estas pruebas se ha difundido, apenas ofrecen pocas ventajas

sobre la tincién de Gram para el diagnéstico temprano de meningitis bacteriana®.

1.4 Estudios Microbiologicos

El LCR vy los otros liquidos corporales en condiciones de normalidad son estériles; sin embargo, en
caso de infecciones bacterianas, rara vez se recupera mas de una especie. Por ende, no es
necesario el uso de varios tipos de medios selectivos. En el siguiente cuadro se presenta una lista
de microorganismos patégenos que pueden hallarse en LCR y de los medios sugeridos para su

recuperacion:
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Flora comensal . Medios de aislanmtiento .

{contaminantes) Patgenos P?‘?“““"’S . aconsejados’
Estafilococos coagulasa . ) -
negativos Neisseria meningitidis Agar chocolate (0 MTM)
Muchos estreptococos
Difteroides Haemophilus influenzae Agar chocolate con estria

estafilocdcica

Lactobacilos grupo b 0 agar CNA

Strepiococcus pneumoniae Agar-5% de sangre de camero
Especies de propionibacterium |Listeria monocytogenes
- . . .. Agar de McConkey (o
Escherichia coli y otras E.coli (algunos entéricos) EMB)"para entéricos”
Flavobacterium o
meningosepticum Agar-5% de sangre de camnero
Medio de Léwestein-Jensen
{LJ) o

Middlebrook 7H11

Mycobacterium tuberculosis

Cuadro 1.4.1.Posibles patégenos a presentarse en

muestras de LCR"?,

La tincion de Gram durante el examen bacterioldgico es el paso iniciat en la valoracién del LCR,

su sensibilidad es de un 60 a 90%'>%

y pueden producirse falsos negativos con menos de 1,000
microorganismos/mL en ei LCR, ademas las tinciones falsas positivas son principalmente debidas
a precipitacién de colorante, bacterias no viables en fas bandejas de puncion lumbar, portaobjetos
contaminados o soluciones de tincién contaminadas ™.

la sensibilidad de la tincion de Gram puede incrementarse ulilizando una concentracién
citomedular en lugar de una centrifugacion regular™C.

En preparaciones citocentrifugadas de LCR, tefiidas mediante técnica de Wrigth, pueden
observarse amebas®. Sin embargo, cuando estos organismos sufren una degeneracion
subyacente, su identificacion presenta dificultades.

El naranja de acridina, una tincién fluorocrémica, parece ser mas sensible que la tincién de Gram.

A pesar de que las tinciones de naranja de acridina del LCR no se utilizan profusamente, pueden

27



resultar Otiles en algunos pacientes con hallazgos clinicos de meningitis y una tincién de Gram
negativa,

Las tinciones de Ziehl-Neelsen para M.tuberculosis tienen una sensibilidad del solamente el 40%"",
sin embargo cuando se examina el liquido de cuatro puncicnes medulares seriadas, la sensihilidad

aumenta hasta el 80 a 90%""%

, la tincidn fluorescente de rodamina puede proporcionar un
sensibilidad un poco mejor que la tincion de Ziehl-Neelsen.

La preparacién con tinta china para C.neoformans tiene una sensibilidad aproximada del 25 al
50%, significativamenie menor que la de las pruebas de aglutinacidn con latex para el antigeno
criptocdcico™. La especificidad es menor del 100% por que en algunos pacientes las células
inflamatorias mononucleares pueden repeler las particulas de carbon de la tinta china,

produciendo falsos positivos: se ha sugerido que la utilizacién de nigrosina, en lugar de tinta china,

evita estos falsos positivos™®. Las causas frecuentes de meningitis incluyen H.influenzae

N.meningitidis y Streptococcus prieumoniae. Causas mengs frecuentes incluye estafilococos,

estreptococos, Listeria _monocyfogenes, bacterias coliformes, Mycobacterium _tuberculosis,

Criptococcus neoformans, otros hongos, leptospiras, bacterias anaerobias, amebas y parasitos.

Para los tipos frecuentes de meningitis bacteriana, los métodos de cultivo aerobio ofrecen una
sensibilidad de alrededor del 80 a 90%15, sin embargo, si se inicia el tratamiento antibitico antes
de obtener la muestra, puede resultar dificil el aislamiento de las bacterias®. Se producen faisos
positives: para los organismos que son contaminantes comunes, la especificidad de un cultivo
positivo puede ser inferior al 50%>. En pacientes con meningitis tuberculosa, la sensibilidad del
cultivo inicial es de alrededor del 50% y aumenta hasta el 80% en los cullivos repetidos®’. En estos
casos se recomiendan volimenes importantes de LCR. En la meningitis micotica, la sensibilidad
del cultivo inicial

es solamente del 40 al 60%", algunas técnicas especiales como la filtracion de membrana con
volumenes importantes de LCR (unos 30 mL) pueden proporcionar un sensibilidad poco mejor%, la

especificidad es menor del 100% debido a falsos positivos excepcionales.
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Los cultivos anaerobios de LCR estan indicados en pacientes con procesos como otitis media
crénica o mastoiditis cronica, sinusitis cronica, infeccion de ta herida de craneotomia ©
laminectomia, supuracion faringea, neoplasia craneal o de cuello y focos de infeccién anaerobia,
como un epiema o un absceso abdominal. Los cultivos viricos de LCR tienen valor en casos
seleccionados™. la sensibilidad se encuentra en el rango de 40 a 70%; sin embargo, determinados
microorganismos como el VHS-1 requieren biopsia cerebral.

Si se sospecha de meningitis amebiana, basada en ensayos de identificacion de microorganismos

en las preparaciones citomedulares tefiidas con tincién de Wright*®%

, pueden utilizarse técnicas
de cultivo especiales para la confirmacion®®.
Los microorganismos gue habitualmente causan infecciones en LCR suelen ser nutricionalmente

exigentes y dificiles de recuperar en cultivos, por ende, siempre debe incluirse el uso de un medio

enriquecido como agar chocolate. Dado que Haemophilus influenzae es un patégeno comun, es

adecuado el uso del mencionado agar chocolate ademas de agar sangre con estria estafilococica,

el agar chocolate también permite la recuperacion de otro patégeno comun, Neisseria meningitidis.

Dado que el LCR normalmente no esta contaminado con otros microorganismos, noe €s necesario
el uso de medios selectivos como Thayer Martin Modificado (MTM). La inoculacion de caldos de
enriquecimiento como el tioglicolato o caldo eugdnico suele ser Otil para la recuperacion de

microorganismos que se encuentran en cuentas bajas dentro de [a muestra.

Ofros patégenos incluyendo Lisferia monocyfogenes y Flavobacterium meningosépticum, pueden

crecer en los medios sugeridos. Las colonias de L.monocylogenes son pB-hemotiticas y pueden

confundirse con estreptococos fB-hemoliticos, de los cuales pueden diferenciares sobre la base de
una tincién de Gram y una prueba de catalasa (fas listerias son bacilos Gram positivos y catalasa

positiva). E| Flavobacterium meningosepficum es uno de los agentes etiolbgicos de la sépsis

neonatal y puede sospecharse si se observan colenias de color amarillo en la sangre de camero o
agar-chocolate en ausencia de crecimiento en agar de MacConkey. También se aconseja la

inoculacion de un caldo tioglicolato o la de un caldo eugdnico enriquecido.
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El Cryptococcus neoformans crece bien en agar chocolate y agar sangre y no es necesario el uso
de medios especiales para hongos. El LCR puede centrifugarse o pasarse a través de un filtro para
bacterias de 0.45 pm (Millipore Corporation, Bradford, MA) para concentrar los criptococos. Gotas
de sedimento centrifugado deben colocarse sobre la superficie del agar sin diseminacion para una
recuperaciéon maxima de un bajo nimero de microorganismos. Los filtros deben colocarse hacia
abajo sobre la superficie del agar y cambiarse de lugar cada 3 a 4 dias con e objetos de permitir Ia
deteccidn del crecimiento de colonias. Si bien la recuperacion de microorganismos en cultivo aun
es método de referencia para confirmar el diagnéstico de criptococosis, en muchos laboratorios se

realiza solo el antigeno criptococico en pruebas directas para sangre u orina.

2. Liquido sinovial.

2.1 Naturaleza del liquido

La membrana sinovial reviste los margenes de la s articulaciones diartroidales, de la bolsa y de las
vainas del tendén sinovial, pero no cubre los cartilagos o meniscos articulares. Las células de
revestimiento sinovial se encuentran dispuestas libremente en una capa compuesta por una a tres
células sobre una matriz de mucopolisacaridos. A diferencia de otras cavidades organicas no
existe membrana basal y no hay desmosomas que unan las células sinoviales adyacentes. El
revestimiento presenta una superficie discontinua a menudo con amplios vacios entre células
sinoviales adyacentes.

El liquido sinovial se produce por didlisis del plasma a través de la membrana sinovial y la
secrecion de un complejo acido hiafuronico-proteina. A este infiltrado se afaden solo pequeiias
cantidades de proteinas de alto peso molecular, como el fibrindgeno y las globulinas99 . Las
concentraciones de proteinas totales e inmunoglobulinas en el liquido sinovial son
aproximadamente de un tercio a la mitad del plasma, mientras que |a glucosa y el acido tGrico son

comparables a los del plasma (cuadro 2.3.3).
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El Cryptococcus neoformans crece bien en agar chocolate y agar sangre y no es necesario el uso
de medios especiales para hongos. El LCR puede centrifugarse o pasarse a través de un filtro para
bacterias de 0.45 pm (Millipore Corporation, Bradford, MA) para concentrar los criptococos. Gotas
de sedimento centrifugado deben colocarse sobre |a superficie del agar sin diseminacion para una
recuperacién maxima de un bajo nimero de microorganismaos. Los filtros deben colocarse hacia
abajo sobre la superficie del agar y cambiarse de lugar cada 3 a 4 dias con el objetos de permitir la
deteccion del crecimiento de colonias. Si bien la recuperacion de microorganismos en cultivo aun
es método de referencia para confirmar el diagnéstico de criptococosis, en muchos laboratorios se

realiza solo el antigeno criptocdcico en pruebas directas para sangre u orina.

2. Liguido sinovial.

2.1 Naturaleza del liquido

La membrana sinovial reviste los margenes de |a s articulaciones diartroidales, de la bolsa y de las
vainas del tendon sinovial, pero no cubre los cartilagos o meniscos articulares. Las células de
revestimiento sinovial se encuentran dispuestas libremente en una capa compuesta por una a tres
células sobre una matriz de mucopolisacaridos. A diferencia de otras cavidades organicas no
existe membrana basal y no hay desmosomas que unan las células sinoviales adyacentes. El
revestimiento presenta una superficie discontinua a menudo con amplios vacios entre células
sinoviales adyacentes.

E! liquido sinovial se produce por didlisis del plasma a través de la membrana sinovial y la
secrecidén de un compiejo acido hialurdnico-proteina. A este infiltrado se afiaden solo pequefias
cantidades de proteinas de alto peso molecular, como el fibrinégeno y las globulinas99 . Las
concentraciones de proteinas totales e inmunoglobulinas en el liquido sinovial son
aproximadamente de un tercio a la mitad del plasma, mientras que la glucosa y el acido Urico son

comparables a los del plasma (cuadro 2.3.3).
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El acido hialurdnico es un polimero compuesto de repetidas unidades de disacaridos (acido
glucorénico-glucosamina). Su peso molecular varia desde 5 a 10 millones de Daltons en funcién al
grado de polimerizacion, y esta unido con aproximadamente el 2% de proteinas. AGn las grandes
articulaciones contienen solo de 0.1 a 20 mL de liquido sinoviai, por o que hay "punciones secas"
y en condiciones normales se recogen muestras de 5 a 10 mL en tubos heparinizados estériles
para el examen microbiolégico, de 1 a 5 mL en un segundo tubo heparinizado para el examen
microscopico (los oxalatos, la heparina de litio y el E.D.T.A. originan artefactos de interferencia) y
el liquido adicional se coloca en un tubo ordinario (sin anticoagulante) segun se requiera para otros
estudios. Ef liquido sinovial normal tiene escaso contenido de fibrindgeno, por lo que no coagula,
de cualquier forma, el paso inicial del examen microscépico es medir el volumen total y la
viscosidad del liquido, estos registro se efectuan al momento de la toma de producto, y la
viscosidad puede evaluarse permitiendo que se forme una ristra cuando el liquido gotea de la
jeringa terminando de extraer la aguja. El liquido sinovial normal forma una ristra de 4 a 6 cm de
longitud, si esta se rompe antes de alcanzar los 3 cm, la viscosidad se encuentra mas baja de lo

normal’®.

La baja viscosidad se asocia con procesos inflamatorios que conducen a la
despolimerizacion de! &cido hialuronico. Estos incluyen la artritis séptica, la gotosa y la
reumatoide. También puede disminuirse por dilucién del acido hialurénico por un rapido derrame
tras un traumatismo. Dado a la inespecificidad de la reduccién en la viscosidad, no se hace

necesario repetir dicha medicién en el [aboratorio.

2.2 Evaluacion organoléptica.

El aspecto y el color del liquido cefalorraquideo sinovial normal son cristalinos y amarillos palidos;
debe observarse en un tubo transparente contra un fondo blanco.

La turbidez puede deberse a leucocitosis, un nimero masivo de cristales (en la artritis cronica se
producen cristales de colesterol), gotitas de grasa, fibrina o coagulos de células sinoviales en

degeneracién, que producen agregados histicos que flotan libremente'™.
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Puede producirse un liquido hematico, en caso de fractura a través de la superficie articular, si hay
un tumor que afecte fa articulacion, en la arritis traumatica, en la artropatia neurogénica, en la
artritis hemofilica o en fa sinovitis vellonodular pigmentada. En ocasiones puede presentarse un
liquido sanguinoclento en la artritis séptica, en |a artritis reumatoide o en {a artrosis.

Una puncién traumética puede identificarse mediante:

1. Cantidades decrecientes de sangre a medida que continua la aspiracion (la sangre
excepcionalmente puede aparecer a medida que los tejidos son traumatizados durante |a
aspiracion)

2. lLadistribucién poco uniforme con aspecto veteado en la jeringa.

A pesar de que la xantocromia resulta dificil de evaluar debido al aspecto amarillento del liquido
sinovial normal, un sobrenadante rojo oscuro o pardo oscuro es una prueba de hemartrosis antes
que una puncidn traumatica.

Un liquido purulento se puede observar en diversas infecciones bacterianas; sin embargo, el
aspecto del liquido sinovial puede ser normal durante los estadios precoces de la infeccion.

Un liguido lechoso o "seudoquiloso" puede apreciarse en la artritis tuberculosa, la artritis
reumatoide cronica o la séptica por H.Influenzae puede aparecer un liquido verdoso, asi como en

la artritis reumatoide cronica y en la sinovitis aguda debida a gota o pseudogota.

2.3 Alteraciones relevantes de parametros.

Antiguamente, los haliazgos del liquido sinovial se habian clasificado en "tipos de reaccién”, como

se muestra en el cuadro 2.3.1.
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Clasiﬁ'cacién?gie los hallazgos del Iiguido. sinovial

Séptico

Normal No inflamatorio |inflamatorio feve|inflamatorio intenso
{arupo |} rupo fi rupo il {arupe V)
Amarillo . Amarillo claro ¢ . Turbio a
Aspecto claro Amarillo claro ligera turbidez Turbio purulento
Viscosidad Alta Alta Disminuida Disminuida Disminuida
Leucocitos/Ml 0-200 200 - 2,000 2,000 - 5,000 5,000 - 50,000 > 50,000
Glucosa (dife-
rencia sangre-
liquido sinoviall g _49 0-10 0-20 0-40 20 -100
mg/di)

Cuadro 2.3.1. Clasificacion de hallazgos en liquido
sinovial'”'.

Los derrames no inflamatorios (grupo 1) presentan caracteristicamente recuentos leucocitarios por
debajo de 2000 /ul, con porcentaje de neutrdfilos inferior al 25%. Los procesos tipicos asociados
con derrames del grupo | incluyen artrosis, artritis traumatica, y patologia articular neurégena. En
ocasiones pueden presentarse hallazgos similares en ia fiebre reumdtica leve, en el lupus
eritematoso sistémico o en la primera fase de la infeccién bacteriana. Con el examen mediante
microscopio de contraste de fase, en la artrosis, en la artritis traumatica o en la enfermedad
articutar neurégena pueden observarse fibrillas de coladgeno, fragmentos de cartilago o ambos.

Los derrames inflamatorios leves {grupo |l) caracteristicamente tienen recuentos leucocitarios en
liquido sinovial por debajo de 5000 /uL y un porcentaje de neutrdfilos inferior al 50%. Estos pueden
producirse en la fase inicial de la fiebre reumatica, en la fase inicial del lupus eritematoso
sistémico, en la fase inicial de las infecciones bacterianas y en las artritis que acompafian

enfermedades sistémicas, como la colitis ulcerosa, la enteritis regional o la psoriasis.
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Los derrames inflamatorios intensos (grupo 1) de forma caracteristica tienen recuentos
leucocitarios de liquido sinovial de hasta 50,000, con hasta el 90% de neutrofilos “°". Las causas
incluyen la infeccidn bacteriana, la gota, |a pseudogota y |a artritis reumatoide.

Los derrames sépticos {grupo 1V) de manera caracteristica tienen recuentos leucocitarios que
superan los 50,000/uL, con mas del 90% de neutrdfilos.

Los derrames hemorrdgicos en ocasiones se consideran un quinto tipo de reaccion. Pueden
asociarse con traumatismos, fracturas, articulacion neurdgena, tumores (en particular el
hemangiomay, sinovitis vellonodular pigmentada, diatesis hemorragicas o artritis sépticam’.

Es importante recordar que en la misma articulacion pueden existir diversos procesos al mismo
tiempo: por ejemplo, una artritis séptica y un lupus ertematoso; una artritis séptica y una
pseudogota; una artritis séptica y una gota; una gota y una artritis reumatoide, y una artritis séptica
y una artritis reumatoide'®. Asimismo pueden producirse diferenies tipos de cristales en la misma
muestra'®: cristales de 4cido drico y pirofosfato; cristales de hidroxiapatita y pirofosfato, y cristales
de acido (rico e hidroxiapatita.

En todos los pacientes con derrames monoarticulares debe considerarse la posibilidad de infeccién
bacteriana (p. Ej., artritis tuberculosa o artritis gonocécica). Las aspiraciones repetidas, los
estudios radioldgicos de repeticion e incluso una biapsia sinovial pueden estar indicados en caso

de dudas diagndsticas y ante evidencia clinica de progresion de la enfermedad.

Celularidad.

El limite superior normal para el recuento de leucocitos es de 200/uL'™, dado que puede existir
degradacion feucocitaria tras 1 h de haberse recogido la muestra'™, los recuentos deben
efectuarse de inmediato.

Una aplicacion del recuento leucocitario en liquido sinovial es el diagnéstico de la artritis
bacteriana. A pesar de que la artritis séptica a menudo se asocia con leucocitos en mas de
20,000/ul. (al igual que para la gota aguda por acido Urico o la artrilis reumatoide), en la fase

temprana de la artritis bacteriana provecada por infecciones gonocdcicas son frecuentes los
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recuentos leucocitarios bajos'® "%

, por todo ello, el recuento leucocitario tiene un valor diagnostico
muy limitado,
La preservacion de la morfologia celular del liquido sinovial se ha observado mucho mejor

mediante el proceso de citocentrifugacion que por la realizada regularrnente107

, ¥ la digestion por
hialuronidasa se hace necesaria para muestras muy viscosas'®, aunque deben prepararse
extensiones lo mas pronto posible a la recepcion de la muestra.

El liquido sinovial normal contiene alrededor de un 65% de fagocitos mononucleares (monocitos e

100,101. Los

histiocitos) aproximadamente un 15% de linfocitos y como un 20% de neutrofilos
recuentos diferenciales de liguido sinovial poseen un valor limitado, debido a la notable diferencia
existente interlaboratorios'™. La neutrofilia del liquido sinovial {(>80%) se asocia con arritis
bacteriana, gota por acido Urico y artritis reumatoide, aunque en esta dltima se observe un elevado
porcentaje de linfocitos (en ocasiones reactivos con aspecto de linfoblastos o de células de Sézary
109.110_

La eosinofilia del liquido sinovial (>2% de leucocitos totales) se& ha mencionado en el carcinoma
metastéasico, la fiebre reumatica aguda, la arritis reumatoide, en la infestacion por Dranunculus
medinensis, en la enfermedad de Lyme y en la arlritis reactiva asociada a la infestacion por
Strogyloides, tras artrografia y radioterapia’""**2'".

La formacion de células LE puede producirse come un fenomeno in vivo'', algunos pacienles con
artritis reumatoide, también presentan células LE, en la artrosis pueden producirse células

115,116

cartilaginosas multinucleadas y finalmente en la sinovitis vellonodular pigmentada existen

células gigantes por cuerpo extrafio con hemosiderina y agregados capilares de células sinoviales.

Presentacion de cristales

Los dos aspectos mas importantes del examen de liquido sinovial son la bisqueda de cristales y ei
estudio microbiolégico, que incluye la tincion de Gram.

Cinco tipos de cristales endogenos pueden precipitar en las ariculaciones y alrededor de éstas
117,118,119

produciendo sintomas de artritis clinica
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+ Urato monosodico
+ Pirofosfato calcico
» Hidroxiapatita
+ Lipidos
+ Oxalato céicico
Los procesos clinicos correspondientes se denominan gota por acido urico, gota por pirofosfatos,

gota por hidroxiapatita, gota por lipidos y gota por oxalatos {Cuadro 2.3.2).

' Protesos clinicos provocados por cristales endogenos

Proceso clinico Cristal
Gota por acido Urico Urato monosaédico-monohidratado
Gota por pirofosfatos Pirofosfato calcico-dihidratado
Gota por hidroxiapatita Fosfatos calcicos basicos
Gota por lipidos Lipidos
Oxalato calcico-monohidratado; Oxalato calcico-
Gota por oxalatos dihidratado

Cuadro 2.3.2. Procesos clinicos provecados por

z 7
procesos endogenos' '’

Los cristales exogenos también pueden provocar sintomas de artritis clinica: el polvo de los
guantes introducido durante la cirugia asticular o la inyeccidn intraarticular de soluciones cristalinas
de corticoides. Exceptuando et caso de la hidroxiapatita, que puede requerir técnicas especiales
de deteccion, los restantes pueden identificarse por microscopia de luz polarizada, aunque no se
recomienda el uso de microscopios simples adaptados con un par de discos polarizados con una
cinta de papel celofan transparente”". La basqueda de cristales debe realizarse a partir de una
preparacién en fresco tanto con luz de contraste de fases como luz polarizada procurando limpiar
el portaobjetos y el cubreobjetos con alcohol o acetona justo antes de realizar el examen para

eliminar las particulas de polvo birrefringentes que ocasionan la presencia de artefactos confusos,
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asi también se debe procurar su secado cuidadosamente con un papel para lentes o0 una gasa que
no deje residuos.

Los cristales de urafo monosédico (UMS) aparecen come bastones birrefringentes o agujas bajo
de 5 a 20M de longitud bajo luz polarizada. Para este analisis debe emplearse un portaobjetos
control con cristales conocidos de UMS, y ademas buscar cristales intracelulares indicativos de la

gota aguda por acido urico (encontrandose en el 90% '™

de los pacientes con este padecimiento).
El UMS también puede observarse en pacientes con gota por acido drico mas artritis séptica’*™®, no
excluyendo por esto a la artritis bacteriana.

Los cristales de pirofosfato célcico dihidratado (CPPD) se observan en pacientes con artrosis y
procesos asociados con hipotiroidismo, hiperparatiroidismo, hemocromatosis'™®, y otros procesos
caracteristicos de un grupo denominado "gota por pirofosfatos” o "enfermedad por deposito de
cristales de CPPD". Este tipo de cristales aparecen como bastones birrefringentes, rectangulos o
rombos de 1 a 20y de longitud por hasta 4 de amplitud.

Algunos corticoides de inyeccion intraarticular pueden llegar a confundirse con cristales de
CPPD''| al igual que los cristales de colesterol en derrames cronicos.

Los cristales de hidroxiapatita (HA) sirven como prototipo de diversos fosfatos calcicos basicos, y
aunque su deteccion es muy dificil debido a que no son birrefringentes y de muy pequefias
dimensiones, se puede hacer patente so presencia por agregados microesferoidales que van de 1
a 50u de diametro. Para demostrar la presencia de este tipo de cristales, generalmente se recurre
a pruebas especiales como la electromicroscopia analitica'’®. Estos cristales se asocian a

patologias como la artrosis y el sindrome del "hombre de Milwaukee™''®.

Los cristales de /ipidos se han relacionado con la artritis aguda''®'?

y muestran refringencia con
aspecto de cruz de Malta, al contrario de otras particulas lipidicas no birrefringentes.

Los cristales de oxalato de calcio se observan en pacientes sometidos a dialisis renal cronica'®'2
y en un error congénito del metabolismo poco frecuente denominado oxalosis primaria. Pueden

presentarse sintomas articulares agudos, subagudos o cronicos por la presencia de los cristales en

los fagocitos del liquido sinovial. El oxalato de calcio dihidratado se presenta caracteristicamente
37



en una forma bipiramidal que se identifica facilmente por coniraste de fase, por otra parte, la
forma monohidratada se presenta birrefringente, pero sin aspecto caracteristico.

Los poivos de los guantes introducidos por alguna cirugia articular se asemejan a los cristales de
lipidos teniendo de 5 a 10" '*'%",

Los cristales de corﬁq:oides pueden ser idénticos en apariencia al UMS o CPPD, también pudiendo
aparecer como bastones cortos, laminas, fragmentos o agregados'** y pueden persistir durante
varios meses tras la inyeccion intraarticular.

Las fibrillas de coldgenc y las hebras de fibrina pueden parecerse a los cristales de UMS con el
microscopio de [uz ordinaria midiendo de 2 a 1004 de longitud, sin embargo, bajo luz polarizada no
observan refringencia o apenas la demuestran. Para distinguir definitivamente las fibriflas de
colageno de las hebras de fibrina se hace absolutamente necesaria |la microscopia electrénica.

Los fragmentos de cartflago pueden tener birrefringencia bajo luz polarizada, pero a diferencia de
los UMS y/o los CPPD, no presentan margenes paralelos y se asocian a las artrosis o las artritis
traumaticas. Los cristales de colesterol, caracteristicamente aparecen como laminas
birrefringentes irregulares a menudo presentando margenes con muescas, no obstante en los
derrames cronicos pueden aparecer como largas agujas birefringentes o como rombos
semejantes a los de UMS o CPPD'®. Estos derrames cronicos pueden deberse a una artritis

tuberculosa o reumatoide,

Ensayos quimicos.

El analisis quimico "de rutina”" del liquido sinovial puede verse obstaculizado por una elevada

126

viscosidad ~°, que pude ser controlada mediante digestion con hialuronidasa previa al

analisis'®' "%
El cuadro 2.3.3 nos muestra un panorama det estado normal de los constituyentes del liquido

sinovial para abordar con mejor vision cada una de las pruebas a mencionar.
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* Intervalos de referencia de los contituyentes del liquido sinovial
Liquido sinovial Plasma
1)Proteinas 1-3g/dL 6-8g/dL
Albumina 55-70% 50-65%
a - Globulina 06 -03 % 03-05%
a; - Glohulina 05-07 % 07 -13%
B- Globulina 08-10% 08-14%
G -Glohulina 10-14 % 12-22%
2)Acido hialurénico 0.3-0.4g/dL
3)Glucosa 070 - 110 mg/dL 070 - 110 mg/dL
4)Acido urico 002 - 008 mg/dL 002 - 008 mg/dL

Cuadro 2.3.3. Contfituyentes dcl liquido sinovial cn

condiciones de normalidad'*.

A) Prueba de coagulacién de mucina,
La adicion de &cide acético al liquido sinovial provoca un coagulo de mucina calificable como
"adecuado”, "leve” o "insuficiente”. Un coagulo de "leve” a "insuficiente” refleja la despolarizacion

100,104

del acido hialurénico indicativa de muchos tipos de artritis inflarmatoria . Esta prueba pocas

veces trasciende sobre cambios en el diagnéstico o tratamiento del paciente'®”'%®

, esencialmente
aporta la misma informacién que la viscosidad del liquido sinovial, pudiéndose omitir del analisis
de rutina.

B) Glucosa.

Su valor va de 0 a 10 mg/dL mas baja que en el plasma, pues el equilibrio entre ambos medios es
lento, en condiciones ideales, la muestra de sangre y de liquido sinovial deben obtenerse tras un
ayuno de por lo menos 6 hs, sin embargo en la practica, pocas veces se observa esto'® %',

Unos niveles de glucosa en liquido sinovial disminuidos pueden definirse como :

1. Glucosa en liquido sinovial menor de 40 mg/dL

2. Diferencia plasma-liqudo sinovial mayor de 10 mg/dL
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En aproximadamente el 50% de pacientes con artritis bacteriana'®, que incluye la artritis
tuberculosa'”®, se encuentra una disminucion de Ia glucosa en el liquido sinovial. No obstante, esta
disminucién también es frecuente en las alteraciones inflamatorias no sépticas, como la artritis
reumatoide. La actividad glucolitica de los leucocitos en liquido sinoviales con alto contenido
celular puede producir un fatso descenso de la glucosa si la determinacion no se realiza al cabo de
1 h™

C)Proteinas.

Las proteinas totales en el liquido sinovial se ven aumentadas por numerosos procesos,
incluyendo a la artritis reumatoide, la gota y la artritis séptica. Esto se debe muy probablemente a
un aumento de [a permeabilidad vascular, aunado a un aumento en la sintesis de
inmunoglobulinas dentro de la membrana sinovial. Por ende las determinaciones de este tipo casi

nunca trascienden sobre el diagnéstico, tratamiento o resultado de los pacientes'?®

. Las proteinas
totales y el proteinograma electroforético apenas parecen tener valor en el diagnéstico diferencial.

D)Enzimas.

A pesar de que algunos estudios sugieren de que el aumento de la lactato deshidrogenasa en

liquido sinovial podria contribuir al diagnéstico diferencial®™®

, estas determinaciones parecen tener
muy poco valor clinico.

E) Acido tirico.

Algunos informes iniciales sugirieron que las determinaciones de acido urico en liquido sinovial
tendrian utilidad en el diagndstico de la gota, no obstante, la posterior experiencia sugiere que
carecen de valor clinico'® ™',

F) Lactato,

Diversas observaciones sugieren que la determinacién de lactato en el liquido sinovial puede
favorecer el diagnéstico diferencial del artritis séptica, a pesar del hecho de que en la infeccién

gonocacica, el lactato a menudo es normal'>® 132133134

. El aumento del lactato, asociado a artritis
séptica, probablemente representa un hallazgo inespecifico, debido a la glucélisis anaerobia

asociada a procesos inflamatorios graves. La artritis reumatoide también es ascciada a un
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135,136,137

aumento del lactato , aunque el valor de i{a medicidn, no estd establecido para su

utilizacién clinica rutinaria.

Ensayos inmunolégicos.

A)Medicién de inmunoglobulinas.

La concentracién de inmunoglobulinas en el liquido sinovial es inferior a la del plasma, sin
embargo, estos valores se asemejan durante la artritis reumatoide, lo que probablemente estd
relacionado a un aumento en la sintesis local de inmunoglobulinas.

B)Factor reumatoide.

Esta prueba puede detectarse en alrededor del 60% de los pacientes con artritis reumatoide, sin
embargo, es inespecifico y la determinacion de rutina apenas tiene valor'® %127,

C)Anticuerpos antinucleares,

De pacientes cursantes con Lupus eritematoso sistémico se han comprobado anticuerpos
antinucleares en el 70% de pacientes, y en un 20% que cursan con artritis reumatoide'®'. Sin
embargo este hallazgo tiene poco valor clinico.

D)}Determinacion del complemento.

En liquido sinovial esta determinacion tuvo su maximo interés en la década de los setenta, pues
una disminucién del complemento en este medio se observé en aproximadamente un 80% de
pacientes seropositivos con artritis reumatoide (factor reumatoide presente en el suero) y en el
40% de seronegativos. Sin embargo también se observa una disminucidn del complemento en el
liquido sinovial en un 80% de pacientes con lupus sistémico, asi como en algunos con fiebre
reumatica, artritis bacteriana, gota, pseudogota y otros tipos de artritis inflamatoria.

Por ende, las determinaciones de la disminucién del complemento en liquido sinovial apenas

tienen valor en la atencion médica al paciente'®'%®'%2
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2.4 Estudios microbiolégicos.

La tincién de Gram debe realizarse como parte de fa valoracion de rutina del liquido sinovial, 1a
sensibilidad varia dependiendo de la etiologia de la artritis séptica.

La tincion de Gram es positiva en alrededor del 75% de los pacientes con infecciones
estafilocicicas, del 50% para pacientes con artritis séptica por bacilos gramnegativos y en menos
del 25% con artritis gonocdcica'*®.

La tincion de Ziehl-Neelsen debe llevarse a cabo bajo la sospecha de artritis tuberculosa, sin
embargo su sensibilidad es de solo el 20%'*® Para un diagnéstico rapido se ha recomendado la
biopsia sinovial para evitar el retraso de 4 a 6 semanas que requieren los resultados de los
cultivos.

Los cultivos de liguido sinovial son positivos en |la mayoria de pacientes con artritis bacteriana no
gonocécica. Sin embargo, N. Gonomoeae se obtiene en menos del 50% de articulaciones
purulentas de pacientes con infeccién gonocdcica diseminada'®. Asimismo, los cultivos suelen ser
negativos en cientes con infecciones por Yersinia™. Los cultivos de M.tuberculosis son positivos
en el 80% de pacientes con artritis tuberculosa'. Si los hallazgos clinicos son caracteristicos de

artritis tuberculosa. Debe iniciarse el tratamiento antes de que se disponga de los datos del cultivo.

3. Liquido pleural.

3.1 Naturaleza del liquido.

Los movimientos interpleurales desarrollan constantemente determinada friccion en las capas de
la pleura, esto origina que se requiera un medio que difunda el calor generado y evite el desgaste
de una contra la otra, por lo ldgica este medio requerird de mayor espacio intermolecular que

permita discipar
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2.4 Estudios microbiolégicos.

La tincion de Gram debe realizarse como parte de la valoracién de rutina del liquido sinovial, |a
sensibilidad varia dependiendo de fa etiologia de |a artritis séptica.

La tincion de Gram es positiva en alrededor del 75% de los pacientes con infecciones
estafilococicas, del 50% para pacientes con artritis séptica por bacilos gramnegativos y en menos
del 25% con artritis gonocécica'®.

La tincion de Ziehl-Neelsen debe llevarse a cabo bajo la sospecha de artritis tuberculosa, sin
embargo su sensibilidad es de solo el 20%'*° Para un diagnéstico rapido se ha recomendado la
biopsia sincvial para evitar el retraso de 4 a 6 semanas que requieren los resultados de los
cultivos.

Los cultivos de liquido sinovial son positivos en la mayoria de pacientes con artritis bacteriana no
gonococica. Sin embargo, N. Gonorroeae se obliene en menos del 50% de articulaciones
purulentas de pacientes con infecciéon gonocécica diseminada'®. Asimismo, los cultivos suefen ser
negativos en cientes con infecciones por Yersinia'®. Los cultivos de M.tuberculosis son positivos
en el 80% de pacientes con artritis tuberculosa'®. Si los hallazgos clinicos son caracteristicos de

artritis tuberculosa. Debe iniciarse el tratamiento antes de que se disponga de los datos del cultivo.

3. Ligquido pleural.

3.1 Naturaleza del liquido.

Los movimientos interpleurales desarrollan constantemente determinada friccion en las capas de
la pleura, esto origina que se requiera un medio que difunda el calor generado y evite el desgaste
de una contra la otra, por lo logica este medio requerird de mayor espacio intermolecular que

permita discipar
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energia, esto es, un medio liquido. Se ha estimado que la cantidad de liquido es de 1 a 15mL y
esta producido por la pleura parietat y absorbido por la pleura visceral segun un proceso continuo.
£l liquido pleural es formado por filtracion plasmatica a través del endotelio capilar, a una
velocidad controlada por la presién capilar, la presién osmdtica plasmatica y la permeabilidad
capilar. La reabsorcién se efectlia a través de los capilares de los linfaticos en la pleura visceral.
Las proteinas no se reabsorben a través de los capilares vasculares, sino a través de los
linfaticos'.

Durante la formacion del liquido pleural, las proteinas difunden a velocidades que dependen del
tamario y de la estructura molecular.

Comparado con el plasma, el liquido pleural presenta un patrén electroforético de un aumento en
la proporcion de albamina, aunque con una disminucién de la -globulina y del fibrindgeno.

A pesar de que el liquido pleural normal no coagula, las muestras deben ser recogidas en tubos
heparinizados, ya que los liquidos patologicos contienen fibrindgeno que puede ocasionar su
coagulacion.

Las acumulaciones de liquido en el espacio pleural se denominan derrames. Los trasudados son
acumulaciones de liquido por un aumento en fa presion hidrostatica de los capilares pleurales o
por una disminucion de la presion oncotica plasmatica.

Las causas incluyen la insuficiencia cardidca congestiva, la cirrosis hepatica y el sindrome
nefrético.

Los exudados pueden estar causados por un aumento de la permeabilidad capilar o una
disminucién en la reabsrocidn linfatica. Las causas que influyen en la aparicion de los exudados
incluyen las infecciones pleurates las neoplasias y los procesos inflamatorios no sépticos como la

enfermedad reumatica (cuadro 3.1.1).
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Clasificacién de los derrames pleurales

Trasudados:Aumento de la pre-
sion hidrostatica o disminucion de
presién oncodtica en plasma

Exudados:Aumento de fa per-
meabilidad capilar o disminucion de
la reabsorcion linfatica

Liquido de origen
extrapleural

Insuficiencia cardidca congestiva

Infecciones (Tuberculosis con alto
porcentaje de linfocitos,Neu- monia
bacteriana,Neumonia viri- ca o por
micoplasmas)

Pancratitis (aumento de [a
actividad amilasa en el
liquido de de- rrame)

Cirrosis hepética

Neoplasias (Carcinoma bronco-
génico,Carcinoma metastasico,
Linfoma,Mesotelioma con au-
mento de acido hialurénico en el
liquido de derrame)

Rotura esofagica
{(aumento de la actividad
amilasa y pH bajo)

Hipoproteinemia (p. gj.,sindrome
nefrética)

Infarto pulmonar (puede asociar-
se con derrame hemorragico)

Transtorno inflamatorio no infec-
cioso con afectacién de la pleura
(Enfermedad reumatica con su
habitual glucosa baja o Lupus eri-
tematoso sitémico con céiuias LE
ocasionales)

Cuadro 3.1.1. Clasificaciébn de los derrames

pleurales'™”.

Clasicamente las proteinas del liquido pleural se utilizan para distinguir los trasudados de los

exudados. La concentracion normal del liquido pleural es de 1- 2 g/dL. Las liquidos con valores

superiores a los 3 g/dL a menudo se son considerados exudados y augellos por debajo de dicho

valor son considerados trasudados.

Los siguientes criterios para definir un exudado son los siguientesm:

1. Cociente de proteinas del liquido pleural/sérico mayor de 0.5

2. LDH {lactato-deshidrogenasa) en liquido pleural mayor de 200U (limite superior de lo normal en

suero igual a 300U) un coiente de liquido pleural/sérico mayor de 0.6.

En un estudio mas reciente, se propone que el colesterol puede distinguir los trasudados de los

exudados'™.
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Los liguidos con un colesterol mayor de 60mg/dL o un cocienie de colesterol en liquido
pleural/sérico mayor de 0.3 se cansideran exudados.
Hasta la actualidad no exxiste un conjunto de criterios Unico que separe los exudados de los

trasudados en todos los pacientes.

3.2 Evaluacion organoléptica.

En general los trasudados se presentan como liquidos claros amarillo palido que no coagulan,
presentando sangre del 10 al 25% con recuentos hematicos de mas de 10,000/pL "%

Para distinguir una puncién traumatica de un derrame hemmorragico habra que evaluar la
distribucidn de la sangre en el liquido, un derrame presenta una distribucién uniforme, y una
puncién traumatica se aclara gradualmente al proseguir con la aspiracion y puede formar
pequefios codgulos. Un liquido opaco o turbio puede deberse a gfrandes cantidades de leucocitos,
asociados con una inflamacién séptica o no séptica, como infeccibn bacteriana,
tuberculosis,enfermedad reumatica o fiebre reumatica.

Un liquido "lechoso" es caracleristico de los derrames quilosos ¢ pseudoquilesos.

Los derrames quilosos verdaderos estan provocados por la lesion u obstruccion del conducto
tracico con extravasacion del quilo en la cavidad pleural (o peritoneal).

Los derrames pseudoquilosos estan causados por la rotura de lipidos celulares en los derrames
cronicos.

Los criterios del diagnéstico diferencial se exponen en el cuadro 3.2.1"%" También se han

expuesto técnicas de tincion lipofilica'** aunque pocas veces se utillizan.
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Berrames qguilosos y seudoquilosos

Derrame quiloso Derrame seudoguiloso
Aspecto Lechoso, al levantarlo puede Lechoso, verdoso o semejante a purpurina
formar una capa cremosa
Examen Linfocitos y finas gotitas de grasa {Reaccion celutar mixta con cristales de
microscdpico colesterol
Triglicéridos 2-8 x triglicéridos séricos Inferiores a los séricos
Colesterol Inferior al colesterol sérico A menudo mayor al sérico
Electroforésis de | Quilomicrones predominantes Escasos quilomicrones o ausentes
lipoproteinas
Ingestion de
colorante El colorante aparece en el E! colorante no aparece en €l deframe
Ayt derrame
lipofilico
. ) . Habitualmente estéril (comprobar
Cultivo Siempre esteril ( P

tuberculosis u hongos)

Derrame crénico de cual- quier etiologia (p.
Etiologia Lesién u obstruccién toracica  |ej., liquido quistico,enfermedad reuma-
tica,tuberculosis,mixedema)

Cuadro 3.2.1. Clasdificacion de derrames de liquido

pleural' %,

3.3 Alteraciones relevantes de parametros.

Celularidad

140,145,146

Los recuentos eritrocitarios apenas tienen valor en el diagnostico diferencial Los

recuentos leucocitarios como se expuso anteriormente se usan para distinguir los trasudados de
los exudados segin un nivel de punto de corte de 1,000 leucocitos /uL. Sin embargo existe un

solapamiento considerable y esta determinacién tiene un valor limitado'“® '8

. Aproximadamente el
90% de derrames por nemonia, infarto puimonar o pancratitis causando inflamacion aguda, han
reportado un predominio de neutrofilos, semejandose a un 10% de trasudados que también

146

presentan elevada proporcion de neutréfilos ™. En el 80 al 90% de derrames por tuberculosis,

linfoma, quilotérax verdadero, pleuritis reumatica, lupus eritematoso sistémicco y en los derrames
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urémicos se ha iniciado un predominio linfocitario. De todas formas, alrededor del 10% de
trasudados también presentan un recaccion neutrofilica antes que finfocitica'® 7',

Los derrames eosinofilicos se carcterizan por presentar eosindfilos en porcentaje mayor al 10%
€OmoO una reccion inespecifica a la lesion pleural y puede asociarse a diversos procesos como
pneumotérax, derrames postoperatorios, derrames postneumonia, traumatismos toracicos
cerrados, infarto pulmonar, insuficiencia cardiaca congestiva, derivacion ventriculopleural,
infecciones micdticas, enfermedades parasitarias, sindromes de hipersensibilidad, [(upus
eritematoso sistémico, poliarteritis, pleuritis reumatica, enfermedad de Hodgkin y mesotelioma
WIABIRIS | a formacion de células LE in vivo no es frecuente, aunque pueden presentarse en el

liquido pleural, asociada con un lupus eritematoso diseminado ™.

Ensayos quimicos

A) Proteinas,

El hecho de determinar proteinas totales en liguido pleural posee cierto valor de diagnoéstico
diferencial de los trasudados frente a los exudados. Sin embargo, no son de utilidad procesos mas
finos de fraccionamiento como la electroforésis u otros métodos.

B) Gilucosa.

La glucosa puede verse disminuida en el liquido pleural (menos de 60mg/dL o un cociente
pleural/sérico menor de 0.5)por diversos padecimientos, tales como la plueritis reumética
(sensibilidad del 85%), el empiema (sensibilidad del 80%), el derrame neoplasico (sensibilidad del

15 al 30%), en la pleuritis tuberculosa (sensibilidad del 20%) y en la rotura esofagica'?'>. U

na
estimacion razonable de la especificidad en un descenso de glucosa en liquido pleural es dei 80%.
C) Enzimas.

La actividad lactato-deshidrogenasa (LDH) tiene cierto valor en el diagndstico diferencial de los
trasudados con los exudados. Una LDH muy elevada se asocia a un derrame paraneumonico

140,153

complicado, con la pleuritis reurnatica y con algunos derrames malignos . El término derrame
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paraneumonico se refiere a los exudados debidos a nuemonia o a absceso pulmonar. Los
derrames paraneumonicos complicados son tabicados o estan asociados con un empiema.

La actiividad amilasa se eleva (aproximadamente al doble que la sérica) en la pancreatitis aguda,
en el seudoquiste pancreatico y en la rotura esofagica’®', Una estimacién razonable de
sensibilidad se sitda entre el 80 y 90%. Alrededor del 10% de los derrames neoplasicos presentan
un aumento de |a actividad amilasa.

D) pH.

La combinacion entre un pH bajo {(menor a 7.3) y un abatimiento de glucosa es indicativo de un
derrame paraneumonico complicado'®'**'®. Un pH atin mas bajo (menor de 6.3) indica rotura
esofagica, aunque también en casos de empiema grave' '™

La combinacién de un pH bajo y un cociente de creatinina mayor a la unidad, se ha observado en
el urotdrax, una causa excepcional de derrames pleurales asociados con obstruccion del tracto
urinaro'™. Presumiblemente, la orina drena por acumulacion en el espacio perirrenal hasta el
espacio pleural por via linfatica. Estos liquidos tienen una disminucion de proteinas caracteristica
de los trasudados. Otras causas de disminucion del pH incluyen la artritis reumatoide, los tumores
malignos, la tuberculosis, la pleuritis lGpica, el hemotorax y el pseudoguiste
pancreatico'™® 198139160

Las muestras del liguido para las determinaciones de pH deben recogerse en forma anaerobia en
jeringas heparinizadas, colocadas en hielo y el pH debe medirse con la misma precaucion que al
determinar un gas en sangre arterial. Puesto que la glucosa y el pH pueden ser relativamente
normales en las fases tempranas de los derames paraneumdnicos, debe ser necesaria la
toracocentesis de repeticion para identificar el descenso de la glucosa y del pH, a medida que se
desarrolla el empiema o la tabicacion.

E)Lactato

La aplicaién del lactato en el liquido pleural es el diagdstico de derrames debidos a infeccion
bacteriana o tuberculosa'' '®2. De todos modos, el lactato en liquido pleural también puede
encontrarse elevado en otros procesos, como la enfermedad reumatica. Utilizando 6 mmol/L como

48



punto de corte, un estimacion razonable de sensibilidad se sit(ia alrededor del 80 al 90%. Con el
mismo punto de corte, una estimacion razonable de especificidad seria del 50% para "los diversos
derrames pleurales” y del 80% para los trasudados debidos a insuficiencia cardiaca congestiva.

F) Marcadores tumorales

El antigeno carcinoembrionario (CEA) en el liquido pleural tiene una sensibilidad aproximada del
60 al 70% para las neoplasias pulmonares y del 40 al 50% para olras neoplasias a un punto de

corte de 5 mg/mL 6215416

. Una eslimacion razonable de especificidad con este mismo punto de
corte seria del 90%.

G) Lipidos

Las determinaciones de los lipidos son Utiles para el diagndstico diferencial del quilotérax frente al
derrame pseudoquiloso (cuadro 3.2.1). Unos niveles de triglicéridos elevados con la presencia de
quilomocrones en la elctroforésis lipoproteica, son carcteristicos del derrame quiloso.

Los liquidos pseudoquilosos tienen unos niveles de triglicéridos inferiores a 50 mg/dL con ausencia
de quilomicrones en la elctroforesis lipoproteica. Para distinguir los trasudados de los exudados se

ha propuesto la medicion de colesterol con un punto de corte de 60 mg/dl™’

. Se rquieren estudios
adicionales para valorar esta aplicaion de las determinacines de colesterol.

Ensayos inmunolégicos.

A)Factor reumatoide.

El factor reumatoide puede encontrarse en los derrames pleurales asociados con enfermedad
reumatica seropositiva. Sin embargo dado que también se encuentra en el 40% de los derrames
paraneumonicos, el 20% de neoplasicos y el 15% de tuberculosos, apenas tiene valor en el
diagnostico diferencial.

B) Complemento.

Una disminucién en los niveles de complemento pude observarse en los derrames debidos a
enfermedad reumatica o lupus eritematoso. Sin embargo, estas determinaciones apenas tienen

valor en el diagndstico diferencial'®.

C) Anticuerpos antinucleares.
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Los titulos de anticuerpos antinucleares se han utilizado para el diagnéstico de los derrames
asociados con lupus eritematoso; sin embargo, este hallazgo es inespecifico por que también se

producen titulos en otros procesos'>.

3.4 Estudios microbiolégicos.

Las bacterias asociadas con mas frecuencia a derrames paraneumdnicos son Staphylococcus

aureus, y especies coliformes. Dado que las bacterias anaerobias pueden observarse en el 35 al

40% de estos derrames, deben llevarse a cabo tanto cultivo de aerobios como anaerobios.

Existen escaso datos sobre la sensibilidad de la tincién de Gram en el diagndstico. Una estimacion
razonable de la sensibilidad seria del 50 al 80%'®.

La sensibilidad de Ias tinciones acido-alcohol-resistentes para la tuberculosis se ha estimado entre
un 10 y un 25%', La sensibilidad de los cultivos para las bacterias aerobias y anaerobias no esta
bien documentada. Una estimacion razonable se situaria en el rango del 80%. La sensibilidad del

153,167

cultivo para la tuberculosis es de tan solo el 30% . Mediante la combinacion de biopsia

pleural, tincidn acido-alcohol-resitente y cuitivo, la sensibilidad puede aumentar hasta el 75-90%.
La sensibitidad de la biopsia sola es del 50 at 75%'>*1%71%
La equinococosis que afecta el espacio pleural puede diagnosticarse mediante los escoiex,

identificados por tincién de Papanicolaou o de Wright'®.

4.Liguido pericdrdico.

4.1 Naturaleza del liquido.

Suele haber solo una pequefia cantidad de liquido pericardico, si se aumenta en la cavidad
paricardica, puede deberse a inflamacion, tumor o hemorragia. El cuadro 4.1.1 enumera algunas
causas frecuentes de derrame pericardico. El valor de la clasificacion de estos derrames como

trasudados o exudados no esta establecido.
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Los titulos de anticuerpos antinucleares se han utilizado para el diagnéstico de los derrames
asociados con lupus eriternatoso; sin embargo, este hallazgo es inespecifico por que también se

producen titulos en otros procesos'>,

3.4 Estudios microbiolégicos.

Las bacterias asociadas con mas frecuencia a derrames paraneumonicos son Sfaphylococcus
aureus, y especies coliformes. Dado que las bacterias anaerobias pueden observarse en el 35 al
40% de estas derrames, deben llevarse a cabo tanto cultivo de aerobios como anaerobios.

Existen escaso datos sobre la sensibilidad de la tincidon de Gram en el diagnostico. Una estimacion
razonable de Ia sensibilidad seria del 50 al 80% '®.

La sensibilidad de las tinciones acido-alcohol-resistentes para la tuberculosis se ha estimado entre
un 10 y un 25%'®. La sensibilidad de los cultivos para las bacterias aerobias y anaerobias no esta
bien documentada. Una estimacion razonable se situaria en el rango del 80%. La sensibilidad del

153,167

cultivo para la tuberculosis es de tan solo el 30% . Mediante la combinacidn de biopsia

pleural, tincién acido-alcohol-resitente y cultivo, la sensibilidad puede aumentar hasta el 75-90%.
L.a sensibilidad de la biopsia sola es del 50 al 75% ‘167168
La equinococosis que afecta el espacio pleural puede diagnosticarse mediante los escolex,

identificados por tincién de Papanicolaou o de Wright'®.

4.Liquido pericdrdico.

4.1 Naturaleza del liquido.

Suele haber solo una pequeiia cantidad de liquido pericardico, si se aumenta en la cavidad
paricardica, puede deberse a inflamacion, tumor o hemorragia. El cuadro 4.1.1 enumera algunas
causas frecuentes de derrame pericardico. El valor de la clasificacion de estos derrames como

trasudados o exudados no esta establecido.
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.Etiologia de los derrames pericrdicos

Enfermedad

Lupus eritema-

. .. _{Infarto de . .
infeccion | Neoplasias miocardio Hemorragia | Metabdlica reumética t0s0 Sitémico
Pericarditis |Carcinoma . .
bacteriana  |metastacico X Traumatismos |Uremia X X
Tuberculosis |Linfoma X Anticoagulantes jMixedema X X
. . |Infarto de , . _|Enfermedad |Lupus erifema-
Infeccién | Neoplasias miccardio Hemorragia | Metabdlica reumética t0s0 sitémico
. - Extravasacion
Z?g;?crg't's X X de aneurisma X X X
adrlico
Pericarditis
virica o por X X X X X X
micoplasma

4.2 Evaluacion organoléptica.

Cuadro 4.1.1. Origen de los derrames pericirdicos.

170

Fuente™ ™.

El liquido pericardico es claro, de color amarillo palido y varia entre 10 a 50mL de volimen. Los
derrames hemorragicos pueden producirse en una amplia variedad de procesos, que incluyen
pericarditis hemorragica idiopatica, sindrome de! infato posmiocardico, sindrome
pospericardiectomia, pericarditis tubercuiosa, enfermedad reumatica, lupus eritematoso sitémico,
carcinoma metastasico, pericarditis bacteriana, pericarditis urémica y extravasacion de un
aneurisma. En el cuadro 4.2.1 se enumeran los criterios para el diagnéstico diferencial entre los
derrames hemorragicos y la aspiracion inadvertida de sangre intracardiaca'™®. Los derrames con

un aspecto lechoso pueden representar liquido quiloso verdadero o pseudoguiloso’”.
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‘Diagnéstico diferencial entre derrame pericardico hemorragico. Yy aspnracién de sangre: :
procedente de la cavidad cardiaca -

Derrame hemorragico Aspiracion de sangre
Coagutos En el tubo no se forman Habitualmente presentes
PCO; Mayor que venosa o arterial |Comparable a venosa o arterial
PO; Menor que venosa o arterial [Comparable a venosa o arterial
pH Menor que venoso o arterial [Comparable a venoso o arterial
Hematocrito Suele ser menor al venoso  [Comparabie a venoso o arlerial

Cuadro 4.2.1. Piagnéstico diferencizl entre derrames

P . - s - . "0
hemoragicos y aspiracién intracardiaca. Fuente'

4.3 Alteraciones relevantes de parametros.

Celularidad.

El recuento de hematies y el hematocrito resultan de utilidad para documentar derrames
hemorragicos, pero apenas tienen valor en el dignéstico diferencial.

El recuento leucocitario total tiene cierto valor en el diagnostico diferencial. A pesar de que los
recuentos leucocitarios de mas de 10,000/uL, sugieren pericarditis bacteriana, tuberculosa o
neoplasica, en estos procesos pueden preducirse recuentos leucocitarios bajosm. Los recuentos
diferenciales poseen un valor muy limitado en el diagnostico diferencial de los derrames
pericArdicos. A pesar de que se han descrito células LE en el liquido pericardico’”, este hallazgo

es poco habitual.

Ensayos quimicos.
A) Proteinas.
Las determinaciones de proteinas son de escaso valor en el diagnéstico diferencial de derrames

pericardicos.
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B)Glucosa.

La glucosa puede estar asociada a derrames por infeccion bacteriana, tuberculosa, enfermedad
reumatica o neoplasias’®®, mostrandose abatida {menor a 40mg/dL), sin embargo en el diagndstico
diferencial posee un valor muy limitado.

C)pH.

Un pH marcadamente acido, de menos de 7.0, puede encontrarse en los derrames purulentos o en
Ihia enfermedad reumatica’™, algunos derrames hemarragicos pueden tener un pH bajo. Ei valor
de esta determinacién no est4 muy bien establecido.

D}Lipidos.

Las determinacines de colesterol y triglicéridos , junto con la electroforesis de las lipoproteinas,
pueden ser de utilidad en el diagndstico diferencial entre los derrames quilosos y los

pseudoquilosos como se muestra en el cuadro 3.2.1 de la seccién anterior.

Ensayos inmunologicos.
A)Anticuerpos antinucleares.
En los derrames asociados con lupus eritematoso se han descrito titulos elevados de anticuerpos

antinucleares.

4.4 Estudios microbioldgicos.

En la pericarditis bacteriana, unas estimaciones razonables de la sensibilidad de la tincién de
Gram y de los cultivos serian del 50 y 80% respectivamente.

En la pericarditis tuberculosa, las sensibilidades de la tincion acido-alcohol-resistente y del cultivo
son de aproximadamente el 50%'7%. Sin embargo la pericardiectomia con examen del tejido

extirpado durante la cirugia ofrece una sensibilidad mayor al 80%.
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5. Liguido peritoneal.

5.1 Naturaleza del liquido.

Como ocurre con el liquido pleural y pericardico, ef liquido peritoneal (liquido ascitico) es un
infiltrado de! plasma, cuya formacidn depende del equilibrio entre [a presion hidrostatica capilar, la
presién oncotica plasmatica, la permeabilidad capilar y |a resorcion linfatica. En el cuadro 5.1.1 se
presentan

algunas causas frecuentes de ascitis.

Dot -E;tio!ogia-iié los tlerrames peritoneales :

¢ Insuficiencia cardiaca congestiva Cirrosis
Trasudados: aumento de la presién hidrostatica| hepatica Hipoproteinemia (p. €j.,sindrome
o disminucién de la presién oncética plasmatica|  nefrotico)

- . s Peritonitis bacteriana espontanea Peritonitis
Exudados: aumento de Iz fragilidad capilar o bacteriana secundaria Tuberculosis

disminucion de la reabsorcion linfatica

s Carcinoma metastasico

. Mesotelioma
Neoplasias « Hepatoma
« Linfoma
Traumatismos
Pancreatitis
Peritonitis bifiar Perforacion de vesicula biliar

Infestacion parasitaria
Traumatismo
Carcinomas

Linforna

Tuberculosis

Derrame quiloso: alteracion u obstruccion del
conducto toracico

2 ° & & »

Cuadro 5.1.1. Origen de los derrames peritoneales,

Fuente!™.

Los criterios para distinguir los trasudados de los exudados no estan claramente definidos. Algunos

175,176

autores sugieren el calculo del gradiente albumina suero-liquido ascitico como albUmina
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sérica menos albimina del liquido ascitico. Los trasudados de forma carcteristica, tiene una
albimina sérica de al menos 1.1 g/dL mayor que la albumina del liquido ascitico, mientras que los
exudados tienen una diferencia menor.

Como ocurre con el liquido pleural, ningun criterio Unico separa todos los trsaudados de todos los

exudados en todos los pacientes.

5.2 Evaluacion organoléptica.

El liquido peritoneal normal, es claro, de cofor amarillo palido y de escasa cantidad {(menor a
50mL). Una aspiracion con sangre macroscopica o un liquido tefiido con sangre debe distinguirse
de una puncion traumatica, la cual presenta aclaramiento al continuar con la aspiracion.

Un liquido opaco o turbio puede deberse a un apendicitis, pancreatitis, estrangulacién o infarto
intestinales, perforacion intestinal tras un traumatismo, o peritonitis bacteriana espontanea.

En caso de Glcera duaodenal perforada, intestino perforado, colescistitis, perforacion de un calculo
biliar y pancreatitis aguda se ha descrito un liquido verdoso'’. A pesar de que un calculo biliar
perforado con una peritonitis biliar puede ser rapidamente fatal, [a bilis estéril puede ser muy bien
tolerada por algunos pacientes'’.

Un liquido lechoso puede ser debido a un derrame quiloso o pseudoquiloso. Los dedrrames
quiiosos verdaderos pueden estar causados por una lesion o un blogqueo del conducto toracico,
debido a linfoma, carcinoma, tuberculosis, infestacion parasitaria, adherencias o cirrosis
hepaticas'”.

Lavado peritoneal.

Una aplicacion del lavado peritoneal es la valoracion de pacientes con un traumatismo contuso o
penetrante del abdomen'®. Si pueden extraerse menos de 15 ml de sangre macroscépica, se
realiza el lavado peritoneal mediante infusion de 1L de Ringer lactato (20 mg/kg en nifios) con
recuperacion por gravedad del drenaje. Se realiza un recuento de hematies y de leucocitos en el
liquido del Javado. Puesto que pueden producirse complicaciones, deben considerarse

cuidadosamente las indicaciones y las contraindicaciones'®’.
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En el cuadro 5.2.1 se describe un conjunto de criterios estandar para interpretar los resultados.

Algunos autores documentan los resultados no concluyentes como positivos.

- Criterios estandar para la evaluacian del Javado peritoneal

Resultado positivo Resultado negativo
Aspiracién de >15mL de sangre macroscopica jRecuento eritrocitario < 50,000/l tras
con la colocacién del catéter traumatismo contuso
Recuento eritrocitario >100,000/L tras Recuento eritrocitario < 1,000/pL tras
traumatismo contuso traumatismo penetrante
Recuento eritrocitario >50,000/uL tras Recuento leucocitario < 100/l

traumatismo penetrante

Resultado no concluyente

Pequefias cantidades de sangre macros-
chpica al colocar el catéter

Recuento eritrocitario 50000-100000/uL
tras traumatismo contuso

Reucento eritrocitario 1000-50000/uL
tras traumatismo contuso

Recuento leucocitario, 100-500/pL

Cuadro 5.2.1, Criterios estdndar para evaluacion del

lavado peritoneal'®'.

Las valoraciones adicionales que suelen llevarse a cabo en el liquido del Javado incluyen la
amilasa, la bilirubina, las fosfatasas alcalinas y la tincion de Gram'®, sin embargo estas
determinaciones pocas veces proporcionan informacion de utilidad'®,

Para la valoracion de pacientes traumatizados, algunos clinicos utilizan estimaciones visuales de
los eritrocitos en el liquido del lavado. Mas de 15 mL en 1L de liquido del lavado produce un
tiquido rojo brillante, lo suficientemente opaco como para impedir la lectura de un periddico a
través del tubo del lavado'®. Esta cantidad de sangre corresponde a un recuento de hematies de
alrededor de 100,000/uL, el aspecto macrossdpico del liquido "ofrece informacidén inmediata” de

utilidad cuando no se dispone de los recuentos de hematies{cuadro 5.2.2)
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- Cuantificacion visual de sangre en el liquido de lavado peritoneal
Aspecto del liquido de iava do en el | Aspecto del liquido en el | Cantidad de sangre requerida
tubo frasco para producir el aspecto
Sangre macroscépica:opaco Sangre macroscopica (4+) > 100 mL/L
Rojo brillante; opaco Rojo brillante (3+) 15100 mL/L
Rosado Rojo brilante (2+) 5-10 mL/L
Claro Rosado (1+) 1-2 mL/L
Claro Rosado palido (indicios) 8 gotas/L
Claro Claro 0

Cuadro 5.2.2. Cuantificaidén visual de sangre en

lavado peritonecal'®.

La segunda aplicacion del lavado peritoneal es |a valoracién de pacientes con pancreatitis aguda:
las determinaciones tanto de amilasa como de lipasa pueden ser de gran utitidad.
Una tercera aplicacion del lavado peritoneal es la valoracion de pacientes con sospecha de

186,187

peritonitis aguda , empleandose también la aspiracion citolégica de la cavidad peritoneal con

esta finalidad"®.

5.3 Alteraciones relevantes de paramteros.

Celularidad

Para distinguir las ascitis debidas a una cirrosis no complicada de una peritonitis bacteriana
espontanea (PBE), causada por el paso de bacterias desde la sangre hasta el liquido ascitico, se
ha utilizado el recuento leucocitario total. Aproximadamente el 90% de pacientes con una PBE
tienen un recuento leucocitario en liquido ascitico de mas de 500/ul, con mas del 50% de

neutrofilos*® 1%

. Una estimacién rzonable de especificidad con este punto de corte es de 90%. Los
recuentos de neutrdfilos absolutos se han tuilizade con un punto de corte de 240 a 500
neutréfilos/il para el diagndstico de la PBE. La sensibilidad y la especificidad se sitian en el
90% %,
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El recuento leucocitario del liquido ascitico puede cambiar intensamente debido a desviaciones del
liquido extracelular™', durante la diuresis, el recuento leucocitario del liquido ascitico puede
aumentar desde menos de 300/uL hasta mas de 1,000/uL. La diuresis también puede producir
cambios en el gradiente albiimina sérica-liquido ascitico.

La eosinofilia en liquido peritoneat no es frecuente aungue se reportado asociada con insuficiencia
cardiaca congestiva, didlisis peritoneal crénica, vasculitis, linfoma abdominal y rotura de un quiste
hidatidico'®?. En algunos pacientes se han encontrado células LE en el liqudio peritoneal™.
Ensayos quimicos.

A)Proteinas.

Como se ha expuesto previamente, el gradiente albumina sérica-liquido ascitico puede ser util
para clasificar los derrames peritineales como trasudados o exudados'>'®. No obstante, en la
PBE la concentracién de proteinas del liquido ascitico puede ser refativamente baja y esta
clasificacion posee un valor limitado™. Asimismo, la concentracién de proteinas del liquido
ascitico puede modificarse intensamente por cambios en el liquido extracelular, asociados con
formacién o reabsorcién de liquido ascitico™".

B) Glucosa.

Del 30 a 50% de pacientes con peritonitis tuberculosa muestran glucosas en liquido ascitico
menores a los 60 mg/mL, al igual que el 50% de pacientes con carcinomatosis peritoneal’g"'wﬂ. Un
cociente de glucosa en liqudo ascitico sérico inferior a 1.0 puede producirse en el 70 a 80% de
pacientes con PBE y alrededor del 30% de los trasudados del liquido ascitico'™. Dadas sus bajas
sensibilidad y especificidad, la determinacién de la glucosa en liquido ascitico posee un valor muy
limitado.

C)Enzimas

La actividad amifasa en liquido ascitico estd elevada en mas del 90% de pacientes con

197

pancreatitis aguda, traumatismo pancredtico o pseudoquiste pancredtico” . En estos pacientes, el

cociente de amilasa en liquido ascitico/sérico de forma carcteristica se sitla por encima de 2.0,
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También puede producirse un aumento de la amilasa en liquido ascitico en la perforacion
gastroduodenal, en la tombosis venosa mesentérica aguda, en la estrangulacién intestinal o en Ia
necrosis'**'%,

Un aumento en la actividad fosfatasa alcalina de! liquido ascitico (el doble det limite superior en
plasma) se ha detectado en cerca del 90% de pacientes con estrangulacién o perforacién del

196200201 De todos modos, el valor de esta determinacion no esta bien

intestino  delgado
establecido.

La actividad /actato-deshidrogenasa (LDH) a mennudo se encuentra elevada en pacientes con
PBE: un cociente de LDH en liquido ascitica/sérico mayor de 0.4 tiene una sensibilidad del 70 al
80% y una especificidad del 70%'®. A pesar del que la actividad de ia LDH en el liquido ascitico

puede estar elevada en los derrames neoplasicos®>2®

, porbablemente otros marcadores
tumorales y el examen citolégico son mas sensibles y especificos.
D) Lactato.

El /actato se ha utilizado para distinguir fa PBE de la ascitis no complicada'®"'%2%

, & un punto de
corte de aproximadamente 40 mg/dL, sensibilidad y la especificidad son de alrededor del 90%'*°.
E)} Amoniace

Se ha mencionado un aumento del amoniaco en liquido peritoneat (el doble del limite superior de
lo normal en plasma) en la ulcera péptica perforada, en la apendicitis perforada y en la
estrangulacién del intestino delgado o grueso™®. Se requieren estudios adicionales para confirmar
el valor clinico de esta determinacion.

F) Creatinina y urea.

Puede observarse un aumento de la creatinina y urea en liquido ascitico en caso de la rotura de la
vejiga urinaria y de extravasacion de orina a la cavidad peritoneal. En estos pacientes, la urea

sérica se encuentra elevada en forma carcteristica (debido a la difusién retrégrada) con una

creatinina normai.
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G) pH.
El pH en el liquido ascitico se ha utilizado para distinguir la PBE de las ascitis no

190.206207. n pH inferior a 7.3 o un gradiente de pH arterial/ascitico mayor de 1.0

complicadas
ofrecen una sensibilidad y una especificidad del 80%.

H) Lipidos.

El colesterol en liquido ascitico se ha utilizado en el diagnéstico diferencial de la ascitis no
complicada y |a causada por neoplasias®®. Aun punto de corte de aproximadamente 50 mg/dL, la

sensibilidad y la especificidad son de} orden del 90%. Se requieren estudios adicionales para

confirmar el vator clinico de esta determinacién.

Ensayos inmunologicos.
A) Antigeno carcinoembrionario (CEA).
El CEA en liquido ascitico se ha utilizado como marcador tumoral, tanto para el diagndstico como

par el seguimiento de la respuesta al tratmiento'**”®

. Sin embargo, cuando se utiliza para el
diagnostico, la sensibilidad es de solo el 40 al 50% con una especificidad aproximada del 90%
(punto de corte en 3 ng/mL).

B)Antigeno CA-125.

También ha sido empleado como marcador tumoral en liquido ascitico, con un punto de corte de
1,000pg/mL, un aumento del CA-125 tendria una sensibilidad de alrededor del 85% y una

especificidad de alrededor del 85% para el carcinoma metastasico del ovario, de la trompa de

Falopio y del endometrio?'°.

5.4 Estudios microbioldgiocos.

En la PBE la sensibilidad de la tincion de Gram es sélo del 25 al 50%"*°. No obstante, los cultivos
del liquido ascitico son positivos en alrededor de un 90% de pacientes®'’. Pueden concentrarse

grandes cantidades del liguido por centrifugacion o filtracién antes del cultivo.
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En la peritonitis tuberculosa, |la sensibilidad de la tincion acido-alcohol-resitente es solamente del
20 al 30%. La sensibilidad del cultivo es del 50 al 70%°"". En pacientes con haltazgos clinicos
compatibles con peritonitis tuberculosa puede ser adecuado empezar el tratamiento antes de

disponer de un cultivo positivo?''.

PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

En los cultivos de liquidos organicos el médico se ve obligado a iniciar su terapia mucho antes del
resultado final de los mismos, Unicamente orientado por un reporte preliminar de la tincion de
Gram que se realiza a la muestra remitida. Ahora bien, ain empleando la centrifugacion sugerida

12,214

en el cullivo convencional de liquidos organicos ., en la practica existen sensibilidades muy

1225 bor ello, el

deficientes para la tincién de Gram en los diferentes lipos de cultivos
enriquecimiento y ta elevacion del titulo original de microorganismos en un corto tiempo es una
condicién indispensable para mejorar su utilidad®'?'®. Los viales FAN del sistema BacT/Alert
tienen la capacidad de poder nulificar la antibioterapia iniciada muchas veces antes de Ia
coleccién de la muestra por lo que permiten una recuperacién mas plena y oportuna en el

217,218,219,220

cultivo y se proponen como una herramienta a evaluar para conseguir dicha condicion.

OBJETIVOS

1. General: Comparar los tiempos de deteccion de microorganismos provenientes de liquidos
organicos por el sistema BacT/Alert para hemocultivos y el sistema convencional.

2. Especificos:

2.1 Conocer las ventajas y desventajas en el empleo de sistemas automatizados para cultivos de

liquidos organicos .

2.2 Justificar el uso de sistemas automatizados para la elaboraciaon de dichos cultivos.

2.3 Marcar la pauta en el desarrolio de nuevas técnicas de cultivo para liquidos organicos que

permitan optimizar la herramienta diagndstica para este tipo de infecciones.
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En la peritonitis tuberculosa, la sensibilidad de la tincion acido-alcohol-resitente es solamente del
20 al 30%. La sensibilidad del cultivo es del 50 al 70%>'". En pacientes con hallazgos clinicos
compatibles con peritonitis tuberculosa puede ser adecuado empezar e} tratamiento antes de

disponer de un cultivo positivo®'".

PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

En fos cultives de liquidos organicos el médico se ve obligado a iniciar su terapia mucho antes del
resultado final de los mismos, Gnicamente orientado por un reporte preliminar de la tincion de
Gram que se realiza a la muestra remitida. Ahora bien, ain empleando la centrifugacién sugerida

12,214

en el cultivo convencional de liquidos organicos , en la practica existen sensibilidades muy

1225 por ello, el

deficientes para la tincion de Gram en los diferentes tipos de cultivos
enriquecimiento y la elevacion del titulo original de microorganismos en un corto tiempo es una
condicion indispensable para mejorar su utilidad®'*?'®, Los viales FAN del sistema BacT/Alert
tienen la capacidad de poder nulificar la antibioterapia iniciada muchas veces antes de la
coleccion de la muestra por lo que permiten una recuperacidon mas plena y oportuna en el

217,218,219,220

cultivo y se proponen como una herramienta a evaluar para conseguir dicha condicién.

OBJETIVOS

1. General: Comparar los tiempos de deteccion de microorganismos provenientes de liquidos
organicos por el sistema BacT/Alert para hemocultivos y el sistema convencional.

2. [Especificos:

2.1 Conocer las ventajas y desventajas en el empleo de sistemas automatizados para cultivos de

liquidos organicos .

2.2 Justificar el uso de sistemas automatizados para la elaboracion de dichos cultivos,

2.3 Marcar la pauta en el desarrollo de nuevas técnicas de cultivo para liquidos orgéanicos gue

permitan optimizar |la herramienta diagnostica para este tipo de infecciones.
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En la peritonitis tuberculosa, la sensibilidad de la tincidn acido-alcohol-resitente es solamente del
20 al 30%. La sensibilidad del cutivo es del 50 al 70%°"'. En pacientes con hallazgos clinicos
compatibles con peritonitis luberculosa puede ser adecuado empezar el tratamiento antes de

disponer de un cultivo positivo®"'.

PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

En los cultivos de liquidos organicos el médico se ve obligado a iniciar su terapia mucho antes del
resultado final de los mismos, Onicamente orientado por un reporte preliminar de la tincion de
Gram que se realiza a la muestra remitida. Ahora bien, ain empleando la centrifugacion sugerida

12,214

en el cultivo convencional de liquidos organicos , en la practica existen sensibilidades muy

12,215

deficientes para la tincion de Gram en los diferentes tipos de cultivos , por ello, el

enriquecimiento y la elevacion del titulo original de microorganismos en un corto tiempo es una

212218 | o5 viales FAN del sistema BacT/Alert

condicion indispensable para mejorar su utilidad
tienen la capacidad de poder nulificar la antibioterapia iniciada muchas veces anles de la
coleccion de la muesira por fo que permiten una recuperacion mas plena y oportuna en el

217,218,219,220

cultivo y se proponen ¢omo una herramienta a evaluar para conseguir dicha condicion.

OBJETIVOS

1. General: Comparar los tiempos de deteccién de microorganismos provenientes de liquidos
organicos por el sistema BacT/Alert para hemocultivos y el sistema convencional.

2. Especificos:

2.1 Conocer las ventajas y desventajas en el empleo de sistemas automatizados para cultivos de

liquidos organicos .

2.2 Justificar el uso de sistemas automatizados para la elaboracion de dichos cultivos.

2.3 Marcar la pauta en el desarrollo de nuevas técnicas de cultivo para liquidos orgénicos que

permitan optimizar la herramienta diagnéstica para este tipo de infecciones.
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2.4 Estimar la existencia de algun tipo de fluido corporal cuyo cultivo se muestre favorecido por
el sistema BacT/Alert.
2.5 Observar si exite algan patron de desarrollo de algun microorganismo determinado en

asociacion a algun tipo de liqudido en particular para ser evaluado en otro proyecto.

HIPOTESIS

El uso de un sistema de deteccion que monitoree constantemente el desarrollo bacteriano y que
ademas incremente las facilidades de crecimiento y recuperacion, supone un decremento en los
tiempos de deteccidn bacterioldogica sobre el sistema convencional de cultivo de liguidos
organicos Esto a su vez se reflejard en un mejor uso de los recursos empleados para el

tratamiento de infecciones localizadas en fluidos organicos especificos.

DISENO DE INVESTIGACION.

Se llevo a cabo un estudio epidemiolégico, analitico experimental y transversal , para 10 cual se
cultivaron a la par liquidos organicos de diversas fuentes por el sistema BacT/Alert y por el
sistema convencional.

Los liquidos sometidos a evaluacién provinieron de pacientes conforme a los siguentes criterios de

inclusion y exclusion:

1. Criterios de inclusién.
» Sin restriccion de edad, sexo, posicion socioeconémica o drea geografica de residencia.
» Hospitalizados o ambulatorios que remitan muestras bajo requisicion de investigacion

microbioldgica por cuadros clinicos indicativos de:

62



2.4 Estimar la existencia de algin tipo de fluido corporal cuyo cultivo se muestre favorecido por
el sistema BacT/Alert.
2.5 Observar si exite algin patron de desarrollc de algun microorganismo determinado en

asociacion a algun tipo de liqudido en paricular para ser evaluado en otro proyecto.

HIPOTESIS

El uso de un sistema de deteccidon que monitoree constantemente el desarroflo bacteriano y que
ademas incremente las facilidades de crecimiento y recuperacion, supone un decremento en los
tiempos de deteccién bacteriologica sobre el sistema convencional de cultivo de liquidos
organicos Esto a su vez se reflejara en un mejor uso de los recursos empleados para el

tratamiento de infecciones localizadas en fluidos organicos especificos.

DISENO DE INVESTIGACION.

Se llevé a cabo un estudio epidemioldgico, analitico experimental y transversal , para lo cual se
cultivaron a la par liquidos organicos de diversas fuentes por el sistema BacT/Alert y por el
sistema convencional.

Los liquidos sometidos a evaluacion provinieron de pacientes conforme a los siguentes criterios de

inclusion y exclusion:

1. Criterios de inclusién,
« Sin restriccion de edad, sexo, posicion socioeconémica o area geogréafica de residencia.
» Hospitalizados o ambulatorios que remitan muestras bajo requisicion de investigacion

microbiolégica por cuadros clinicos indicativos de:
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2.4 Estimar la existencia de algln tipo de fluido corporal cuyo cultivo se muestre favorecido por
el sistema BacT/Alert.
2.5 Observar si exite algin patron de desarrollo de algin microorganismo determinado en

asociacidn a algin tipo de liqudido en particular para ser evaluado en otro proyecto.

HIPOTESIS

El uso de un sistema de deteccion que monitoree constantemente el desarrollo bacteriano y que
ademas incremente las facilidades de crecimiento y recuperacién, supone un decremento en |os
tiempos de deteccién bacteriolégica sobre el sistema convencional de cultive de liquidos
organicos Esto a su vez se reflejara en un mejor uso de los recursos empleados para el

tratamiento de infecciones localizadas en fluidas organicos especificos.

DISENO DE INVESTIGACION.

Se llevoé a cabo un estudio epidemiol6gico, analitico experimental y transversal |, para lo cual se
cultivaron a la par liquidos organicos de diversas fuentes por el sistema BacT/Alert y por el
sistema convencional.

Los liquidos somelidos a evaluacién provinieron de pacientes conforme a los siguentes criterios de

inclusion y exclusién:

1. Criterios de inclusion.
« Sin restriccion de edad, sexo, posicidn socicecondmica o area geografica de residencia.

« Hospitalizados © ambulatorios que remitan muestras bajo requisicidn de investigacion

microbiolégica por cuadros clinicos indicativos de:
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1. Meningitis bacteriana

2. Artritis bacteriana de cronicidad estabelcida o agudizada
3. Pleuritis infecciosa

4. Pericarditis o endocarditis de eticlogia bacteriana

5. Peritonitis séptica

2. Criterios de exclusibn.

« Cuyo volimen de recoleccion sea menor o igual a 2mL.

« Cuyo especimen no sea colectado por punciones y/o drenados en condiciones de esterilidad o
asepcia adecuada a la demanda de un estudio microbiolégico como por ejemplo el uso de
campos, soluciones sanitizanles en forma adecuada, el uso de guantes, cubrebocas y

material nuevo y estéril. :

El material de laboratorio empleado fue:

1.- Agujas de ventilacién

2.- Asas bacterioldgicas

3.- Mechero de gas tipo Fisher.

4.- Portaobjetos

5.- Tubos estériles con tapon de rosca (13X100)
6.- Jeringas desechables de 5 mL

7.- Torundas

8.- Gasas estériles
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Los medios y reactivos fueron:

1.- Gelosa sangre de camero al 5%*

2.- Gelosa chocolate*

Agar McConkey*
Fenol al 15%

Alcohol etilico al 70%
Cristal violeta

Lugol

Safranina

Alcohol-acetona

El equipo utilizado fue;

1.- Sistema automatizado de hemocultivos BacT/Alert (Organon Teknika)

a)Hardware

a.1)
a.2)
a.3)
a.4)

Incubador de 240 o 120 frascos
Bateria de seguridad para alimentacion en fallas de suministro eléctrico.
Reflectdbmetros compactos situados en cada celda.

Computador (CPU-pantalla-teciado) que puede manejar hasta 8 mdodulos incubadores.

b)Software

b.1)
b.2)
b.3)
b.4)
b.5)
b.6)

b.7)

Notificacién inmediata de positivos.

Chequeo y diagndstico automatico de problemas.

Programa informatico completo y flexible.

MODEM integrado, con servicio o asesoria técnica por 24hs/dia
INTERFACES de intercambio bi-direccional BacT/LINK.
Control de calidad interno.

Generacidn de gran variedad de reportes, incluyendo reportes epidemioldgicos y estadisticos.
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2.- Frascos para hemocultvio.

a)FRASCO DE HEMOCUTLIVO AEROBICO PEDIATRICO:

Frascos de vidrio 75mL con membrana permeable al CO,, sensor de CO,, atmdsfera de COyp,
20mL de calde de infusién cerebro corazén (BHI), adicionado con: hemina,menadionina y
piridoxina. SPS como anticoagulante y vofumen de muestra de 0.5 -4.0mL.

b)FRASCO DE HEMOCULTIVO PARA NEUTRALIZACION DE AGENTES TOXiCOS - FAN
AEROBICO -.Frascos de vidrio 75mL con membrana permeable al CO5, sensor de CO5, 40mL de
caldo de infusiébn cerebro corazén (BHI), adicionado de: hemina, menadionina, piridoxina y
ECOSORB sustancia activa neutralizante. SPS como anticoagulante y volumen de muestra de 5-
10mL.

3.- Microscopio foténico simple (o de campo claro).

4.- Estufa bacterioldgica

5.-Camara para CO, de 4 a 5% y humectacion saturada.

6.-Centrifuga de velocidad constante Beckman.

7.-Campana de flujo laminar con lampara de emisién de luz ultravioleta.

El material bolbgico utilizado fue:

1. Liquido cefalorraguideo (LCR)
2. Liquido sinovial (LSN)

3. Liquido pleural {LPL)

4, Liquido peritoneal (LPO)

5. Liquido de derrame pericardico (LDP)
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TECNICA

» Fase preanalitica

La coleccion de las muestras simpre fue realizada por personal médico capacitado y bajo los
lineamientos citados para cada caso en el marco tedrico anteriormente expuesto. Una vez remitida
la muestra al laboratorio acompafada de la requisicion correspondiente en la que se
proporcionaban los datos del paciente y la peticion de un estudio microbioldgico por cultivo,
acompaifiada de la firma del médico solicitante, se procedid a la asignacién de un nmamero unico
de identificacion de 1a muestra al momento de su ingreso en el sistema de computo conocido
como HLS (Hospital Laboratory System) Este proceso proporciona una etiqueta de identificacion
con un cédigo de barras mediante e! cual se interfazan todos los aparatos automatizados de las
diferentes secciones hacia el computador central y las terminales de consulta. Las etiquetas son
adheridas a las muestras y procesadas asi en forma segura. Para el sistema BacT/Alert, esta
identificacion se ve reforzada con un cddigo de bamras impreso en cada vial, el cual lo identifica
dentro del médulo de incubacidn-agitacion-deteccion, y a través del él, este médulo se ve
comunicado caon la unidad central de datos del sistema, porporcionando asi la forma de monitoreo
continuo y la emision de resultados en forma independiente celda por celda.

Tanto la etiqueta proporcionada por el HLS como el cddigo de barras desprendible que se nos
facilita en cada vial, quedaron asentados en una libreta especial que constituyd un registro intrerno
de la seccion de bacteriologia, este registro contiene la informacién del paciente, el tipo de
muestra procesada, el nimero de registro en el sistema de computo, Ia fecha y hora de recepcion
de la muestra. Una vez plenamente identificada la muestra, es procesada como a continuacién se

menciona:
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¢ Fase analitica.

Dentro de la seccion de baderiologia el liquido se somete a centrifugacion vertiéndolo dentro del
“‘area segura’ que proporciona la campana de flujo laminar a un tubo estéril de 13x100mm con
tapon de rosca y con el auxilio de una pipeta Pasteur estéril también. La muestra se centrifuga a
2000 rpm durante 10 min. y se traslada nuevamnente a la campana de flujo laminar, hay que tener
cuidado de separar dos alicuotas para el caso en el que se requieren estudios citoquimicos, pues
estas alicuotas deberan remitirse cuanto antes sin ninguna menipulacién previa (exceptuando la
separacion) a las secciones de quimica clinica y hematologia para su procesamiento bajo Ia
premura requerida.

Del botén sedimentado, se toma muestra con una pipéta pasteur para inocular los siguientes
medios de cultivo en el orden que se indica:

¢+ Gelosa sangre de camero al 5%

+ Gelosa chocolate enriquecido.

s Agar MacConkey

s Agar Sabouraud (de manera opcicnal)

De este mismo botdn se frota un poco en un portaobjetos para realizar tincién de Gram, y para el
caso de LCR, se preparan dos laminiilas mas, una para realizar una tincién de Ziehl-Neelsen,
Kinyoun, o técnica con naranja de acridina todas ellas para la blisqueda de bacilos acido-alcohol-
resistentes, y otra para depositar una gola en fresco a la tinta china para la busqueda de
Criptococcus neoformans.

Las placas inoculadas son estriadas mediante estria cruzada o estafilocécica en cuatro cuadrantes
para reportar un desarrollo semicuantitativo (leve,escaso, moderado o abundante) si es necesario
y se incuban de 35 a 37°C en atmosfera parcial de CO;.para el caso de la gelosa chocolate
enriquecido y bajo atmésfera ambiental para el caso de las demas placas. Mientras se espera la
centrifugacion de la alicuota tomada, se puede inocular rapidamente un vial del sistema

BacT/Alert e introducirlo al aparato de la siguiente manera. Con una jeringa estéril de 10 o 5 mL,
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tomar de 0.5 a 4 mL de liquido sin centrifugar y debidamente homogenizado inocular un vial
Pedi/BacT flameando con alcohol previamente la boca del vial. O bién tomar de 5 a 10 mL e
inocular de igual forma un vial FAN-aerébico. Con los viales inoculados pasar el scanner del
sistema por el cédigo de barras de! vial para informar en el menu primario que se introducira esa
muestra al médulo de incubacion, retirar la fraccién del codigo de barras que se sabe desprendible
y registrarla en la libreta especial de registro conjuntamente con la etiqueta proporcionada por el
HLS y asegurandose de que el vial guede también identificado. Todos los cultivos se mantuvieron
con monitoreo y agitacion constantes a 37°C y por un periodo de 7 dias; una vez detectados como
positivos por el sistema, se resembraron en placas Petri con gelosa sangre de camnero al 5%
(GSC), gelosa chocolate (GCH) y agar McConkey (MC), o bien, en su caso se reportaron como
negativos al término de 7 dias de incubacion. Para todos los viales positivos se realizé tincion de
Gram al momento de su resiembra. También se verificaron falsos negativos mediante tincion de
Gram al término de los 7 dias de incubacién.

Retomando el procedimiento por placas, éstas fueron monitoreadas cada 24 h. Para observar o0 no
desarrollo. Y se concluyeron todos los cultivos positivos con pruebas de susceptibilidad e

identificacion,

»  Fase postanalitica.

La emision de resultados se realizé mediante un formato libre en el sistema HLS conjugado con la
impresion de reporte proporcionada por el sistema empleado para las pruebas de identificacion y
susceptibilidades (sistemas Microscan o Vitek segun el caso). Todo ello por parte de la seccién
de microbiologia, que al entregar el resultado al cuerpo administrativo, también se encargaba de
elabarar el archivo correspondiente al examen finalizado. La entrega de resultados directamente al
paciente, fue labor det cuerpo administrativo, asi como el envio de resultados preliminares al
médico o de copias a consultorio u otras areas hospitalarias con el objeto de mejorar Ia

comunicaion del laboratorio con el cuerpo médico y poder asi brindar mejor oportunidad y servicio.
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RESULTADOS.

El proyecto realizado arrojdé en general una valiosa informacion, que si bien satisface el obejtivo
general y cubre los requerimientos establecidos por los objetivos especificos, también nos
proporciona un panorama mas amplio sobre la potencialidad que ofrece la incorporacién de
tecnologia de punta a la investigacion microbiolégica clinica. En forma concisa, en cuanto al

objetivo general se refiere, se lograron recopilar los siguientes datos:

Resultados generales de proceso
Liguido Positivos |Negativos |[Totales
LCR 5 70 75
LPL 8 40 43
po | 19 1 24 | 43
LDP ! 9 13 22
LSN T 16 12 [T 28
Totales 57 159 216

Tabla ¢.Resultados generales de proceso

{ver grafico Q).

Griafico O: Rosultados genorales de proceso
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En ests grafico podem 05 cbservar ol volumen total de proceso {216 liquides en general), notando que para cada categoria de liquido

siempre ez M ayor 12 proporcion de cullivos sin desarrolio, sxceptuando at iquido sinovial también observames que la mayor ¢gantidad de llquidos
rembdos pertenece af LCR tontra ol LDP gque pbservs muctho menor frecusneiz I prabsbalidad do desarrelo bactenano en on LCR remitido
labaratario es de 0 08, mientras que para un LDP es da 0 41 asi podem as refenr también para cada llguida. y astim ar posibles Increm entos en los

porcentajes de recuperacién al m odificar una tégnica en el trabajo cclidiane de labaratorio
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Comparacion de los tiempos de
deteccion para LCR (hs)
LCR Sist. Conv. | Sist. B/A
1 24
2 24 . 5
3 ] 42
4 24 6
5 | 24 15
Promedios 24 17
Sist. Conv.= Sistema convencional.
Sist. B/A = Siatema BacT/Alert

Tabla « Comparacién de los tiempos de

detccidn para LCR (ver grafico A)

Comparacion de los tiempos de
deteccion para LPL (hs)
LPL Sist.Conv. | Sist. B/A
1 24 10
2 24 7 2
3 48 ' 14
4 I 26
5 24 ; 6
6 | 24 T 7
7 24 18
8 24 ! 5
Promedios 27 | 11

Tabla p Comparacién de los tiempos de

deteccion para LPL (ver grafico B)
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Grafico A: Comparacion de los tiempos de deteccion para LCR
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Este gréfico muestra la reduccion en el tiempo de deteccion mediante el uso del sistema BacT/Alert, que determina
un promedio de 17hs , contrastado con 24 hs det sistema Convencional, como puede observarse en [as columnas
1,2, 4y 5 para el caso del sistema convencional,y2 4y 5 para el sistema BA, ya que son |as correspondientes
3l mismo tipo de microorganismo (Streptococcus pneurmoniae ), pués cada género y aun especie de
microorganismo contemplan distintas curvas de crecimiento y no son comparables entre si. Las dos columnas
abatidas al origen, en realidad reflejan datos de indeterminacion, pués fueron muestras sin ningln desarrollo y no
se contemplan en el universo.
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Grifico B: Comparacién de los tiempos de deteccion para LPL

[0St /A @sist Conv |

Sist.Conwv.

H Sist. B/A
Namero de liquidos

Para el caso de! LPL a gréfica nos indica una mejor recuperacion por parte del sisterna BA, ya que este no muestra columnas
abatidas al arigen. También se muestra que los tiempos de deteccitn son favorablemente mas bajos paral sistema BA aln
cuando no exista un patrén de reduccién con respecto al sistema convencional, esto es justificable por la razén mencionada
en el gafico A con respecto a las curvas de crecimiento, pero bien en términos globales y determinando un tiempo promedio
de deteccién para el sistema convencional de 27 hs y de 11 hs para ef sistema BA conforme a lo mostrade por las columnas,

se puede expresar un decremento del 59.3% en el tiempo de deteccion del sistema convencional mediante el uso del sistema
BA.
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Comparation de los tiempos de
detecciton para LPD {hs)
LPO Sist. Conv. | Sist. B/A
1 24 ,
2 24 !
3 48
4 48
5 24 | 4
6 24 i 3
7 24 10
8 24 11
9 24 10
10 24 9
1 24 8
12 96
i T 10
14 24 12
15 24 4]
16 24 8
17 | 24 8
18 24 8
19 | 24 6
Promedios 268 13.8

Tabla y: Comparacion de tiempos de

deteccion para LPO. (ver grafico G.
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Grafico G: Comparacién de los tiempos de deteccién para LPO

[1Sist. B/A [1Sist Cony !

Sist. B/A

En esta figura en particular, se pone de manifiesto la baja sensibilidad del sistema BA (0.76) ante el sistema
convencional, pues se observan los liquidos del 1-4 completamente abatidos, mientras que para el sistema
convencional son solo {as columnas 12y 13, enfatizando en que la columna 12 necesito aln de bastante tiempo por
el sistema BA para alcanzar un titulo detectable de crecimiento, en esta ocasidn, el decremento

en el tiempo de deteccion del sitema BA sobre el sistema convencional es del 48.5% de 26.8 en tiempo promedic
para el sistema convencional contra el 138 para el sistema BA.
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Comparacion de jos tiempos de
deteccion para LSN (hs)
LSN Sist. Conv. . Sist. B/A

1 24 13
2 24 8
3 24 | 13’
4 24 ! 7
5 24 7
6 48
7 24 8
8 24 | 27
9 24 | 15
10 24 , 10
11 48 T 12
12 24 | 18

o130 T2 T s
14 24 . 7
15 8 | 7
16 24 ! 6

Promedios 28 11

Tabla &: Comparacion de los tiempos de

deteccion para LSN. (vergrafico D.)

Comapracion de los tiempos de
deteccion para LDP (hs)
LDP Sist. Conv. | Sist. B/A
1 24 35
2 24 | 8
3 24 ' 12
4 24 4
75 24 T T4
6 24 .23
7 48 | 96
8 2
e T “54—'—“[_ S
Promedios 27 28

Tabla

g: Comparacién

de

tiempos

deteccion para LDP. (ver grafico E).
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Grafico D: Comparacién de los tiempos de deteccidn para LSN

‘0O Sist. B/A O Sist. Conv.

i AR TR A A SR

Sist. B/A

La sensibilidad de sistema BA frente al sistema convencional se ve aparentemente comprometida en
el liquido de registro 6, aunque se sabe por el andalisis estadistico que en general es de 0.94, por otra
parte, el decremento en los tiempos de deteccién es muy notorio, determinandose en un 60.8%, pues
los prormedios observados en las columnas son de 28hs para el sistema convencional y 11 hrs para el

sistema BA
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Tiem po (hs)

Grafico E: Comparacion de los tiempos de deteccion para LDP

{ nSst Conv. O Skt BIA_I

Nimero de liguidos procesados

Finalmente el liquido de derrame pericardico segin esta grafica puede considerarse como una muestra inadecuada
para el implemento del sistema BA, pues su sensibilidad es baja {0.87) y también se incrementa el tiempo de
deteccién en un 3.7% conforme al criterio de comparacion aritmética utiizado en todos los esquemas. Sin embargo,
claraments se nota que esto es un efecto engafioso que propicia la columna perteneciente al iiquido 7, por
encontrar-se tan disparada con respecto al comportamiento general de la grafica, pués ademés la potencia

diagnostica es de 0.99 y su especificidad es de 0.96.
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Ademas de la informacion proporcionada, se pensd interesante visualizar la incidencia que
presenta cada tipo de microorganismo aistado con respecto al tipo de fuente de la que provino. Por
ello, se presentan también las siguentes tablas que nos indican la prevalencia porcentual

presentada por cada tipo de microorganismo aislado de una fuente determinada.

Incidencia de microorganismos por tipe de fuente
Fuente # positivos | Microorganismo [Prevalencia (%)
| S.pneumoniae | 80
| S.epidermidis | 20

LCR . 5

Tabla 1. Incidencia de microorganismos
en Liquido cefalorraquideo (prevalencia
porcentual, ver grifico 1)

Incidencia de micreorganismos por tipo de fuente
Fuente # positivos |Microorganismo Prevalencia (%)
E.faecium 31.58
| [ Ecoli | 3684
P.aeruginosa | 5.26
|  Awofi | 2105 |
LPO | 19 S.aureus | 5.26
l . C.albicans l 5.26
E.cloacae | 526
| " creundi = T 526
E.faecalis | 10.52

Tabla 2. Incidencia de microorganismos
en Liquido peritoncal (prevalencia
porcentual, ver grafico 2)
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Incidencia de microorganismos en LPO

E faecals

C freundii

P aerugincsa

30

A faegium
TJE coli

0P .aeruginosa
OA twoftii

25 aureus
Q< albicans
#lE cloacae
DC freundi
WE faccals




Fuente

LPL

Incidencia de microorganismos por tipo de fuente
# positivos | Microorganismo | Prevalencia (%)
i E.cloacae | 12.5
' K.pneumoniae 375
] " Ecoli 1 125 |
i . Koxytoca | 12.5
- [ C.durans 12.5
1 8 } A.hydrophilia | 125
: . P.aeruginosa 12.5
! | C.upsaliensis 125 |
! | S.morbiiorum |~ 125
. | S.equorum 125

Tabla 3. Incidencia dc microorganismos
en  Liquide  pleural

porcentual, ver grafico 3).

. Incidancia de microorganismos por tipo de fuente
Fuente # positivos [Microorganismo | Prevalencia (%)
S.aureus 12.5
" P.aeruginosa 18.75

' S.pyogenes 25 *
. E.coli | 6.25

LsN | 16 [ Clapagei | 625 |
I [ S.sanguis 6.25
i . Micrococcus spp. 6.25
! ? K.pneumoniae 12.5
| { K.oxyfoca 6.25
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Tabla 4. Incidencia de microorganismos

en Liquido  sinovial
porcentual, ver grafico 4).
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Incidencia de microorganismes en 1PL

BE coacoe |
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O E.coli
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0 5 equorum l

Prevalenzia (%)
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Incidencia de microorganismos en LSN
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Incidencia de microorganismos por tipo de fuente

Fuente [# positivos |Microorganismo | Prevalencia (%)
C.albicans 2222
| ' S.aureus 11.11
‘} | P.aeruginosa 22.22
‘ . K.oxytoca 11.11
LDP ° ' S.pyogenes 33.33
| S.sanguis 11.11
| E.faecium 11.11
i S.agalctiae 11.11

Tabla 5. Incidencia de microorganismos
en Ligquido de
{prevalencia porcentual, ver grafico 5).

derrame pericardico

Finalmente se hard mencién de otro de los datos recopilados en el presente trabajo, esto es la

informacién gue proporcionaron las tinciones de Gram realizadas a cada muestra procesada, para

ello, se sintetizé la tabla 6 que presenta la informacién burda de correlacién entre un reporte de

presencia bacteriana preliminar a través de la tincién y la confirmacién o la correccién de dicho

reporte a través del cultivo positivo 0 negativo en el caso correspondiente.

Cuitivos TGP TGN TOTAL

Positivos 24 21 ... 45

Negativos 15 144 - 159
o 41 . 175 218

TGP = Tingion de Gram positiva
TGN = Tincién de Gram negativa
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Incidencia de microorganismas en LDP
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Discusién de resultados.

Para discutir los resultados expuestos, se debe recordar primero el objetivo general de este
proyecto, el cual consistié en hacer una comparacion de los tiempos de deteccion microbiana en
muestras de liquides organicos entre el sistema convencional de cultivo, y el uso del sistema
automatizado BacT/Alert para hemocultivos. A este respecto, es menester establecer una
comparacion entre los métodos analiticos utilizados para poder partir del hecho de que se trabaja
con un sistema lo suficientemente competente con respecto al sitema utilizado como estandar por
la NCCLS (Nationat Comite Clinical Laboratories Standar) para el cultivo de liquidos orgdnicos, los
resultados arrojan los siguientes cuadros tetracoricos con sus respectivos calculos de sensibilidad

(8), especificidad (E), valor predictivo positivo (VPP), valor predictivo negativo (VPN) y potencia

diagnéstica (PD):

Diseno estadisticodel teocremade Bayes

_ l?ba de est.{?ba de rfzf Enfermos Sanos
N " . ISHEAE : A B
S Negativa o C D

De donde:

A = verdaderos positivos
B = Faisos positivos

C = Falsos ncgativos

D = Verdaderos negativos

Asi, para el cdlculo de los paramertos expuestos en ¢l parrafo anterior tenemos que:

S=A/AC

E = D/B+D

VPP = A/A+B

VPN = D/C+D

PD = A+D/A+B+C+D
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Anilisis paramétrico para Liquide cefalorraquideo:

Sistema BA/Sistema cony. Crecimiento No crecimicnto Totales
Crecimiento 3 | 4
‘No crecimiento 1 70 71
Totales 4 71 75

Conforme a los criterios del teorema de Bayes y realizando las operaciones correspondientes

tenemos que:

S=3/(3+1)=0.75

E = 70/(70+1) = 0.98

VPP = 3/(3+1) = 0.75

VPN = 70/(70+1) = 0.98

PD = (3+70)/(3+1+1+70) = 0,97

Andlisis paramétrico para Liquido Pleural;

Sistema BA/Sistema conv. Crecimiento No crecimicnio Totales
Crecimiento 7 1 3
- No crecimiento 0 40 40
Totales 7 41 48
S=7TH) =1
E = 40/(40+1) = 0,96
VPP = 7/(7+]) = 0.87
VPN = 40/(40+0) = |
PD = (7+40)/(7+1+0+40) = .99
Andlisis paramétrico para Liquide Peritoneal:
Sistemy BA/Sistema conv, Crecimiento No crecimicnlo Totales
- Crecimiento- ' 13 2 15
‘No crecimienio 4 24 28
- Totales 17 26 43

S = 13/(13+4) = 0.76
E = 24/(24+2) = 0.92
VPP = 13/(13+2) = 0.86
VPN = 24/(24+4) = 0.85

PD = (13+24)/(13+2+4+24) = 0.86
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Analisis paramétrico para Liquido Sinovial:

Sistcma BA/Sistcma conv, Crecimicnto No crecimiento Totales
Crecimicnto 15 0 15
No crecimiento 1 12 13
Totales 16 12 28
S = 15/(15+1) = 0.94
E=12/(12+0) = 1
VPP = 15/(15+0) = |
VPN =12/(12+1) = 0.92
PD = (15+12)/(15+12+14+0) = 0.96
Anglisis paramétrico para Liquido de derrame pericirdico:
Sistema BA/Sistema conv. Crecimiento No crecimiento Totales
Crecimiento’ 7 1 8
No crecimiento 1 13 14
Totales 8 14 22

Conclusiones.

Es recomendable el uso del sistema BacT/Alert para hemocultivos en el cultivo de liquido
organicos como LCR, LPL, LPO y LSN ya que muestran reducciones en el tiempo de deteccién de
cultivos positivos de 70.8%, 59.3%, 48.5% y 60.8% respectivamente, ademas de mostrar

potencias diagnosticas para el método propuestc de 0.97, 0.99, 0.86 y 0.96 en el orden

mencionado.

No asi para el caso del LDP que muestra un restraso en el tiempo de deteccion del 3.7% sobre el

sistema convencional, y aungue su sensibilidad (0.87), especificidad (0.92) y potencia diagnéstica

S = 7/(7+1) = 0.87
E = 13/(13+1) = 0.92

VPP = 7/(7+1) =0.87

VPN =13/(13+1) = 0.92

PD = (13+7)/(7+13+1+1) = 0.99

(0.99) son bastante buenas, no logra el objetivo general del proyecto.

En cuanto a los objetivos especificos se refiere, se observan ciertos patrones (no evaluados

estadisticamente en este proyecto) de prevalencia en ciertos microorganismos con relacién a un
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Anilisis paramétrico para Liquide Sinovial:

Sistema BA/Sistcma conv. Crecimicnio No crecimicnto Totales
Crecimiento 15 0 15
No crecimiento 1 12 13
Tolales 16 12 28
S=15/(15+1)=0.94
E=12/(12+0) = ]
VPP = 15/(15+0) = 1
VPN =12/(12+1) = 0.92
PD = (15+12)/(15+12+1+0) = 0.96
Andlisis paramétrico para Liquido de derrame pericardico:
Sistema BA/Sisiema conv. Crecimiento No crecimiento Totales
Crecimiento 7 1 8
No crecimiento 1 13 14
‘Totales 8 14 22

Conclusiones.

Es recomendable el uso del sistema BacT/Alert para hemocultivos en el cultivo de liquido
organicos como LCR, LPL, LPO y LSN ya que muestran reducciones en el tiempo de deteccion de
cultivos positivos de 70.8%, 59.3%, 48.5% y 60.8% respectivamente, ademas de mostrar

potencias diagndsticas para el método propuesto de 0.97, 0.99, 0.86 y 0.96 en el orden

mencionado.

No asi para el casc del LDP que muestra un restraso en el tiempo de deteccién del 3.7% sobre el

S =7/(7+1) = 0.87

E = 13/(13+1) = 0.92

VPP = 7/(7+1) =0.87

VPN =13/(13+1) = 0.92

PD = (I3+7)/(7+13+1+1) = 0.99

sisterna convencional, y aunque su sensibilidad (0.87), especificidad (0.92) y potencia diagnéstica

(0.99) son bastante buenas, no logra el objetive general del proyecto.

En cuanto a los objetivos especificos se refiere, se observan ciertos patrones (no evaluados

estadisticamente en este proyecto) de prevalencia en ciertos microorganismos con relacioén a un
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lipo de liquido en particular, como por ejemplo el Streptococcus pneumoniae (80%) para el cultivo

de LCR, Ia Escherichia coli (36.8%) para el LPO, la Klebsiefla pneumoniae (37.5%) en el LPL o el
Streptococcus pyogenes (25% y 33.3%) en el LSN y el LDP respectivamente.

También se determind al LDP como inadecuado para cultivarse complementariamente con el
sistema BacT/Alert y se observd la desventaja de no poder sustituir al sistema convencional para
la recuperacion total del microorganismo patégeno y con esto se dio la pauta para investigar la
forma de lograr ia identificacion finat y el patrén de susceptibilidad sin esperar un desarrollo

minimo de 18hs en placas de cuitivo como se mengcionara en [a seccién de propuestas.

Propuestas.

El proyecto aqui presentado, enmarca un estudio del uso de sistemas de monitoreo continuo
automatizado en la recuperacion de cultivos positivas para liquidos o fluidos organicos, empleando
especificamente dentro de la gama comercial al sistema BacT/Alert de Organon Teknika, ya que
los fabricantes manejan como indicacion primaria de empleo a los hemocultivos, y solo como
monitoreo "adicional” al cuftivoe convencional para el caso de otros fluidos, y mas adn, tratandose
unicamente de liquido cefalorraquideo y liquidos de diatisis?".

Algunos fabricantes, incluso han desarrollado suplementos a los viales para el caso de su empleo
en otros fluidos diferentes a la sangre, tal es el caso del sistema BACTEC en sus diferentes

modelos en los que se recomienda el uso de su suplemento FOg*®

para la siembra de liquido
cefalorraquideo, con ventaja en la recuperacién de especies como Haemophilus y Neisseria.

Empleando ios resultados de este proyecto, podran estimarse las bases para estandarizar los
volumenes adecuados de cultivo en vial, en el caso de ser adecuada esta metodologia para algan
tipo de liqudo en particular, desarrollarse nuevas técnicas que omitan el periodo de incubacién en
placas de medios de cultivo, 0 en su defecto establecer para qué tipo de muestras ofrece mayores
ventajas el uso del sistema convencional en placas de cultivo, también podran innovarse

metodologias para favorecer la deteccién de microorganismos que se muestren renuentes a ser

identificados o almenos mostrarse presentes a través de la tincion de Gram?>?%2'%y de los cuales
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tipo de liquido en particular, como por ejemplo el Streptococcus_pneumoniae (80%) para el cultivo

de LCR, la Escherichia coli (36.8%) para el LPO, la Klebsiella pneumoniae (37.5%) en el LPL o el

Streptococcus pyogenes (25% y 33.3%) en el LSN y el LDP respectivamente.

También se determiné al LDP como inadecuado para cultivarse complementariamente con el
sistema BacT/Alert y se observd la desventaja de no poder sustituir al sistema convencional para
la recuperacion total del microorganismo patégenc y con esto se dio la pauta para investigar la
forma de lograr la identificacién final y el patrén de susceptibilidad sin esperar un desarrolio

minimo de 18hs en placas de cultivo como se mencionara en la seccion de propuestas.

Propuestas.

El proyecto aqui presentado, enmarca un estudio del uso de sistemas de monitoreo continuo
automatizado en la recuperacion de cultivos positivos para liquidos o fluidos organicos, empleando
especificamente dentro de la gama comercial al sistema BacT/Alert de Organon Teknika, ya que
los fabricantes manejan como indicacion primaria de empleo a los hemocultivos, y solo como
monitoreo "adicional® al cultivo convencional para el caso de otros fluidos, y mas aln, tratindose
unicamente de liquido cefalorraquideo vy liquidos de dialisis?*’.

Algunos fabricantes, incluso han desarrollado suplementos a los viales para el caso de su empleo
en otros fluidos diferentes a la sangre, tal es el caso del sistema BACTEC en sus diferentes
modelos en los que se recomienda el uso de su suplemento FOS™ para la siembra de liquido
cefalorraquideo, con ventaja en la recuperacion de especies como Haemophilus y Neisseria.
Empleando los resultados de este proyecto, podran estimarse las bases para estandarizar los
volumenes adecuados de cultivo en vial, en el caso de ser adecuada esta metodologia para algin
tipo de liqudo en particular, desarmrollarse nuevas técnicas que omitan el periodo de incubacién en
placas de medios de cultivo, 0 en su defecto establecer para qué tipo de muestras ofrece mayores
ventajas el uso del sistema convencional en placas de cultivo, también podran innovarse
metodologias para favorecer la deteccién de microorganismos que se muestren renuentes a ser
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identificados o almenos mostrarse presentes a través de la tincién de Gram y de los cuales
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se tenga una alta probabilidad de permanencia debido a los datos clinicos, en fin, se podran

abordar miltiples situaciones en pro a la superacién de las herramientas existenies en el

diagndstico de infecciones bacterianas en liquidos organicos. Para el caso de investigar formas de

lograr la identificacion y antibiograma del microorganismo causal en un menor tiempo al del

sistema convencional, en algunos laboratorios se ha trabajado conjuntamente con un sistema de

automatizacion bacteriologica dindmico comao lo es el sistema Vitek logrando identificaciones con

antibiogramas para el caso de coliformes en lapsos de 7 hs. La metodologia seguida ha sido a

grandes rasgos la siguiente:

1

o

|

[+

|t

1=

I~

Ei equipo da la alarma de un vial positivo.

El vial es descargado del equipo y se le realiza una tincion de GramCon
base en la morfologia microscopica se seleccionan los medios de
resiembra y se lleva a cabo.

Se toma una alicuota del vial y se coloca en tubos Vacutainer con gel para
separar los restos celulares y de grandes particulas.

Se separa el sobrenadante mediante una pipeta Pasteur y se deja una
capa fina de bacterias concentradas sobre el gel.

Se seleccionan las tarjetas de identificacidon y sesceptibilidad pertinentes
con respecto a la tincion de Gram.

Se prepara una suspencion al estandar de McFarland correspondiente al
micrrorganimo en cuestion (0.5 para Gram +, 1.0 para Gram -, 2.0 para

levaduras y 3.0 para Neisseria sp. y Haemophillus sp.)para inocular las

tarjetas.
Se inoculan y se sellan las tarjetas en el médulo mecénico y se cargan en

la gradilla del lector-incubador.

Este procedimiento requiere validarse y estandarizarse, ademas de mejorar la separacion de 1as

bacterias de otros agentes propics del vial o0 de ta muestra para poder realizar confiablemente
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pruebas rapidas de apoyo al equipo, como lo son catalasas, oxidasas, determinaciones de indol,
etc.
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