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I. INTRODUCCION

Los liquidos biolégicos, al igual que el plasma, contienen diversos constituyentes
quimicos y celulares que interactian dinamicamente para mantener el equilibrio
corporal. Su formacion es similar a la del liquido extravascular en cualquier otra parte
del organismo y en ella intervienen la presién hidrostatica, la presion coloidosmética y
la permeabilidad capilar. Los datos clinicos derivados de los procedimientos
adecuados de los liquidos biolégicos nos proporcionan informacién importante sobre
la fisiopatologia de los 6rganos y tejidos y a su vez nos permiten extraer informacién
relevante y esencial para el diagndstico y administracion de una terapia precisa y

oportuna para los pacientes.

. OBJETIVO

General

Estandarizar el analisis citoquimico de los liquidos biclégicos en muestras de LCR,
cavidades serosas (pleural, ascitico, pericardico) y sinovial para minimizar al maximo

los errores en los resultados.

Especifico
Definir directrices para el procesamiento de Liquidos Biolégicos en el Area Técnica de

Hematologia.

M. ALCANCE
Aplica a la seccion de Hematologia del Laboratorio Clinico del HUAP, donde se realiza

la ejecucion del analisis citoquimico de liquidos biolégicos.

Iv. DEFINICIONES
e BioslLis: Sistema para la gestion integral de laboratorios clinicos (LIS).
e Camara de Neubauer: Instrumento de vidrio que consta de dos segmentos,

utilizado para realizar recuento de células en muestras liguidas.
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EDTA: Acido etilendiaminotefraacético, sustancia quimica presente en el tubo
tapa lila que se adhiere a los iones de ciertos metales como el calcio, magnesio,
plomo y hierro, su funcién es prevenir los coagulos.

Liquido Ascitico: Liquido que se acumula en la cavidad peritoneal del
abdomen.

Liguidos Biolégicos: Son ultrafiltrados del plasma que se generan en
diferentes cavidades corporales. Se clasifican, de forma general, en liquidos
serosos (pleural, ascitico y pericardico) y liquidos no serosos (LCR) y sinovial.
Liquido cefalorraquideo (LCR): Liguido incoloro que fluye dentro del cerebro
y la médula espinal, donde actiia como amortiguador de lesiones. Circula por
el espacio subaracnoideo y los ventriculos cerebrales.

Liquido Pericardico: Liquido excesivo que se acumula en la estructura de
doble capa en forma de saco que rodea al corazon.

Liquido Pleural: Liquido que se acumula en la cavidad pleural que rodea los
pulmones.

Liquido Sinovial: Liquido normaimente presente en el espacio articular que
puede aumentar, generalmente, debido a causas inflamatorias o sépticas.
Lysercell WNR/WDF: Reactivos que se utilizan en los equipos XN-1000 y XN
1500 principalmente para lisar globulos rojos; Canal WNR (WBC, basdfilos y
NRBC: Canal WDF diferencial que incluye 1G (revisar “XN-series XN-1500
Manual de instrucciones de uso”).

Suero Fisiolgico: Solucién salina con una concentracion isotonica de cloruro
de sodio al 0.9%, esta concentracion salina tiene la misma proporcion que los
fluidos de nuestro propio organismo. Se puede utilizar para diluir muestras

hematicas al momento de realizar el conteo celular en camara de Neubauer.

RESPONSABLES DE LA EJECUCION
Tecnélogo Médico Hematologia: Conteo de células nucleadas y eritrocitos en

camara de Neubauer. En caso de que se requiera realizar recuento diferencial
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de células nucleadas, desde la seccién de Quimica debe volver el tubo una vez
centrifugado, ingreso de resultado al LIS y validacion de resultados.

¢ Tecnélogo Médico Quimica: Andlisis quimico del sobrenadante. (véase
Profocolo Procedimiento de ejecucién de pruebas Bioquimicas).

e Técnico Paramédico: Recepcion de solicitud (orden) y muestra, ingreso al LIS.

Extendido y/o gota en portaobjeto (si corresponde), tincion.

V. DESARROLLO DEL PROCESO

1. Aplicacion de alcance

e La recoleccion de muestra no requiere preparacion especial del paciente.

e Lamuestra debe venir rotulada con nombre y apellido del paciente, con la orden
correspondiente y la firma del médico que lo solicita.

e La muestra para el analisis citoquimico (seccion Hematologia) debe ser tomada
en tubo tapa lila de 3 mi (EDTA), verificar fecha de vencimiento de tubos. Una
vez obtenida la muestra, homogeneizar para evitar la formacion de coagulo.

e La muestra debe ser transportada al Laboratorio lo mas rapido posible.

e Sicualquiera de estos criterios no se cumple, se debe solicitar nueva muestra.

2. Materiales y reactivos
e Tubo tapa lila (3 ml)
¢ Micropipeta 2-20 ul calibrada
e Micropipeta 20-200 ul calibrada
¢ Camara de Neubauer
¢ Suero fisiolégico
e Lisante WNR/WDF
e Microscopio
e Portaobjeto

e Cubreobjeto
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e Tinciones: May Grunwald-Giemsa
e Agua destilada

e Pipeta pasteur

3. Metodologia
e Condiciones de Seguridad/Bioseguridad

Todas las muestras de liquidos biolégicos deben manipularse con las mismas
medidas de bioseguridad que para el manejo de otras muestras biologicas,
considerandolas potencialmente infecciosas. Revisar Protocolo de Bioseguridad
del Laboratorio Clinico HUAP.

3.1 Procesamiento de Liquidos Bioldgicos
Analisis cualitativo
e Homogeneizar manualmentie la muestra.
e Informar color y aspecto (Registrar los resultados en la parte posterior de la

solicitud de examen) (Anexo N°2)

3.2 Recuento celular en camara de Neubauer de Liquidos bioldgicos
Muestra directa (Anexo N°2)

e Usar camara de Neubauer limpia y seca. (Ver Imagen 1)

Imagen 1. Partes de la camara de Neubauer
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Colocar cubreobjeto deslizando con los dedos pulgares por los vidrios que
estan a la derecha e izquierda de la zona de lectura.

Homogenizar la muestra mezclando por inversion 10 — 15 veces (NO AGITAR).
Usar micropipeta de 10 pL para transferir la muestra.

La muestra se aplica en el borde del cubre y entrara por capilaridad al espacio
entre la porta y el cubreobjeto, llenando una de las camaras.

Cargar ambos lados de la camara de Neubauer.

Mantenga la camara de Neubauer en una capsula de Petri con pape! filtro
hamedo por 5 minutos hasta que los leucocitos sedimenten.

Colocar la camara de Neubauer sobre la platina del microscopio.

Usar objetivo 40X.

Ajustar iluminacion y condensador para mejor contraste celular.

Contar diferenciando entre eritrocitos y células nucleadas.

Registrar los resultados en la parte posterior de la solicifud de examen en caso
de observar elementos fungicos

Constatar que la celularidad es semejante en ambos lados de la camara.
Cualquier discordancia importante o signo de desecacion invalida el recuento.
Constatado esto, contar un reticulo.

El 4rea a contar depende del nimero de células presentes (ver tabla 7).

Tabla 1. Conteo celular

Células por area Superficie a contar

<200 células en los 9 | 9mm? Se cuentan los 9 cuadrantes, es decir, el
cuadrantes area total.

>200 células en los 9 | 4mm? Se cuentan solamente los 4 cuadrantes
cuadrantes de las esquinas.
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>200 en 1 cuadrante | 1mm? 5 cuadrados del reticulo de Thomas. 4

externos y 1 central.

Muestra diluida (Anexo N° 2)

Realizar en muestras que estén hematicas o turbias de acuerdo a lo siguiente:

e Realizar la dilucion correspondiente en base a la cantidad de células nucleadas
observadas al cargar la camara con la muestra sin diluir, esto es debido a que
si existe una baja cantidad de células nucleadas, podria diluir la muestra de tal
forma que las células nucleadas se pierdan.

e Se sugiere 1:2, 1:5.

e Continuar desde punto de muestra directa.

e En muestras diluidas se sugiere contar al menos 200 células.

Tabla 2. Muesiras a diluir

Muestras Diluyentes
Hematicas -> Suero fisiologico 0.9%
= Lysercell WNR/WDF (en caso de
lisar eritrocitos)
Turbias > Suero fisiolégico 0.9%
3.3 Calculos

a) Muestra directa

Células mm? = células contadas

superficie contada (mm?) x profundidad de la camara (mm)
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b} Muestra diluida

Células mm? = células contadas x dilucion

superficie contada (mm?) x profundidad de la camara (mm)

¢) Conteo Eritrocitos Reticulo de Thomas (> 200 células en 1 cuadrante)

Células mm?® = Eritrocitos contados

cuadrantes del reticulo x superficies contadas(mm?) x profundidad de la camara (mm)

Imagen 2. Area de recuento en Reticulo de Thomas

Ejemplos:
a) Si se cuentan 20 células en 9 cuadranies (esto corresponderia a menos de 200

células), por lo tanto, quedaria de la siguiente forma:

20
9mm? x 0,1mm

= 22 Células/mm?>
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b) En tanto si la muestra se hubiese diluido 1:2 quedaria de la siguiente forma:

20
4ammZx 0,1mm

x 2 = 100 Células/mm?>

¢) En tanto, si se cuentan mas de 200 células en 1 cuadrante, contaremos 5

cuadrantes del reticulo de Thomas y quedaria de la siguiente forma:

20
5x 0,04mm2x 0,1mm

= 1000 Células/mm?

3.4 Recuento de células nucleadas

Realizar recuento en los siguientes casos:

Liquidos Pericardico, Sinovial, Pleural o Ascitico: conteo de células nucleadas

sea igual o mayor a 100.

Liquido Cefalorraquideo (LCR) el conteo sea igual o mayor a 50.

Una vez obtenido el recuento de células nucleadas y eritrocitos, la muestra
original se lleva a la secciéon de Quimica donde se debe centrifugar durante 5
minutos a 1500 rpm.

Luego del centrifugado, la seccién de Quimica debera informar aspecto y color
del sobrenadante post centrifugacion. Separar el sobrenadante del sedimento,
procesar el sobrenadante de acuerdo al Profocolo Procedimiento de efecucion
de pruebas Bioquimicas. Inmediatamente separado el sedimento, devolver a

seccion de Hematologia.

3.5 Extension y tincion de frotis liquidos bioldgicos

Escribir el nombre del paciente y tipo de liquido en la zona esmerilada del
portaobjetos con lapiz grafito. (Ver Anexo N° 3).
Poner una gota del sedimento de la muestra bajo el extremo esmerilado del

portaobjetos.




HOSPITAL DE URGENCIA ASISTENCIA PUBLICA Cédigo: APL 1.3

SUBDIRECCION DE GESTION CLINICA Version: 01

UNIDAD DE LABORATORIO CLINICO Fecha: 11/2023

Vigencia: 5 afios
PROTOCOLO DE ANALISIS CITOQUIMICO DE LIQUIDOS —_
BIOLOGICOS Pagina 11 de 22

Sujetar el portaobjetos entre los dedos indice y pulgar.

Poner un cubreobjeto sobre el portaobjeto formando un angulo de 45° tocando
la muestra para que se extienda entre el cubrecbjeto y el portacbjeto.
Extender la gota desplazando a una velocidad uniforme, sin perder el contacto
enire el portaobjeto y el cubreobjeto.

Dejar secar a temperatura ambiente.

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

Cubrir el frotis con May Grunwald.

Dejar actuar por 3 minutos.

Poner sobre el May Griinwald igual cantidad de agua destilada y mezclar.
Dejar actuar por 3 minutos.

Eliminar el colorante con abundante agua corriente.

Cubrir con la solucién de Giemsa diluido preparada con anterioridad.

Dejar actuar por 2 minutos.

Eliminar el colorante por dilucion con agua corriente.

Limpiar el frotis por la parte posterior con papel himedo.

Dejar secar de forma inclinada T° ambiente.

Observaciones

- Se sugiere que en muestras con baja celularidad se realice frotis de gota.

3.6 Féormula diferencial de extensién de liquidos biolégicos

Poner el extendido (frotis) ya tefiido en el microscopio fijandolo a la platina con
la pinza.
Poner el objetivo del microscopio en aumento 40X.

Enfocar y recorrer el extendido para dar una mirada inicial.
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¢ Usar aceite de inmersion y mover el objetivo del microscopio al aumento 100X.

o Realizar la lectura con lente de inmersién (100X) diferenciando las células de
acuerdo al hallazgo de los leucocitos encontrados.

e Expresar cada tipo celular en porcentaje.

e Revisar toda la extension en blisqueda de células malignas(10X).

e Las células atipicas se deben describir, en caso de encontrar se debe informar
de la siguiente forma: “Se observan células atipicas, se sugiere estudio
anatomo-patologico”.

e Incluir haillazgos morfolégicos clinicamente significativos (blastos, células
plasmaticas, etc).

e Registrar los resultados en la parte posterior de la solicitud de examen.

e Ingresar resultados en el sistema informatico BiosLis.

4. Clasificacién morfologica
e Células hematopoyéticas:

o Neutrdfilos (segmentados y baciliformes)
o Granulocitos inmaduros (metamielocitos, mielocitos y promielocitos)
o Linfocitos,
o Monocitos / macréfagos
o Eosindfilos
o Baséfilos
o Células plasmaticas
o Eritroblastos
o Ceélulas inmaduras, blastos.
o Células epiteliales de recubrimiento.

o Celulas atipicas.
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¢ Células no hematopoyéticas
o Revestimiento: ventricular, leptomeningeas, mesoteliales,
sinoviocitos.

e Células malignas: atipicas, tumorales, metastasis de otros tumores/cancer.
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5. Valores de referencia
Tabla 3. Valores de Referencia de Liquidos Bioldgicos.

Recuento de Recuento de

Liquidos Aspecto Color Eritrocitos Leucocitos
LCR Transparente incoloro 0-5pL 0-5pL
Sinovial Transparente Amarillo o pL 50— 2000 pL
Pleural Transparente Amarillo o pL 1.395-3.734 L
< Los valores de referencia
Ascitico o para recuento celular en

Hquido Ascitico o Peritoneal

Peritoneal Transparente Armarilto no han sido determinados
segiin el CLS1.

< No hay valores de referencia

Pericardico Transparente Amarilio 21 recuento celular,

diferenciat Yy pruebas
biogqulfmicas segln ¢! G181
< Recuento de Ertrocitos tiene
poca significancia clinica
< Malignidad puede  estar
asociada a Hquidos
sanguinolentos

Referencia Documento ISP; Recomendaciones para el Andlisis de Liquidos
Bioldgicos, abril 2076.

6. Informe de resultados en LIS
e Informar _
o Ingresar con su usuario y clave al sistema informatico BiosLIS.
o Iralicono de “captura de resultados”.
o Seleccionar “Filfro”
o Seleccionar “Criterio Frecuente”
o Seleccionar “Liquidos”
o Hacer click en “Pendiente”
o Hacer click en “Ejecutar”
o Seleccionar el n° de peticién correspondiente
7. Tiempos de respuesta
Los tiempos de respuesta de los Liquidos biolégicos aparecen descritos en el
Protocolo Tiempos de Respuesta de examenes de Laboratorio.
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o Se desplegara la ventana de “Resultados”. Ingresar resultados

e Firmar

e Autorizar

Observaciones

VI

<% En caso de que la muestra esté coagulada, se debe dejar comentario como

nota de examen de la siguiente forma:

En la parte inferior de la pantalla de “Resulftados” en ‘nota/datos”,
seleccionar “nota de examen” “Recuento de células nucleadas
aproximado debido a la presencia de coagulo”.

Agregar en este mismo item, la nota “Muestra coagulada, no aplica
realizacion de recuento diferencial Leucocitaria. Predominio celular
de...” (células segln lo observado). Proceder con [a eliminacion de los

parametros del recuento diferencial explicado en el siguiente punto.

< En caso de el liguido no tenga recuento diferencial se deberan eliminar los

parametros que no apliquen de [a siguiente forma:

Seleccionar uno de los parametros, presionar botén derecho del mouse,
hacer click en “efiminar”, luego aceptar “si”. Realizar el mismo procedimiento
con todos los parametros que desee eliminar (Polimorfonucleares,

Linfocitos, Monocitos, Eosindfilos, etc.).

DISTRIBUCION

e Direccidn

o Subdireccion de Gestion Clinica

e Subdireccion de Gestion del Cuidado
e Unidad de Calidad y Seguridad del Paciente.

e Unidad de Laboratorio Clinico
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IX.

ANEXOS

ANEXO N°1: CRITERIOS PARA EL PROCESAMIENTO DE MUESTRAS
COAGULADAS.

1. Procesamiento de Liquidos Biolégicos

Analisis cualitativo

Informar:
o Aspecto: Coagulado
o Color: Color que corresponde (Véase Pag. 14. Tabla 3)

2. Recuento celular en camara de Neubauer de Liquidos biolégicos

coagulados.

Proceder segun indica el desarrollo del proceso punto 3.2. Recuento celular
en camara de Neubauer de Liguidos biolégicos (Pag.6)

En Bioslis dejar nota que indique “Recuento de células nucleadas
aproximado debido a la presencia de coagulo”. (Véase desarrollo del
proceso punto 6. Informe de resultados en LIS).

En caso de que la muesira sea liquido: Pericardico, Sinovial, Pleural, Ascitico

o Peritoneal y el recuento de células nucleadas sea igual o mayor a 100. Una
vez obtenido el recuento de c¢élulas nucleadas y eritrocitos, la muestra original
se lleva a la secciéon de Quimica donde se debe centrifugar durante 5 minutos
a 1500 rpm.

Luego del centrifugado, el Tecnologo de la seccién de Quimica debera informar
aspecto y color del sobrenadante. Separar el sobrenadante del sedimento,
procesar el sobrenadante de acuerdo con el Profocolo de Procedimientos de
Quimica Clinica. (ULC02).
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e Se realizara tincion del frotis para observar si existe posible deteccién de
células malignas (Proceder segin desarrolfo del proceso punto 3.5. Extension
y tincién de frotis liquidos biol6gicos)

¢ Se debe informar sélo predominio celular.

¢ No se realizara recuento diferencial debido a la presencia de coagulo. Se
debe dejar registro en el informe final (Ej., Muestra coagulada, no aplica
realizacion de férmula diferencial leucocitaria. Predominio celular de
linfocitos). (Véase desarrolio del proceso punto 6. Informe de resultados en
LIS)
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ANEXO N°2: FLUJOGRAMA DE PROCESAMIENTO DE LiQUIDOS BIOLOGICOS

Liquido Bioidgico
et Tubo Inadecuado
Andlisie Tubo vencido
Cualifativo Volurnen Inadecuato
{Véase anexo 1} l
\ ——— |  AniEsls Solictar nueva
trbia o
m 5 | RetuentoCeniar
&n ciman
Cenfrifugar
Analisis Cuakitadf
Post cenlrifugado
LCR: Separar.
<50 céllas Sobrenadante > Reaizar Pruebas
Otros Liquidos: Sedimento Cuimicas
<100 céhdas
=
»50 céilas
Otros Liquidos:
»100 céhdas
_m En Muestra
Reakzar frobis informar predominio (Véase anexo 1)
Extendido y/o Gola

o > Realizar Recuento
Diferencial

R
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ANEXO N°3: FLUJOGRAMA DE EXTENSION Y TINCION
LiQuiDOS BIOLOGICOS

[ Extension ]

¥
Tino de Alta Gota de sedimento en &l extremo
—* | coaridad | —* superior de portacbjeto.
l Colocar cuineobjeto sobre el
portachieto, delante dela gota.

¢

Defar que k2 muestra se extienda
sobre el portacbieto por capiaridad.

(e —

| La\rarconaguacmimJ
!

[ imptar parte posterior e portacbieto |
1L

ey

DE FROTIS DE
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ANEXO N°4: FLUJOGRAMA PARA LA REALIZACION DE FORMULA
DIFERENCIAL EN LiQUIDOS BIOLOGICOS.

<o Ertroi —»| Eritrocitos Eumbrficos
Serie Eritroide Eritrocitos Crenados

/ . - Neutréfilos
Frotis Liquido Serie Mielcide | | Eqsinofios
Biokogico Basifos
l Células 5 . —p | Linfocilos
Hematopovéticas L% et Linfode Célutas plasmiaticas
Colocar al
microscopio
Serie Fagocitico- | | Monocitos
l Mononuciear Macrbfagos
Ciasificacién Blastos
Morfolboica = Linfomas

!

Contar 100 Céhias Ventriculares
céluias conpiano | Hemalopovéticas | Leplomeningeas
hematologico Ctulas NO Mesolelisles

g Sinoviocitos
Hematopoyéticas

(=)

en porcentaje Tmi picas
Células e Jumotales
Hemalopoyélicas Mmg“




HOSPITAL DE URGENCIA ASISTENCIA PUBLICA

Codigo: APL 1.3

SUBDIRECCION DE GESTION CLINICA

Versién: 01

UNIDAD DE LABORATORIO CLINICO

Fecha: 11/2023
Vigencia: 5 afios

PROTOCOLO DE ANALISIS_CITOQUIM!CO DE LIQUIDOS
BIOLOGICOS

Pagina 22 de 22

X. MODIFICACIONES DEL DOCUMENTO.

SINTESIS DE MODIFICACIONES RESPONSABLE
MODIFICACION
VERSION| FECHA CAUSA DE
MODIFICACION

APROBADO
POR

10/2023 Creacion protocolo

Clinico

Clinico

TM. Ma. Alejandra Fuentes.
Profesional de Laboratorio

TM. Veronica Salas V.
Profesional de Laboratorio

Dr. Patricio Barria
Director




